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RESUMEN

Este trabajo presenta la caracterizacion de com-
puestos organicos extraidos de acidos humicos
(AH), de suelos recolectados en los estados Boli-
var y Aragua. Los AH fueron sometidos a extrac-
ciones secuenciales con incremento de la polari-
dad del solvente utilizando CH.Cl, (40 horas),
CH.CI,/CH3;0H (133 horas) y CH3;OH (130 ho-
ras), estos extractos fueron caracterizados a tra-
vés de IRFT y 'HRMN. Este tipo de extraccién
fue efectiva para cada uno de los solventes em-
pleados, y al ser analizados por IRFT y '"HRMN la
mezcla de compuestos organicos, se observd un
incremento de la aromaticidad con el incremento
de la polaridad de los solventes. También se ob-
servd un predominio de grupos funcionales con
oxigeno, como carbonilo (C=0), de alcoholes o
fenoles (OH), &cidos (COOH), y de grupos fun-
cionales con nitrdgeno como amidas (R:N-C=0).
Al comparar los IRFT y '"HRMN de los extractos
con los espectros originales de los AH antes de
las extracciones, se observd que las estructuras
extraidas son mas sencillas respecto a los AH a
los cuales estan asociados.
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ABSTRACT

This work present the structural characterization of
organic compounds extracted from humic acids
(HA), of soils of Bolivar and Aragua state. The HA
were subjected to sequential extractions with in-
creasing polarity of the solvent CH.Cl, (40 hours),
CHCIz/CH3OH (133 hour) and CH3;OH (130 hours),
which were characterized by FTIR and 'HNMR.
The extraction type was effective for the solvents
used, and the analysis by FTIR and '"HNMR shown
the increases in the aromatic character of com-
pounds with increases in the polarity of the solvent.
Also, it was observed a predominance of functional
groups with oxygen as carbonyl (C=0), alcohols or
phenols (OH), acids (COOH), and the presence of
functional groups with nitrogen like amides (R2N-
C=0). When the FTIR and 'HNMR of the extracts
and those of the original HA were compared, it was
observed that the compounds of the extracts pre-
sented structures more simple than that of the HA.

Key words: humic acid, soils, sorption, sequential
extraction, functional groups

INTRODUCCION

Las sustancias humicas son los mayores constituyentes organicos en aguas, suelos y sedimentos; se
encuentras distribuidos ampliamente en la superficie de la tierra, tanto en ambientes terrestres como en
los acuaticos. Estas sustancias tienen gran capacidad para sorber agua y nutrientes (Schnitzer y Khan,
1978; Mafra et al., 2007), para formar complejos solubles e insolubles en agua con iones metdlicos y
oxihidroxidos, interaccionar con minerales de arcilla y compuestos organicos (Huang et al., 2003; Liu y
Lee, 2007), aumentando o disminuyendo asi sus concentraciones en los sistemas naturales (Schnitzer
Khan, 1978; Perminova et al., 2001; Nam y Kim, 2002). Todas estas interacciones son de gran impor-
tancia en diversos procesos, entre los que destaca la interaccion entre las sustancias humicas con me-
tales y materia organica de origen natural y antrépico (Meléndez et al., 1990; Bollag et al., 1992; Garcia
et al.,, 1994; Shan et al., 2002; Benzo, 2005, Kang y Xing, 2005; Kang y Xing, 2005; Xu et al., 2006; Ping
et al., 2006; Yang et al., 2006).

Estas interacciones estan regidas por la estructura quimica de las sustancias humicas (grupos alifaticos,
aromaticos, carboxilos, alcoholes, cetonas, quinonas, fenoles). Las interacciones formadas son el meca-
nismo fundamental de la accion de las sustancias humicas sobre la toxicidad de dichos contaminantes
(Perminova et al., 2001). Sin embargo, el desconocimiento de la estructura quimica del material humico,
representa una limitante en cuanto a la determinacion de los mecanismos que rigen las interacciones
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entre sustancias humicas y especies quimicas. Es por ello que se requiere estudiar no solo las sustan-
cias humicas, sino también los posibles compuestos orgénicos sorbidos sobre estos, con el objeto de
conocer mas sobre las interacciones existentes con los grupos funcionales presentes. Basado en lo an-
terior, en este trabajo se estudiaron las caracteristicas de los compuestos organicos sorbidos sobre aci-
dos humicos de suelos. El objetivo general de este trabajo fue caracterizar por técnicas espectroscopi-
cas (IRFT y '"HRMN), las estructuras orgdnicas extraidas de acidos hiimicos de suelos de dos regiones
de Venezuela, de diferentes caracteristicas y por lo tanto de interaccion con compuestos organicos de
diferentes fuentes.

Area de estudio

El area de estudio comprende dos zonas, el horizonte superficial del perfil de meteorizacion de la mina
de Bauxita de Los Pijiguaos, estado Bolivar y suelos utilizados para la agricultura en el estado Aragua
(Cuadro 1).

En Los Pijiguaos, estado Bolivar, en la zona de recoleccién de las muestras no se habia comenzado la
explotacion de la bauxita por lo que el horizonte organico no habia sido intervenido. En esta zona el ho-
rizonte superficial rico en materia organica tiene un espesor de 30 cm, en el cual se encuentran tres tipo
de vegetacién boscosa, tres tipos de vegetacién arbustica, tres de vegetacién de sabana y un tipo de
vegetacion herbaceo-arbustica (Huber y Guanches, 1987). En este horizonte rico en materia organica se
distinguen dos capas, sobre los cuales se encuentra una espesa capa de hojarascas. Las muestras re-
colectadas corresponden a la capa de hojarasca, una capa rica en materia organica con restos de vege-
tacién no alterada, denominado capa A y un segundo capa denominada B, rico en materia organica sin
restos de vegetacion. También se tom6 una muestra con taladro helicoidal representativa del primer me-
tro de la bauxita infrayacente. Las concentraciones de carbono orgénico determinadas fueron de 17,6;
4,7 y 0,8 para la capa A, By la bauxita respectivamente.

La muestra MFAC2, fue recolectada en otra calicata de la Facultad de Agronomia de la UCV, en zona
de zona de cultivo de batata. La composicion mineraldgica de estas muestras corresponde a cuarzo, ilita
y caolinita. Con una concentracioén de carbono organico de 3,4 %.

Las muestras de suelo denominadas MFC-1, MFC-2, y MFC-5, se recolectaron en la Finca La Concep-
cion y corresponden a un perfil desde 0 a 120 cm bajo cultivo de platano. La mineralogia de estos sue-
los corresponde a cuarzo y moscovita. Las concentraciones de carbono organico estan entre 5 a 8 %.
En la Finca La Esperanza se recolectaron las muestras MFE-1 y MFE-2, correspondientes a suelos de
textura limo-arcillosa, zona de cultivo de cafia, cuya composicion mineraldgica corresponde a cuarzo y
moscovita. Las concentraciones de carbono organico estan alrededor del 3 % .

Cuadro 1. Acidos Humicos utilizados en los experimentos de sorcién y desorcion

Denominacion del suelo Procedencia

Piji-A Los Pijiguaos. Estado Bolivar

Piji-B (30 cm)

Piji-Nucleo (1 m)

MFAC-2 (0 -20 cm) Zona experimental, Facultad de Agronomia, UCV. Estado Aragua
MFC-1 (0-20 cm) Finca La Concepcion. Estado Aragua

MFC-2 (20-40 cm)

MFC-5 (80-100 cm)

MFE-1 (0-20 cm) Finca La Esperanza. Estado Aragua
MFE-2 (20-40 cm)

MATERIALES Y METODOS

Las extracciones de compuestos organicos de los acidos humicos de los suelos, fueron realizadas en un
equipo Soxhlet. En estas extracciones, se increment6 la polaridad, utilizando solventes puros o de mez-
clas de solventes, se consideré finalizada la extraccion cuando el solvente o mezcla de solventes al es-
tar en contacto con los dedales contentivos de la muestras se encontré totalmente incoloro (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Condiciones de extraccién con los diferentes solventes y mezclas de solventes

Solventes Tiempo de extraccion (horas)
Diclorometano (CHCl,) 40
Diclorometano — Metanol (CH,Cl> 50 % - CH30OH 50 %) 133
Metanol (CH3;COH) 130

Las estructuras organicas extraidas se caracterizaron a través de las técnicas espectroscopicas de IRFT
y "HRMN. Para IRFT se utilizé un equipo Thermo Nicolet (Lexus 470 FTIR ESP), para ello las fracciones
extraidas de cada una de las muestras fueron disueltas en cloroformo (CHCls), y se form6 una pelicula
de la muestra a analizar sobre placas de KBr. Para "HRMN se utilizé un equipo Bruker (ACP400), donde
los espectros fueron obtenidos disolviendo las muestras en cloroformo deuterado (CDCls) y tetracloruro
de carbono (CCly).

RESULTADOS Y DISCUSION

Extractos con diclorometano

En la figura 1 se presentan ejemplos de espectros de IRFT, donde se observaron las sefales asociadas
a los siguientes grupos funcionales: alargamiento O-H de alcoholes o fenoles (3430-3418 cm’™), alarga-
miento CH, y CH3 de hidrocarburos alifaticos (2919-2849 cm"), alargamiento C=0 de acidos carboxili-
cos, cetonas, amidas o quinonas (1733-1710 cm'1), flexién asimétrica CH; (1463 cm'1), vibraciones C=C
en hidrocarburos aromaticos y d N-H de amidas (1631,45-1546,99 cm"), vibraciones de C-N de amidas,
C=C de alquenos (1378-1377 cm™"), alargamiento C-O (1284-261 cm™") de alcoholes o fenoles y sefales
correspondientes a la vibraciones C-O-C de esteres (1174-1074 cm ™).

El analisis a través de '"HRMN, permitié corroborar la presencia de los grupos funcionales observados
con la técnica de IRFT, en donde destaca la presencia de protones asociados a estructuras alifaticas
(CH2, CHa), protones asociados a grupos funcionales con oxigeno como alcoholes (CH-OH), carbonilos
en cadenas alifaticas (R-OC-CH»-R) y protones asociados a estructuras aromaticas. Las sefiales de los
protones asociados a grupos funcionales con oxigeno no se observan en todos los extractos de las
muestras tratadas con CH,Cl,,
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Figura 1. Espectro IRTF del extracto con CH.Cl, de los acidos humicos extraidos de suelos de
Los Pijiguaos, Piji-A (A) y Finca La Concepcién, MFC1(B).
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Extractos con diclorometano-metanol

En todas las muestras se observan sefales asociadas a los siguientes grupos funcionales: alarga-
miento O-H de alcoholes o fenoles (3430-3418 cm™), alargamiento CH, y CHsde hidrocarburos ali-
faticos (2919-2849 cm™), alargamiento C=0 de &cidos carboxilicos, cetonas, amidas o quinonas
(1733-1710 cm™), flexién asimétrica CH3 (1463 cm™") y sefales asociadas a vibraciones del enlace C
-N (1382-1378 cm’'), vibracién del enlace N-H de amidas primarias (1463 cm™).

Para este caso por 'THRMN, los espectros son similares a los obtenidos en el extracto con dicloro-
metano y se destaca la presencia de protones asociados a grupos funcionales de protones metili-
cos, metilénicos, protones asociados grupos funcionales con oxigeno (CH».-C-O, C-CH-CO-R,
CH30R y CH.-O-C (=0), C aromaticos), no observables en la mezcla de compuestos organicos ex-
traidos con CH,Cl, (Fig. 2).
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Figura 2. Espectro '"HRMN de los extractos con CH,Cl, y con la mezcla (1:1) CH,Cl,/CHzOH.
Muestra Piji-Nucleo.

Extractos con metanol

En todas las muestras se observan las sefiales asociadas a los siguientes grupos funcionales: alarga-
miento O-H de alcoholes o fenoles (3430-3418 cm™ ), alargamiento CH, y CHj; de hidrocarburos alifati-
CoS (2919 2849 c¢cm™), alargamiento C=0O de &cidos carbOX|I|cos cetonas, amidas o qumonas (1733-
1710 cm™), d N-H de amidas primaria (1667-1655 cm™), erX|on asimétrica CH3 (1463 cm™) y sefales
asociadas a vibraciones del enlace C-O (1276-1260 cm™) y las vibraciones C-O-C de esteres (1094-
1074 cm™), al igual que en el extracto CH,Cl,-CH3;OH, se observa mayor complejidad estructural con un
mayor caracter aromat|co (Fig. 3).

El andlisis a través de '"HRMN la cantidad de fragmentos moleculares en relacion a los extractos CH,Cl,
y CH.Cl,-CH3;OH aumenté considerablemente, lo cual puede estar relacionado con el aumento en la
complejidad estructural de los compuestos organicos presentes en dicho extracto, destaca la presencia
de protones asociados grupos funcionales con oxigeno y la presencia de protones asociados a estructu-
ras aromaticas. Las sefales de los protones asociados a algunos grupos funcionales con oxigeno (C-
CH-CO-R, R-CH»>-0O-R) y algunos asociados a estructuras aromaticas (Fig. 3).

Relaciones entre las senales observadas para los diferentes extractos de las muestras

El cuadro 3 muestra los valores de las relaciones CH3/CH,, CH,OR/CHj; + CH> y alifaticos/aromaticos de
cada una de los extractos obtenidos. Donde se destaca, basado en las relaciones metilos/metilénicos, la
presencia de cadenas alifaticas largas, con pocas ramificaciones y estas ramificaciones en su mayoria
estan en los compuestos organicos extraidos con la mezcla CH.Cl, — CH30OH, a excepcién de la mues-
tra MFCA2, donde los valores mas altos de la relacion CHs/CH,, se observan en el extracto CH»Cls, lo
cual estaria relacionado con las caracteristicas quimicas y estructurales de los de los AH presentes en
las muestras.

La relacién alifaticos/aromaticos presentd inconsistencias en las diferentes muestras debido a la ausen-
cia de senales asociadas a protones en estructuras aromaticas en algunos extractos, sin embargo, en
los extractos donde fue posible obtener esta relacion se observa un fuerte caracter aromatico, el cual
fue independiente del solvente utilizado.



Armenta et al., Venesuelos 16:6-13 10

Solvente ChH,

= ) f

oy & R
| a4 W

| de anidag
primarias

sl CR:

8 el el

T T T T T
o 000 130 100 B ] 9 : T 5 [ ] a 2 1 O ppm

g

o 00 3000

Figura 3 Espectro de IRFT y "THRMN del extracto con CH;OH. Muestra MFAC2.

El caracter polar de los extractos sugerido en funcién de los grupos funcionales presentes en la materia
organica extraida, tales como carbonilo (C=0), alcoholes o fenoles (O-H), &cidos (COOH), presencia de
grupos funcionales de amidas en sus moléculas, y también estructuras aromaticas y alifaticas, indican la
capacidad de interaccion de los acidos humicos con compuestos organicos con grupos funcionales tanto
polares como no polares.

La relacion CH,OR/CH3; + CH. no presenté grandes variaciones en el extracto CH,Cl,, donde se ubica
en un intervalo entre 0,05 — 0,02, a excepcion de la muestra MFAC2 en donde la relacién antes mencio-
nada tiene un valor de 0,07 lo cual indica que este extracto presenta un mayor contenido de grupos fun-
cionales que contienen oxigeno en relaciéon al mismo extracto de las demas muestras estudiadas.

Los extractos de CH.Cl,-CH3;OH se encuentran en un intervalo entre 0,07-0,03, excepcién de las mues-
tras MFAC2, Piji-B y Piji-Nucleo donde se ubica alrededor de 0,1 siendo mucho mayor que para las de-
maés muestras. Lo cual indica que este extracto presenta un mayor contenido de grupos funcionales que
contienen oxigeno en relacion al mismo extracto de las demas muestras estudiadas.

Los extractos CH3OH se encuentran en un intervalo entre 0,08-0,04, sin embargo las muestras MFE1 y
MFE2 exhiben los valores mas altos para la relacion CH,OR/CH3; + CHy, los cuales pueden atribuirse a
que los compuestos organicos que se encontraban interactuando con los AH presentan un fuerte carac-
ter polar con una gran cantidad de grupos funcionales que contienen oxigeno.

De manera general, la relacion CH,OR/CH; + CHa, no presenté una tendencia definida al aumentar la
polaridad de los extractos, sino que por el contrario presenta una serie de fluctuaciones y se pueden
ubicar dentro de ciertos intervalos en cada uno de dichos extractos y la presencia de valores fuera de
los intervalos mencionados para algunas muestras.

Comparacion entre los espectros de los AH y los extractos

Los espectros (IRFT, '"HRMN) de los AH de los suelos del Cuadro 1, presentados en trabajos anteriores
(Lopez et al., 2003; 2004), al ser comparados con los obtenidos para los diferentes extractos de acuerdo
al Cuadro 2, presentan caracteristicas diferentes en cuanto a la definicion de las senales obtenidas por
IRFT o '"HRMN. Como se puede observar en la Figura 4, para los AH del suelo denominado MFAC2, en
el IRFT, no se distinguen las sefiales correspondientes a los grupos metilicos o metilénicos, los cuales
son claramente definidos en el IRFT del extracto con metanol (Fig. 3). Por otra parte, los grupos carboni-
los son mejor definidos en los AH en comparacion al extracto con metanol. De igual manera los "HRMN,
corroboran lo obtenido por IRFT, donde los extractos organicos tienen una mayor proporcion de grupos
alifaticos, en comparacién a los arométicos (Fig. 3) en comparacién a los AH, donde la tendencia es
contraria (Fig. 4). Estos resultados sugieren que los compuestos extraidos, probablemente son com-
puestos lipidicos del tipo saturados, acidos grasos, mientras que los componentes con un alto contenido
de grupos funcionales con oxigeno, corresponden a parte de la estructura de los AH. Resultados simila-
res fueron obtenidos para los diferentes extractos en comparacion a los AH.
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Los resultados presentados indican la capacidad de los &cidos humicos para sorber sustancias organi-
cas de diferente polaridad, tal como lo demuestran las caracteristicas espectroscépicas de los materia-
les extraidos utilizando solventes 0 mezclas de solventes con diferente grado de polaridad.

De acuerdo a Kelleher y Simpson (2006), los principales componentes asociados a los AH son protei-
nas, carbohidratos, biopolimeros alifaticos y lignina, sugiriendo que una gran cantidad de componentes
organicos definidos operacionalmente como material himico en suelos, corresponden a una mezcla
compleja de biopolimeros de plantas y de origen bacterial y sus productos de degradacién. Estos com-
ponentes que son sorbidos a las sustancias humicas, son separadas junto con estas por métodos con-
vencionales como los tratamientos acido-base, y estas interacciones SH-componente organico, pueden
ser eliminadas utilizando otros tipos de extracciones, como lo indican los resultados presentados.

Este tipo de trabajo es de importancia en estudios ambientales, ya que demuestran la sorcién de estruc-
turas organicas por los acidos humico. Sin embargo, a partir del analisis espectroscopico no es posible
determinar el origen (natural o antrdpico) para estos compuestos, para lo cual se requieren estudios utili-
zando otras técnicas organicas como cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.
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Figura 4. Espectros de IRFT y 'THRMN de los acidos htimicos de suelos. Muestra MFAC2.

Cuadro 3. Relaciones entre los grupos funcionales observados en los extractos
CH.Cl,, CH.Cl, — CH30H y CH30H de las muestras estudiadas.

Muestras Extracto CH;/CH, CH,OR/ CH3+ CH, Alifaticos/ Aromati-
COoS
CH,Cl, 0,36 0,05 0,008
CH,Cl, — CH;0H 0,41 0,07
MFE2 CH,OH L F Y —
CH,Cl, 0,18 0016
MFE1 CH,Cl, - CH;0H 0,36 0,038 0,020
CH;OH 0,21 0,60
CH,Cl, 0,22
MFC2 CH,Cl, - CH;0H 0,25 003
CH,0H 0,10 0,04 0,007
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Cuadro 3. Relaciones entre los grupos funcionales observados en los extractos CHxCl,, H>Cl, — CH;OH

y CH3;OH de las muestras estudiadas...................... continuacioén
Muestras Extracto CH3/CH> CH>0OR/ CHs+ CH» Alifaticos/ Aromaticos

CHCl, 0,18 0,0198

MEC5 CH,Cl, — CH;0OH 0,30 0,029
CH3OH 0,19 0,08 0,014
CH.Cl,» 0,23 0,073 0,008
MFAC2 CH.Cl, — CHsOH 0,16 0,12 0,0045
CH3;OH 0,19 0,08 0,037

CH,Cl»
PIJI-A CH.Cl, — CH3sOH 0,24 0,038 0,008
CHsOH 0,19 0,073 0,024

CH.Cl,» 0,138
PIJI-B CH,Cl, — CH;0OH 0,38 0,104 0,0043
CH3;OH 0,32 0,079 0,0041
CH,Cl» 0,32 0,018 0,006
PlJI-Nucleo ~ CHzCl2 — CHsOH 0,34 0,094 0,014
CH3;OH 0,15 0,081 0,007

CONCLUSIONES

La extraccion fue efectiva para todos los solventes utilizados (CH2Cl,, CH,Cl, — CH30OH y CH3;0OH), basa-
do en la presencia de estructuras organicas que pudieron ser analizadas por IRFT y 'THRMN

Las posibles estructuras organicas encontradas, posible reflejo de compuestos organicos especificos,
en los extractos obtenidos posen un fuerte caracter aromatico, el cual fue independiente del solvente
utilizado.

Los andlisis de IRFT de las estructuras orgénicas presentes en extractos obtenidos de las diferentes
muestras de acidos humicos, demostraron que las mismas poseen un predominio de grupos funcionales
con oxigeno, como carbonilo (C=0), alcoholes o fenoles (O-H), acidos (COOH), presencia de grupos
funcionales de amidas en sus moléculas y también estructuras aromaticas y alifaticas, las cuales son
responsables de la gran facilidad y habilidad que tienen las sustancias humicas para interactuar con
compuestos organicos de diferente origen.

Los espectros de '"HRMN corroboraron la presencia de los grupos funcionales observados a través de
IRFT y indican la presencia de grupos funcionales que no observables en los analisis de IRFT debido a
la complejidad de la mezcla de estructuras organicas extraidas con los diferentes solventes y mezcla de
solventes la cual causa solapamiento de diferentes bandas, lo que imposibilita la observacién de las
mismas.

Los compuestos organicos extraidos presentan cadenas alifaticas poco ramificadas y gran extensién, la
presencia de multiples grupos funcionales con oxigeno y la presencia de estructuras aromaticas monoci-
clicas y policiclicas, siendo en los extractos CH3;OH donde se pudo efectuar la correlacién entre alifati-
cos y aromaticos.

La comparacién de los espectros (IRFT y '"HRMN) de los AH, con los obtenidos para los diferentes ex-
tractos, indica que los compuestos extraidos son de estructuras mas sencillas respecto a los AH a los
cuales estan asociados.
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