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Summary

We show some examples on the uses of carbon-13 NMR
spectroscopy, a technique initially developed by physicists
and later by chemists, in the agronomic studies to charac-
terize soil organic matter.

Resumen

En este articulo se muestran algunos ejemplos del uso de la
técnica de resonancia magnética nuclear de ®¥C, desarrolla-
da en principio por los fisicos y hoy con amplia aplicacién
en el campo de la quimica, en estudios agronormcos de la
materia organica del suelo.

El suelo es un cuerpo vivo, tridimensional, reflejo de las
condiciones ecoldgicas de su formacién y de la forma en que
se utiliza. Estd compuesto, en su mayor parte, por una
fraccién mineral proveniente del intemperismo de la roca
original y por una fraccién organica oriunda de las transfor-
maciones de los restos vegetales y animales depositados en
la superficie terrestre. A pesar de representar una pequeiia
proporcién (entre 1y 5% en peso, en la mayoria de los suelos
utilizados en la agricultura), la materia orgénica influye sobre
una serie de propiedades quimicas, fisicas y biolégicas im-
portantes del suelo como el suministro de los nutrientes a las
plantas, el almacenamiento del agua y el abastecimiento de
substrato para el crecimiento de los microorganismos. El
manejo de la materia organica representa entonces la base
de la fertilidad del suelo para una agricultura sostenible y
ecologicamente limpia. Entretanto, dada la complejidad de
las reacciones de los compuestos organicos del suelo, el
conocimiento sobre la naturaleza quimica de los compuestos
formados durante la transformacién de los residuos organi-
cos frescos y su transformacién en compuestos del colo-
racién oscura y elevado peso molecular (substancias htmi-
cas), es todavia un desafio para los investigadores.

El uso de técnicas espectroscopicas, en particular de la
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- resonancia magnética nuclear (RMN), ha demostrado ser un

mecanismo itil en la caracterizacion de la materia organica
de los suelos. En este trabajo se discute la aplicacion de la
técnica de la RMN de “C, mostrando algunos ejemplos de su
uso en Ciencias del Suelo a partir de la revision de la
literatura especializada y de algunos datos experimentales
obtenidos por los autores. Para una rapida introduccién a la
técnica de la resonancia magnética nuclear se recomienda el
articulo de Salas y Castolo (1997), y para una lectura mas
profunda los libros de Gil & Geraldes (1987) y Sanders &
Hunter (1987). Sobre la aplicacion de la RMN en materiales
geol6gicos y en suelos, una visién bastante completa se
encuentra en Wilson ( 1987) y mas reciente en Preston (1996).

Como cualquier otra espectroscopia de absorcién, la
interaccion entre la energia y la materia ocurre en el paso de
un estado de menor energia hacia uno de mayor energia. En
el caso de la RMN los estados energéticos corresponden a la
orientacion de los espines nucleares (en contra o a favor) en
relacién al campo magnético externo. La energia necesaria
para provocar la transicion se encuentra en la regién de
radiofrecuencias del espectro eletromagnético y es propor-
cional al campo aplicado y al ambiente quimico del nitcleo.
Por ambiente quimico debe entenderse la magnitud real del
momento magnético del micleo y la influencia de los niicleos
vecinos que producen efectos electrénicos de proteccién y

desproteccién del campo eletromagnético que experimenta

dicho nucleo (efecto inductivo por ejemplo).

Packard, en 1950-19510bservé la utilidad del fenémeno
para la quimica y la bioquimica. A partir de 1953, después
del primer equipo producido comercialmente, se observoé
un increible salto tecnolégico con la utilizacién de campos
magnéticos homogéneos cada vez mayores, posibilitando un
aumento tanto en la sensibilidad como en el poder de
resolucion. Con el uso de las técnicas de pulso y de la
Transformada de Fourier en los afios 70, la RMN comenz6 a
ser usada para la observacion de estructuras moleculares
cada vez mds complejas. Es solamente al principio de los
afios 80 que aparecen los primeros articulos con la aplicacion
de la RMN en suelos usados para la agricultura, con los
trabajos pioneros de Caroline Preston, Morris Schnitzer y
Michael Wilson.

Una de las primeras cuestiones esclarecidas a través de
la RMN de la materia organica del suelo esta relacionada con
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los efectos del proceso de extraccién. El principio de la
extraccién de la materia orgénica con élcalis y la precipita-
cion de compuestos de coloracion oscura con dcidos fuertes,
llamados acidos hiimicos {del latin, Aumus = suelo), se inicia
en el siglo XVIII con Achard (citado por Stevenson, 1994). A
partir de entonces, la materia orgénica estabilizada en los
suelos se clasifica operacionalmente en 4cidos falvicos (solu-
bles en medio alcalino), 4cidos htimicos (insolubles en medio
acido) y huminas (insolubles tanto en medio alcalino
como acido). Segin algunos autores, la extraccion alcalina
modifica la estructura de los compuestos organicos, promo-
viendo la auto-oxidacién y la produccién de compuestos
colaterales (Bremner, 1950; Swift & Posner, 1972; Hayes
et al., 1975). El uso de la resonancia magnética nuclear en el
estado s6lido, con transferencia cruzada de polarizacién y
rotacién de la muestra en la orientacion del angulo magico
(RMN-CP/MAS), permite observar muestras intactas del suelo,
sin pasar por la extraccion y el fraccionamiento. Krosshavn
etal (1992) verificaron que la extraccién y el fraccionamiento
no tienen influencia en la composicién quimica de la materia
organica, y que la suma de los espectros obtenidos de las
fracciones de la materia organica corresponde a los espectros
obtenidos del suelo intacto. Resultados semejantes fueron
verificados por Tan ez al. (1992).

Tampoco es reciente el establecimiento de la relacion
que existe entre el contenido de materia organica en el suelo
y la abundancia de las cosechas. Al principio de la era
agricola, las tierras oscuras con vegetacién exhuberante
fueron las mas utilizadas. Con la ocupacién de la florestas
después de su derrumbe, quema y a través de los cultivos
sucesivos, el contenido de la materia organica disminuy6
considerablemente y en algunos casos, los sistemas tropica-
les por ejemplo, la pérdida fue espantosa. Como consecuen-
cia, la fertilidad natural del suelo disminuy6 y aument6 la
necesidad de usar abonos minerales y agrot6xicos. La dismi-
nucién del contenido de materia orgénica en el suelo es
consecuencia del menor aporte anual de los residuos orga-
nicos (retirada por la cosecha y quema de los residuos vegeta-
les), del aumento de la erosién y de la oxidacién de los
compuestos del carbono. Sobre este dltimo punto, durante
muchos afios se pensé que la oxidaci6én de la materia orga-
nica tanto por los microorganismos del suelo como por las
reacciones quimicas, acontecia selectivamente: primero los
compuestos mas facilmente degradables desaparecian per-
maneciendo en el suelo la fraccién mas resistente, i.¢, la que
posee naturaleza aromatica. Capriel ef al. (1992) verificaron
en experimentos de mas de 30 afios con cultivos agricolas,
que la degradacién de la materia orgéanica no es selectiva y
la persistencia del material organico en el suelo estd mucho
mas relacionado con su interacién con la fraccién mineral
que con su estructura quimica propiamente dicha. En esta
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area la RMN no sélo ha ayudado a realizar el balance
cuantitativo de las pérdidas del carbono en los diferentes
tipos de cultivos, sino también ha permitido evaluar de forma
rapida y segura las modificaciones cualitativas del material
organico presente en el suelo.

Diversos trabajos de caracterizacién de la materia orga-
nica con RMN de “C han aparecido en la literatura especia-
lizada y la publicacion del articulo de Preston & Schnitzer
(1986) ha sido un gran impulso. En este trabajo fueron
caracterizados 18 tipos diferentes de dcidos hiimicos extrai-
dos de los suelos de clima templado y se establecieron las
condiciones de utilizacién de la RMN del ¥C en disolucién y
en muestras sélidas, lo que permiti6 la comparacién de los
resultados obtenidos por diferentes grupos de investigacion.
Esta informacién permiti6 clasificar los espectros dentro de
tres regiones de desplazamientos quimicos: la regiéon de 0 a
106 ppm, correspondiente a la absorcion del C en grupos
alifaticos, 106 a 166 ppm correspondiendo a la absorcién del
C en grupos aromaticos, y de 166 a 200 ppm relativos a la
absorcién del grupos CO,H. Las medias de los resultados
indicaron la presencia de 40.9% del C alifatico en los aci-
dos himicos y 35.9% de C aromaticos. El grado de aroma-
ticidad (cociente del area correspondiente a la region de 106
a 166 ppm entre el area correspondiente a la region de 0 a
166 ppm) fue de 46.8%. Este indice ha sido utilizado como
pardmetro para estudios de caracterizacién de la materia
organica y el impacto de los diferentes tipos de uso de los
suelos (Ceretta, 1995).

En los suelos tropicales generalmente acidos y caracte-
rizados por la mayor presencia de éxidos e hidréxidos de
hierro y aluminio, Lobartini & Tan (1988) observaron que.el
contenido del C alifitico en los 4cidos hiimicos es mayor que
el observado por Preston & Schnitzer (1986) en suelos templados,
con disminucién en el grado del aromaticidad. Esto revel6 un
camino diferente en el proceso de humificacion en las areas
tropicales con la estabilizacién rapida de los compuestos del
carbono debido a su interacion con la fraccion mineral.

Sobre las vias de humificacién, esto es, de estabilizacion
de los compuestos del C en el suelo, un interesante trabajo de
Preston ez al. (1994) en plantios recientes de pinos en Canada,
muestra la caida del contenido de la fraccion del C ligado a
O de la hojarasca hasta los horizontes subsuperficiales mine-
rales, mientras que la fraccion del carbono soluble en agua
permanece en una profundidad constante. El bajo contenido
de materia humificada y la presencia de proporciones eleva-
das de restos vegetales poco descompuestos, indica que los
procesos de humificacién en monocultivos pueden estar
limitados tanto por la baja fertilidad del suelo como por la
inhibicién del proceso de descomposicién, por la acumula-
cién del C alquilico proveniente de la suberina presente en
los tejidos de las hojas.
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El aumento de la colecta
selectiva de la basura lleva-
da a cabo en las ciudades y la
necesidad de descartar este
material, ha incentivado la
produccién de compostas de
residuos organicos de origen
urbano para su uso en areas
agricolas, principalmente
cerca de las grandes ciuda-
des. De la misma forma hay
una gran produccion de resi-
duos organicos por la amplia-
cién del nimero de instala-
ciones para el tratamiento de
las aguas de desecho urbanas.
A pesar de que las tierras de
uso agricola no son la mejor
opcién de uso para esos resi-
duos (Cameron ez al., 1997),
vienen siendo utilizados en
escala creciente por los horti-
cultores debido a su alto con-
tenido de materia orgénica.
El uso de estos residuos orgé-
nicos de origen urbano ha
provocado alteraciones en las
fracciones estabilizadas de la
materia organica, la cual pre-
senta un patrén de comporta-
miento quimico diferente al
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Figura 1. Las principales asignaciones de los picos de absorcion se encuentran-en la tabla 1.

La evolucién de la materia organica durante el proceso
de descomposicion de los restos vegetales y estiércol de
animales usados como abonos después de su estabilizacion,
principalmente en la horticultura, ha tenido seguimiento por
la técnica de RMN del BC en trabajos de Inbar et al, (1989).
Durante los primeros 60 dias de formacién de la composta
ocurre una rapida transformaci6n del material caracterizada
por la disminucién del C ligado a carbohidratos y un aumen-
to correspondiente del C alquilico, C aromatico y CO,H. Es
posible observar con la técnica de RMN que la rapida trans-

de la materia organica encon-
trada en suelos naturales, sin
la intervencién de la agricul-
tura (Leinweber et al., 1996).
Con el fin de analizar las
caracteristicas de la materia
organica presente en los residuos urbanos, en la figura 1 se
muestran los espectros RMN del ®C de los acidos hiimicos
extraidos de una composta de residuo urbano y del lodo
oriundo de estaciones de tratamiento de aguas negras pro-
ducidos en la ciudad del Rio de Janeiro. Los acidos hiimicos
fueron extraidos con NaOH 0.5 mol/L bajo atmésfera de N,,
seguido de precipitacion en medio 4cido (HCI 0.6 M hasta
pH 1.0) con centrifugacién posterior a 4,500 rpm por 20 mi-
nutos, de acuerdo con la recomendacion de la International
Society of Humic Substances (ISHS). La disolucion y preci-
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pitacion (alternancia de medio alcalino y acido) fue repetida
tres veces, seguida de un tratamiento con solucién 4cida
diluida de acido fluorhidrico (por diez horas) para la elimi-
nacién de impurezas minerales. Después de la purificacion,
los acidos hiimicos fueron liofilizados. Los espectros en las
muestras de acidos hiimicos se obtuvieron a partir de 150 mg
de muestra en 1 mL de NaOH 0.5 mol/L (1:1 H,O : D,0O)
en un equipo Bruker con frecuencia de 50.30 MHz para BC,
utilizando la técnica de inverse gated decoupling para permitir
la integracion de las regiones de absorcion caracteristicas de
los principales agrupamientos funcionales, de acuerdo con
lo establecido por Preston y Schnitzer (1986). Ambos espec-
tros fueron obtenidos a temperatura ambiente. Los despla-
zamientos quimicos se refirieron al desplazamiento del tetra
metil silano (TMS). ‘

Estos datos permiten indicar un comportamiento dife-
renciado de las caracteristicas principales de las tierras donde
estos residuos son adicionados. Por ejemplo, Canellas ¢f al.
(1999) verificaron que la capacidad de adsorcion de metales
pesados por los 4cidos humicos fue mayor en los acidos
extraidos del lodo de la estacién de tratamiento de aguas
negras. La energia de adsorcion entre los grupos funcionales
y los metales pesados también fue mayor en los acidos
himicos extraidos del lodo, que presentan una cantidad
mayor de estructuras mas rigidas en las moléculas, i.e., mayor
grado de aromaticidad que los acidos hiumicos extraidos de
la composta. Entretanto, cuando se compara con los acidos
hiimicos extraidos de tierras naturales, se identifica un me-
nor grado de aromaticidad en estos residuos (Canellas ez al.,
1997) mediante la observacién de incrémento de areas en la
regi6n de los espectros atribuidos a la absorcién de cadenas
alifaticas largas y de los carbohidratos (Canellas et al, 1998).

Para el estudio de la dinamica de la materia organica en
los diferentes ecosistemas, una pregunta permanece a lo
largo del tiempo: {existe una estructura quimica definida
para los acidos himicos? Varias tentativas de respuesta
haciendo uso de diversas técnicas (métodos degradativos,
métodos de separacion de los compuestos, etcétera), han ido
apareciendo a lo largo de los afios (Schnitzer, 1991). El uso
de la RMN junto con otras técnicas espectroscopicas, como
la espectroscopia de masas con pirdlisis y métodos blandos
de ionizacién, y el avance del modelaje molecular via com-
putadora, ha permitido el uso de nuevos conceptos y mode-
los estructurales. Uno de los mas recientes es el propuesto
por Schulten & Schnitzer (1997).

Se conocen otras aplicaciones de la resonancia nuclear
magnética en Ciencias del Suelo (Preston, 1996, 1997). Qui-
zas una de las necesidades mas importantes es la de formar
grupos multidisciplinarios de investigaciéon con quimicos,
fisicos, agrénomos trabajando en equipo para reformular las
estrategias de los estudios que se realizan por separado en
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los diversos departamentos de las universidades. Esto permi-
tird un avance significativo en la comprensién de los ciclos
de.los compuestos organicos en la naturaleza, buscando dar
a la agricultura una direccién mas equilibrada.

— Nosotros no podemos creer en cosas imposibles —dijo
Alice.

— Pues yo digo que usted no tiene aiin mucha practica
—dijo la reina— [...] Porque a veces he creido hasta en
seis cosas imposibles antes del desayuno.

Lewis Carrol, Through the looking glass.
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Tabla 1. Desplazamientos quimicos del 13C de los dcidos hiimicos extraidos de la composta de residuos urbanos

de la ciudad de Rio de Janeiro, Brasil.

region 813l 8133 Posibles atribuciones
(ppm) % ppm
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