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Figura 1. Esquema de analisis de laboratorio realizados a los percolados de las columnas de suelo y
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Valor promedio, caja de media % error estandar; barra valor medio * desviacidn estandar.
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Leptosoles y Vertisoles. Valor promedio, caja de media * error estdndar; barra valor medio +
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riego.
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1. Introduccion

En el Valle del Mezquital, en Hidalgo, se ha hecho uso agricola del agua residual
proveniente de la Ciudad de México desde 1912. El uso de estas aguas residuales ha
incrementado la produccién agricola de la zona. También ha incrementado la concentracion de
materia orgdnica total y la cantidad de nutrimentos disponibles en el suelo. Por otro lado ha
favorecido la acumulacion de metales pesados totales en los primeros 30 cm del suelo (Siebe,
1994), al igual que la concentracién de metales disponibles para las plantas, y ademas ha
favorecido la lixiviacién de nitratos hacia los acuiferos. En el Valle del Mezquital se han realizado
diversas investigaciones enfocadas en la materia organica del suelo (Herre et al., 2004; Lopera,
2005; Sanchez, 2006), la concentracién de metales pesados (Herre et al., 2004; Siebe, 1994;
Vazquez, 2001) y la dindmica del nitrégeno (Ramirez et al., 2002).

La disponibilidad de diversos contaminantes, como metales pesados y contaminantes
organicos, dependen en gran parte de la concentracién y la calidad de la materia orgédnica del
suelo. Existen caracteristicas intrinsecas de la materia organica que favorecen la adsorcién de
contaminantes. Entre ellos estan el contenido de grupos funcionales (Pandey, 2000), la acidez
total (Otto et al.,, 2001), el tamafio de los compuestos (Kaschl et al.,, 2002), su cardcter
hidrofdbico e hidrofilico (Kaschl et al., 2002). Cada uno de los contaminantes tiene una afinidad
especifica por alguna fraccién de la materia organica (Kaschl et al., 2002; Plaza et al., 2005; Milne
et al., 2003). La materia orgdnica disuelta puede modificar sensiblemente la concentracion de los
metales pesados en la solucion del suelo y con ello favorecer su movilidad (Haitzer et al., 2002).

La materia orgdnica total y disuelta ha sido el objeto de diversas investigaciones en el
Valle del Mezquital. Siebe (1994) encontré que los metales pesados en los suelos del Valle del
Mezquital estan adsorbidos mayoritariamente a la materia organica. La concentracién de Cuy Cd
extraibles con agua se incrementa con el tiempo bajo riego con aguas residuales y tiene una
correlacion positiva con la concentracidén de carbono organico disuelto (COD). La concentracion
del carbono potencialmente mineralizable y la velocidad con la cual se mineraliza es diferente en
las dos unidades de suelo caracteristicos del Valle, Leptosoles y Vertisoles (Siebe, 1994; Herre et
al., 2004; Lopera, 2006). Ademas, al modificar las condiciones actuales de manejo, como cambiar
la calidad del agua de riego o la temperatura ambiental, puede modificarse la tasa de
mineralizacion de la materia organica, lo cual movilizaria a los metales pesados adsorbidos en
ella (Herre et al., 2004; Lopera, 2005). Herre et al. (2004) encontraron que la concentracion de
Cu lixiviado en columnas inalteradas de suelo, se correlaciona positivamente con la
concentracién de COD. La concentracién (ug L) (Herre et al., 2004) y distribucién (%) (Sanchez,
2006) de la especie Cu-COD en el suelo aumenta con el tiempo bajo riego con aguas residuales.
Herre et al. (2006) encontraron que los Vertisoles lixivian mas Cu que los Leptosoles. Las
investigaciones anteriores atribuyen estas diferencias a la calidad de la materia orgdnica (Siebe,
1994; Herre et al., 2004; Lopera, 2006). Sin embargo, poco es conocido sobre la calidad de la
materia organica acumulada en el suelo.

En mi tesis de licenciatura, la primera investigaciéon realizada en el drea para conocer las
caracteristicas de la materia orgéanica, encontré que el riego con aguas residuales incrementa el
contenido de grupos carboxilicos en la materia organica extraible con agua (Sanchez, 2006).
Ademds en esta primera investigacién se encontrdé que existen diferencias significativas entre
muestras en funcion del tiempo transcurrido desde el ultimo riego. Las diferencias son en la
concentracion de materia organica disuelta (MOD) y posiblemente también en el contenido de



grupos carboxilicos. El efecto sobre la acidez total de la materia orgdnica disuelta del suelo aun
es desconocido debido a problemas metodolégicos, por la presencia de arcillas tipo 2:1 en la
fraccidon coloidal. A medida que el tiempo transcurrido después del ultimo riego es menor
dominan las caracteristicas de la materia organica disuelta presente en las aguas residuales.
Como parte final de aquel trabajo realicé una especiacién geoquimica para conocer a que
fraccidon se encuentran asociados los metales pesados. Los cdlculos de especiaciéon se realizaron
con la concentracion de metales pesados, iones mayores, carbono organico disuelta de la
solucion del suelo. Los valores de pK, que indican la afinidad de los diferentes metales por la
materia organica disuelta, utilizados en la especiacion se tomaron de la base de datos del
programa visualMinteq (versién 2.32); y encontré que el riego con aguas residuales incrementa
la fraccién de metal asociada a la materia organica disuelta. Sin embargo, los cdlculos de la
especiacion realizados para el cobre no explican de manera satisfactoria su comportamiento en
esos suelos. Seglin la especiacion la concentracién de Cu** es mayor en los suelos regados con
aguas residuales en comparacion con los suelos de temporal; sin embargo en alfalfa cultivada en
suelos regados con aguas residuales se reporta que este elemento se encuentra en
concentraciones deficientes en el tejido vegetal. Esto contradice al “modelo de la actividad del
ion libre en solucion” el cual se puede utilizar para evaluar la biodisponibilidad de los diferentes
metales para las pantas. Dicho modelo propone que la absorcidon del metal (M) es directamente
proporcional a la concentracién de su especie M*" dentro de la solucién (Lund, 1990). De
cumplirse este modelo el tejido de alfalfa no presentaria bajos contenidos Cu; esto hace
necesario conocer el valor de la constante de equilibrio (K) para la reaccién entre la [MOD]vaje gel

2+
Mezquital y Cu™.

Aun falta conocer caracteristicas como el valor de la acidez total, el tamafio de los
compuestos presentes en la materia organica disuelta, la afinidad de éstos por los metales
pesados, la concentracidon y distribucién de diferentes fracciones como la hidrofébica e
hidrofilica. El presente trabajo tuvo como objetivo encontrar los cambios producidos por el uso
agricola de las aguas residuales por diferentes periodos de tiempo, en la calidad de la materia
orgdnica disuelta en diferentes tipos de suelo del Valle del Mezquital.



2. Objetivos e hipotesis

2.1. Objetivo

e Analizar la cantidad y calidad de la materia organica disuelta en dos unidades de suelo,
Leptosoles y Vertisoles, regados con aguas residuales durante diferentes periodos de
tiempo.

2.2.  Hipotesis

e El riego con aguas residuales modifica la calidad de la materia orgdnica disuelta, su
concentracion, la concentracion de grupos carboxilicos, y la distribucion relativa de los
nucleos de carbono de los suelos en el Valle del Mezquital.

e Los cambios en la calidad de la materia orgdnica disuelta, concentracidn, concentracion
de grupos carboxilicos, distribucidn relativa de los nucleos de carbono, son diferentes en
Leptosoles y Vertisoles.



3. Marco teodrico

3.1 Concepto de materia orgdnica del suelo

La construccién de un concepto como el de la “materia organica del suelo” (MOS) es el
resultado de una compleja interaccidén entre elementos de la produccion cognitiva y el contexto
social, incluyendo factores econdmicos, politicos e ideoldgicos, los avances y el desarrollo de la
guimica analitica y la percepcion cultural dominante del ambiente (Latour, 1998; Boulaine, 1989;
Manlay, 2007). Manlay (2007) propone que la construccidén de un concepto de la MOS no sélo se
ha desarrollado dentro de la comunidad de cientificos de la ciencia del suelo, sino que también
hay contribuciones de tipo social y que las grandes modificaciones en el entendimiento de la MOS
han sido mediante el desarrollo y evolucion de las teorias de la nutricidn vegetal, el entendimiento
de la fertilidad del suelo y debido al descubrimiento de las funciones de la MOS dentro del
ecosistema y el bienestar humano.

La palabra “humus” puede considerarse el precursor del término MOS. Sin embargo en un
comienzo esta la palabra tenia un amplio rango de significados, pero todos relacionados con lo
que actualmente entendemos como MOS. Para algunos escritores romanos (Virgilio, Plinio el Viejo
y Columella) la palabra “humus” significaba suelo y tierra, y hacian uso de las palabras “humus”,
“solum” y “terra” de manera indistinta. La palabra “humus” deja de ser sindnimo de suelo y es
reemplazada por “terra” hasta principios del primer siglo después de Cicero (106-43 a.c.) (Manlay,
2007). Es hasta el siglo XVII que la palabra “humus” entra en el vocabulario cientifico europeo al
aparecer en la Enciclopedia Diderot y d’Alembert con el significado “mantillo, tierra de jardin,
tierra formada por la descomposicidn de las plantas” (1765, vol. 8). La palabra humus se utilizaba
para designar el componente orgdnico del suelo y también para referirse a un horizonte organico
superficial. Esta confusidon ha acompafnado al concepto de humus a través de su historia, incluso
hoy dia esos usos son vigentes (Feller, et al. 2003). En general humus se utilizaba para referirse a
la sustancia oscura en la cual las plantas se encontraban embebidas a partir de las cuales las
plantas se abastecian de carbono (Manlay, 2007).

Al final del siglo XVIII se descubre la importancia del carbono gaseoso y la luz en la
fotosintesis. Es aqui donde comienza un fuerte debate entre los que defienden la teoria de las
plantas carbono-heterotroéficas, la cual propone que las plantas se abastecen de carbono por
medio del humus del suelo; y aquellos que proponen el uso del carbono presente el la atmdsfera
para la fotosintesis de las plantas. Dentro de esta controversia en 1809 Thaér en “Los principios de
agricultura racional” es el primero en definir al humus como un constituyente del suelo y lo define
como “el residuo de la putrefaccion de los animales y plantas y que es un cuerpo negro” (Feller, et
al., 2003). Manlay (2007) muestra que la definicién de humus como constituyente propuesta por
Thaér es muy similar a la definicién actual de MOS. Thaér consideré que el humus, o MOS, y su
manejo eran el factor limitante en la nutricidon y/o abastecimiento de carbono para las plantas.
Ademads considerd que la mayor parte de la materia vegetal seca, proviene del “jugo nutritivo del
suelo” que esta contenido en la fraccidn soluble en agua caliente de la MOS.

En 1830 Hundeshagen en su libro “Die Bodenkunde in land-und forstwirtschaftlicher
Beziehung” presenta por primera vez una clasificacion morfoldgica del humus forestal (Wilde,
1971). Entre 1879 y 1889 Miller en su libro “Las formas naturales del humus” pone los
fundamentos para estudios cientificos de las diferentes formas de humus caracterizandolos y
dividiéndolos en horizontes forestales (Feller et al. 2005; Feller et al. 2006). Esta division estaba



basada en la existencia de dos estadios en el proceso de humificacién: “la division mecanica de los
residuos organicos y la mezcla de los residuos organicos con el suelo mineral” (Swift, et al. 1979).

En 1840 Liebig en su “Die organische Chemie in ihrer Anwendung auf Agrikultur und
Physiologie” demuestra que la materia vegetal seca proviene de compuestos minerales, que el
carbono empleado en la fotosintesis proviene del didxido de carbono atmosférico, el hidrégeno
del agua y otros nutrientes de sales solubles en el suelo y el agua. Esto provocd que se
intensificara el uso de fertilizantes en forma de sal, lo cual era mas conveniente para los
agricultores. Es hasta 1878 que Grandeau sugiere que la MOS es vital para el crecimiento de las
plantas, dado que incrementa la solubilidad de nutrientes minerales y la biodisponibilidad para las
plantas, creando un nuevo concepto.

Ademads de la influencia de la MOS en la nutricién de las plantas se han encontrado otras
funciones de la MOS en el ambiente. La aplicacién de las nociones de los coloides a la MOS
promueve los primeros estudios sobre las propiedades de superficie e intercambio y surge el
concepto de “organo-clay complex”, complejo arcillo-orgdnico, a finales del siglo XIX y principios
del XX (Manlay, 2007). El primer trabajo formal sobre la asociacién entre las particulas minerales
de suelo y la MOS fue desarrollado por Schloesing en 1874 (Feller, 1998). Schloesing encuentra
que la floculacién de las arcillas es directamente proporcional al contenido de MOS y que la mayor
parte de la MOS estd asociada a las arcillas y que su comportamiento depende de la calidad de la
materia organica asociada con esta fraccion mineral (Manlay, 2007).

Alrededor de 1950 y 1960 con el desarrollo del concepto de ecosistema se toma en cuenta
a la MOS como un compartimiento de él. En el modelo de ecosistema la MOS es una almacén
temporal pero de larga duracién de energia, carbono y nutrientes y su tamano depende del
balance entre la sintesis y la descomposicion de ella (Swift, et al., 1979). Esta idea pone énfasis en
la diferenciacion de los almacenes organicos del suelo y su funcidon dentro del ecosistema; como
los residuos de plantas y animales (las entradas), los organismos vivos (the drivers, los
transformadores), y la MOS (los productos) (Manlay, 2007). Al mismo tiempo en que la
importancia macroscopica de la MOS estaba siendo confirmada, la estructura, dindamica molecular
y la importancia microscdpica de la MOS comenzaba a ser elucidada. Es aqui donde se hace
necesario un criterio mediante el cual se pueda diferenciar a estos dos tipos de MOS, con lo cual
se propone el término “materia organica disuelta” (MOD). La MOD se define a partir de un limite
de tamafio de particula, de 0.45 um, haciendo la diferencia entre los compuestos solubles y los
gue se encuentran en la fase sélida. El estudio de esta fraccién de la MOS se ha beneficiado de las
diferentes técnicas analiticas de quimica organica, y el avance en ellas, mostrando que la MOD es
uno de los materiales naturales mas complejos. Se trata de una mezcla de moléculas con diferente
contenido de compuestos aromaticos y alifaticos (Skjemstad, et al., 1997; Stevenson y Cole, 1999).
La heterogeneidad de estas substancias constituyen un problema para determinar con precisién su
estructura quimica y hace necesario conocer mejor los procesos que intervienen en la formacion
de la MOS (Jouraiphy et al., 2007). En este dmbito la propuesta hecha por Sutton y Sposito (2005)
muestra a la MOS “soluble” como una coleccién de compuestos orgdnicos, productos del
metabolismo microbiano, de bajo peso molecular que forman asociaciones dinamicas
estabilizadas por interacciones hidrofdébicas y por puentes de hidrégeno. El término “materia
organica del suelo” es entendido hoy como substancias no vivas producto de la descomposicién de
plantas y animales (Manlay, et al. 20007).



3.2 Composicion de la materia organica del suelo

La materia organica del suelo (MOS) representa el mayor componente de la reserva de
carbono sobre la superficie del planeta. Ella ejerce una profunda influencia sobre muchos aspectos
de la naturaleza del suelo y sobre muchos procesos ambientales como la fertilidad del suelo, la
capacidad de intercambio idnico, la capacidad de retencion de humedad asi como la capacidad de
adsorcion y retencidén de metales y/o compuestos organicos. Un ejemplo es que la MOS juega un
papel importante en la retencién de compuestos hidrofébicos no idnicos (Mao et al., 2002). La
estructura o fracciones individuales regulan su reactividad, propiedades y sus funciones dentro del
suelo pero tenemos un pobre entendimiento de estos mecanismos (Hu et al., 2000; Mao et al.,
2000). De ahi que sea necesaria la informacidn estructural de la materia organica del suelo para el
entendimiento de dichas interacciones (Conte et al., 1997a).

Los estudios de materia organica del suelo deben de considerar la composicién quimica dado
que es muy variable y depende principalmente del material precursor utilizado como fuente
(plantas, microorganismos) (Kégel-Knabner, 2002) y el grado de su modificacion o alteracion
(Lanckes et al., 2008). Kelleher & Simpson (2006) exponen que si se considera que las sustancias
humicas, y haciendo un simil con la MOD, sean un extracto definido operacionalmente, es légico
gue la mayoria de las sustancias humicas, o que los compuestos de la MOD, sean una compleja
mezcla constituidas de los compuestos estructurales mas abundantes encontrados en las plantas,
en los microorganismos y en sus derivados. Ademas estos compuestos, sustancias humicas y MOD,
pueden ser descritos en términos de los biopolimeros parentales, como las ligninas,
carbohidrados, proteinas y compuestos alifaticos, presentes al momento de la extraccion.

Piccolo (2001) siguiere que la materia organica del suelo puede ser considerada como un
montaje supramolecular de moléculas relativamente pequenas. Mientras que LeBoeuf & Weber
(1997) consideran a la materia organica del suelo como una matriz amorfa macromolecular
constituida de microrregiones de cadenas poliméricas de diferente movilidad. La estructura
supramolecular puede expresarse en complejos bien definidos, hélices, laminas, o en asociaciones
aleatorias con orden limitado o ausente (Steed & Atwood, 2000), unidas o estabilizadas mediante
puentes generados por grupos amino y carboxilicos (Jansen et al., 1996). Debido a la variacién en
edad y origen de los compuestos individuales en la MOD se pueden generar microregiones con
diferente composicidon quimica (Haider, 1999). Sin dejar a un lado que la respuesta potencial de la
quimica del carbono de la materia organica del suelo y la relativa degradacién de diferentes
grupos funcionales depende de la actividad de los microorganismos del suelo (Sjogersten et al.,
2003). Estas microrregiones pueden consistir de tejido vegetal y animal débilmente degradado,
fragmentos de celulosa cristalina o amorfa, regiones de cutin, u otras en las cuales todavia
presentan las estructuras fibrosas del material precursor (Schaumann, 2006).

La complejidad de estos compuestos puede ser atribuida a la estructura tipo micela la cual
esta formada por subunidades pequeias que se mantienen unidas por interacciones débiles como
las uniones de van der Waals (Conte et al. 1997a). Es de esperarse que los componentes alifaticos
de los compuestos humicos estén preferencialmente ordenados en la fase hidrofébica de la
pseudo-micela, y que su movilidad sea substancialmente inhibida. Se sugiere que la MOS tiene
asociaciones supramoleculares de auto ensamblaje y moléculas heterogéneas relativamente
pequefas sostenidas por fuerzas dispersas, por ejemplo n-7, CH-nt y van der Waals, a pH neutro y
por puentes de hidrégeno al pH bajos (Sutton & Sposito, 2005; Conte et al., 2006). En la estructura
de la MOS se deben considerar la conformacion fisica de la interfase suelo-agua debido a que los
métodos quimicos proveen informacién estructural de la muestra en su conjunto; pero no



proporciona detalles sobre su estructura fisica dentro del suelo (Simpson, 2006). Por ultimo la
relacion exacta de las diferentes clases de compuestos, y de las estructuras individuales dentro de
estas clases, reflejard la composicion quimica dentro de un micro ambiente especifico del suelo
(Kelleher & Simpson, 2006).Un mejor entendimiento de la estructura de la MOS ayudaria a
determinar su origen, reactividad, y su papel dentro de los procesos ambientales.

3.3 Calidad de materia orgdnica del suelo

La “calidad de la materia orgdnica” es un concepto aun en desarrollo; de ahi que algunos
autores la definan mediante su reactividad (Rivero et al., 2004), caracteristicas estructurales
(Mendham et al. 2002) o a través de la facilidad con la cual los microorganismos la degradan
(Bosatta y Agren, 1999). Se sabe que el contenido y calidad de la MOS es el factor mas importante
para mantener la calidad y fertilidad del suelo (Stevenson, 1994; Reeves, 1997). La evaluacion de
la calidad de la MOS es una tarea complicada que se basa en la determinacién de indicadores de
diferente naturaleza. Algunos indicadores se basan en analisis elementales en los compuestos de
la MOS; otros en determinar la concentracién de alguna fraccién en la MOD, y otros mas en el uso
de técnicas espectroscépicas como la espectroscopia de infrarrojo y ultravioleta o la resonancia
magnética nuclear para conocer sus componentes estructurales.

Una definicion formal de calidad de la materia organica es aquella propuesta por Bosatta y
Agren (1999). Ellos definen calidad como el nimero de pasos enzimdticos requeridos para liberar
en forma de didxido de carbono dtomos de carbono a partir de compuestos orgdnicos. Con esta
definicién el mayor numero de pasos enzimdticos indica la menor calidad en los dtomos de
carbono. De manera numérica calidad es el inverso del nimero de pasos enzimaticos requeridos
para romper una molécula de un sustrato hasta CO,; con esto el indicador calidad (qg) tiene un
dominio de 0< g <1. Esto implica que el valor maximo de calidad es 1, debido a que no puede
haber un sustrato que sea capaz de ser degradado en menos de un paso. Cabe mencionar que no
sélo la actividad microbiana juega un papel importante en la determinacién de calidad. La
interaccidén de particulas minerales del suelo con la MOS modifica la calidad de los compuestos
organicos mediante la adsorciéon de algunos productos sobre la superficie de los minerales,
modificando asi las rutas de mineralizacién de los compuestos organicos. Sin embargo, para una
molécula compleja un atomo de carbono en una posicién dada probablemente puede ser liberado
mediante un gran numero de rutas diferentes. Ademas la MOS es una mezcla de compuestos de
diferente naturaleza quimica, lo cual incrementa el nimero de rutas enzimaticas posibles para la
degradacién de un sustrato. En este caso la calidad sera el promedio de las diferentes rutas. Una
consecuencia de esta propuesta de calidad de la MOS por Bosatta y Argen (1999) es que los
compuestos de alta energia requieren mds pasos enzimaticos para su descomposicion.

Rivero et al. (2004) definen la calidad de la MOS en términos de la reactividad de los
componentes de la materia organica. Se sabe que existen fracciones mas reactivas dentro de la
MOS y que sus componentes estructurales pueden incrementar o no su reactividad. La calidad de
la MOS puede ser evaluada mediante su fraccionamiento en huminas, acidos himicos y fulvicos y
la relacion C-AH/C-AF (Stevenson, 1994). La relacién C-AH/C-AF se define como la relaciéon en el
contenido de carbono dentro de los compuestos de los acidos himicos y fulvicos. Esta relacion ha
sido utilizada para describir la intensidad del proceso de humificacién. El conocer la concentracion
y proporcion de los acidos humicos y fulvicos puede ayudar a predecir posibles reacciones de las
diferentes fracciones de la MOS con algin componente del suelo, ya que se sabe que los acidos
fulvicos (mas alifaticos y ricos en grupos carboxilicos, fendlicos y quinonas) son mas solubles y
reactivos que los acidos himicos (mas aromaticos e insolubles cuando sus grupos carboxilicos



estan protonados a bajos valores de pH) (Rivero, 2004). La determinacion de la fraccion “activa”
de la MOS es otro indicador de calidad. Se basa en identificar la “materia organica del suelo
joven”, recién descompuesta, y la relacién del carbono presente en la biomasa microbiana y el
carbono organico (Cmin/Corg) presente en el suelo. Se sugiere que estos indicadores son mas
sensibles a los cambios en la MOS (von Litzow et al., 2002). Los cambios en la relacion Cpin/Corg
reflejan las entradas de MOS, la eficiencia en su conversién a biomasa microbiana, las pérdidas de
carbono del suelo y la estabilizacién de carbono organico por los minerales del suelo (Sparling,
1992).

La relacidén E4/E¢, es otro indicador de calidad de la MOS (Chen, 1997; Rivero, 2004;
Stevenson, 1994; Thomsen et al., 2002). Esta relacién se obtiene al dividir la absorbancia a 465 nm
entre la absorbancia a 665 nm (Chen et al., 1977; Malcolm, 1989). De forma general la relacion
E4/Eg decrece con un incremento en el peso molecular y la condensacion de anillos aromaticos de
los compuestos presentes en la MOS (Malcolm, 1989). Ademas el valor de esta relacion aumenta
al incrementarse el contenido de oxigeno dentro de los compuestos de la MOS (Chen et al., 1977).
Los valores mas altos de la relacion E,/E¢ estan asociados con la presencia de compuestos
orgdanicos de bajo tamafo o con compuestos en los que predominan las cadenas alifaticas y que
generalmente tienen un mayor contenido de grupos funcionales (Stevenson, 1994). Las mezclas de
compuestos con valores altos de la relacion E4/Eg indicardan que son mas reactivos y mas solubles
en amplios rangos de pH. Una forma adicional de utilizar la espectroscopia de ultravioleta es
determinar la absorbancia a los 254 nm. Weishaar et al. (2003) proponen el indicador SUVA,s, y lo
definen como la absorbancia a 254nm dividido por la concentracion de carbono organico disuelto
en mgC-L™. Este indicador muestra la aromaticidad de los compuestos organicos presentes en la
MOS.

La espectroscopia de infrarrojo permite detectar la presencia de grupos funcionales en los
compuestos de la MOS. La informacién proporcionada por la espectroscopia de infrarrojo se
puede utilizar para cuantificar grupos funcionales que absorben la radiacién infrarroja en la misma
region del espectro (Ellerbrock et al., 1999) o buscar grupos funcionales especificos como los
carboxilicos y fendlicos (Celi et al., 1997). La cuantificacion de grupos funcionales se logra
analizando la absorbancia en la regién de 1720-1710cm™ (COOH), 1620-1600cm™ (COO’) para
grupos carboxilicos y 1240-1200cm™ (C-OH) para los grupos fendlicos (Celi, et al., 1997). Estos
grupos proveen a la MOS de sitios de intercambio los cuales son importantes por su interaccidn
con los cationes metalicos, en especial con los metales potencialmente tdéxicos. Debido a que los
metales no absorben la radiacion de infrarrojo se puede caracterizar su interaccion con la MOS.
Jouraiphy et al. (2007) utilizan la espectrofotometria de infrarrojo para cuantificar las estructuras
de los carbohidratos y péptidos en los compuestos presentes en la MOS. Estos grupos funcionales
absorben energia en la regién de los 1072cm™ y alrededor de los 1650 y 1560 cm™
respectivamente (Jouraiphy et al., 2007). Estos autores también proponen que la absorbancia en
la regién de 1140 cm™, correspondiente a los éter/ésteres, como un indicador estructural y de
humificacion de los compuestos de la MOS.

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las herramientas analiticas utilizadas
para estudios estructurales y de agregacion de la MOS. Los estudios de RMN con secuencias de
pulsos simples y convencionales han producido el conocimiento basico sobre la distribucién de
diferentes tipos de nucleos y protones en la composicién estructural de la MOS (Peuravouri,
2005). La informacion proporcionada por la RMN puede ser analizada de diferentes formas. Una
de ellas es dividir en grupos a los diferentes nucleos de carbono y protones con diferentes rangos
de resonancia. Peuravouri (2005) divide el espectro de *C-RMN en 12 grupos asignando para cada



uno de ellos una regién de él en especifico. Los grupos incluyen a los nucleos de carbonos
alifaticos, alifaticos base de oxigeno, aromaticos, grupos carbonilos, etc. La distribucién de los
protones no intercambiables la realizd mediante la creacidon de 4 grupos: protones unidos a
carbonos aromaticos, alifaticos (estos divididos en grupos) y los unidos a carbonos base de
oxigeno. Otra forma de conocer la proporcién de nucleos de carbono formando anillos aromaticos
y aquellos que forman cadenas alifaticas es mediante la relacién sp>-C/sp>-C. Esta se define como
el drea bajo el espectro de las 108-220 ppm sobre el area 0-108 ppm (Mao, 2000). También se
puede utilizar la RMN para cuantificar grupos funcionales en especifico, tal como lo hicieron Celi et
al. (1997) para cuantificar grupos carboxilicos. Los grupos carbonilos provenientes de acidos
carboxilicos pueden cuantificarse mediante la integracion del area en la regién de las 175-185 ppm
(Celi et al., 1997). Cabe mencionar que esta determinacién puede sobrestimar la concentracidn de
grupos carboxilicos, debido a la inclusidon de algunos grupos carbonilos provenientes de ésteres
(Celietal., 1997).



4.Materiales y métodos

4.1 Zona de estudio y sitios de muestro.

El total de la zona irrigable en el Valle del Mezquital, en el Estado de Hidalgo, suma 99,536
ha en las cuales se ha introducido el riego paulatinamente a partir de 1886 y hasta la actualidad.
Para estudiar los cambios en la calidad de la MOD con el tiempo bajo riego, se seleccionaron sitios
de muestreo regados con aguas residuales por lapsos de tiempo diferentes. Estos sitios se enlistan
en la Tabla 1.

Tabla 1. Localidad, localizacion y tipo de suelo de los sitios de muestro en el Valle del Mezquital, Hidalgo.

® Siebe (1994).
Localidad Tipo de suelo Tiempo bajo riego UT™m
Afios X Y

Ulapa Leptosol 0 484199 2228990
El Salto- Tlamaco Leptosol 20 474090 2218919
Ulapa-Tetepango Leptosol 40 483387 2225790
Juandho Leptosol méllico® 100 479800 2228300
Ulapa-Tezontlale  Vertisol éutrico® 0 483300 2227500
La Licuadora Vertisol éutrico® 20 473789 2220128
Ulapa-Tetepango Vertisol éutrico® 40 483459 2225979
Juandhé Vertisol éutrico® 100 479900 2229100

4.2 Muestreo y manejo de las muestras.

En cada sitio se extrajeron columnas inalteradas de suelo. Las columnas fueron de acero
con un didmetro de 20 cm y una longitud de 30 cm. Se enterraron dentro de las parcelas hasta una
profundidad de 25 cm. El nimero de columnas extraidas en cada sitio fueron 3, en total 24
columnas. Posteriormente las columnas se trasladaron a un invernadero, donde se mantuvieron a
22 °Cy 58% humedad relativa. Las columnas se montaron en una base que tiene una placa porosa
y una salida en forma de embudo. Por medio del tubo se puede aplicar vacio para succionar el
volumen de agua que percole a través del dispositivo. Entre la base de plastico perforada y la
columna de suelo se coloca un circulo de tela tipo nylon sobre la cual se pone un filtro de nitro-
celulosa con un didmetro de poro de 5 um. Adicionalmente se colocd una cama de arena silicica
sobre el filtro de nitro celulosa. Esto para favorecer el contacto entre el suelo dentro de la
columna con el dispositivo sobre el cual se colocé. Las conexiones de la columna se sellaron con
silicdn para hacer mas eficiente el vacio que se aplica después de cada riego.

Una vez instaladas las columnas de suelo en el invernadero se conectaron mediante
mangueras de plastico, forradas con papel aluminio, a matraces Kitazatos en los cuales se colectd
la solucién del suelo. La solucién del suelo se colectd al aplicar un volumen de agua destilada a la
columna, que garantice humedecer por completo el suelo dentro de ella, y llevar al suelo dentro



de la columna a capacidad de campo. Cuando el suelo se encuentra con un contenido de humedad
cercano a la capacidad de campo se conecta una bomba de vacio, haciendo posible la extraccion
de la solucién del suelo. Dado que el volumen obtenido mediante este método es limitado, fue
necesario juntar los percolados de las 3 columnas de cada tratamiento y en tres diferentes
eventos de riego para obtener una muestra compuesta de un litro. Por ultimo la solucién de suelo
se hizo pasar por un filtro con un didmetro de 0.45 um, haciendo posible obtener alicuotas con
Materia Organica Disuelta. También se colectaron muestras de agua residual del canal Tlamaco-
Juandho. Estas muestras de agua residual se filtraron con un filtro de un didmetro de 0.45 pm.

4.3 Analisis de Laboratorio.

Los percolados de las columnas de suelo y el filtrado de agua residual (MOD) fueron
divididos en dos alicuotas. Las alicuotas de materia organica disuelta (MOD) provenientes de suelo
y agua residual fueron divididas en dos alicuotas. En la primera se midié pH, conductividad
eléctrica (CE), cuantificacion de iones mediante absorcién atdmica, flamometria y cromatografia
de iones, la concentracidon de Carbono Organico Disuelto (COD). Por ultimo se determind la
relacién E,/Es mediante espectroscopia de ultravioleta. Las segundas alicuotas de cada muestra, a
partir de las cuales se hizo la muestra compuesta, se hizo reaccionar con una resina de
intercambio catidnico extremadamente acida para intercambiar los cationes adsorbidos a la MOD.
Después de este paso se condenso vy liofilizd para poder realizar los analisis de espectrometria de
infrarrojo y resonancia magnética nuclear de sélidos *C. Un paso intermedio entre la liofilizacién y
los andlisis de infrarrojo y resonancia magnética nuclear fue la determinacién de la concentracion
de carbono y nitrégeno de la MOD. En la figura 1 se muestra un diagrama de flujo que resume
todo el procedimiento realizado.
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Figura 1. Esquema de analisis de laboratorio realizados a los percolados de las columnas de suelo y al
filtrado de aguas residuales.




4.4 Meétodos

4.4.1 Determinacion del pH

La actividad del i6n H' se cuantificé en alicuotas de MOD mediante un potenciémetro con
un electrodo de referencia (modelo del electrodo) calibrado con soluciones Buffer de pH 7 y pH
10.

4.4.2 Conductividad Eléctrica

En alicuotas de 15 ml se determind la conductividad eléctrica (CE) usando un puente de
conductividad (WTW LF90). El valor obtenido de CE se corrigié en funcion de la temperatura de la
muestra.

4.4.3 Determinacion de la concentracion de cationes solubles

La concentracion de Ca y Mg se determind mediante espectrometria de absorcidon
atémica, con un espectrofotémetro Perkin Elmer 3110. Adicionalmente se agregd cloruro de
lantano, a una concentracion final del 1% de Lantano, para eliminar la interferencia por ionizacién
dentro en la cuantificacion. La concentracién de Na y K se determind mediante flamometria, con
un flamémetro Corning 400. Las interferencias en esta determinacion se eliminaron al agregar
Cloruro de Cesio a una concentracion final de 0.2% Cesio.

4.4.4 Determinacion de la concentracion de aniones solubles

La concentracion de aniones, ClI, NO3' y S0,%, se cuantificé en un cromatodgrafo de iones
Waters 1525 con un detector de conductividad Waters 432 y una fase movil de acido
hidroxibenzoico 4 mM, utilizando hidréxido de litio (LiOH) para modificar el pH de la fase movil
hasta un valor de 7.5.

4.4.5 Carbono organico disuelto

La cuantificacién del COD se realiz6 mediante una oxidacién humeda con dicromato de
potasio 0.4M. La cuantificacion se realizé colorimétricamente con un espectrémetro de luz visible
modelo Genesys 20, utilizando la absorbancia a los 578 nm de una curva de calibracion generada a
partir de oxalato de sodio.

4.4.6 Espectroscopia de ultravioleta

Las mediciones de la absorbancia se realizaron en un espectrémetro de UV-visible modelo
Cary 3E entre los 200 y 800 nm con agua destilada como blanco. Se utilizaron celdas de cuarzo de
1cm de ancho. Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente. La determinacién de la
relacién E4/E6 se hizo cuantificando la absorbancia a 465 nm y 665 nm de la alicuota dentro de la
celda de cuarzo.

4.4.7 Resina de intercambio cationico

La resina de intercambio catidnico se utilizé para intercambiar los cationes adsorbidos a la
MOD por i6n H*. La resina utilizada es fuertemente acida (Amberlite IR-120) con una capacidad de
intercambio de 1.5 meq g”. La cantidad de resina utilizada fue equivalente a 50 veces la fuerza
idnica de la alicuota de MOD; esto para garantizar que todos los cationes adsorbidos se



intercambien por el i6n H". La cantidad de resina requerida por litro de solucién se calcula
mediante la formula empirica para calcular la fuerza idnica (Lindsay, 1979) (Ec.1):

50%0.013*CE (msj 100
cm

R(g) =
cic, [mqu
g

Ec. 1

donde R(g) es la cantidad de resina en gramos necesaria para un litro de solucion, CE es la
conductividad eléctrica de la solucion y CICi es la capacidad de intercambio de la resina.

4.4.8 Condensacion y liofilizacion

Las alicuotas de MOD se condensaron utilizando un rotoevaporador Heidolph/Laboroto
4011. El matraz de evaporacioén gird a 50 rom y la temperatura del reservorio de agua fue de 40°C.
La condensacion del agua evaporada de la muestra se realizé dentro de un tubo de enfriamiento
de serpentin a través del cual pasaba agua a 4°C. La temperatura utilizada como refrigerante se
controlé con refrigerantes Killer Forma Scientific/2325. Después de condensar las alicuotas de
MOD 10 veces a un volumen aproximado a 100 ml, éstas fueron congeladas en un congelador a -
80° por tres horas. Las alicuotas congeladas de MOD se colocaron en una liofilizadora modelo
Freeze Dryer 5 marca Labconco hasta eliminar el agua, aproximadamente por 24 horas.

4.4.9 Carbono y nitrégeno

El contenido de carbono y nitrégeno dentro de las muestras liofilizadas se determind
mediante un analizador elemental modelo CHNS/O Analyzer 2004 serie I, marca Perkin Elmer, con
un detector de conductividad térmica utilizando gas Helio como gas acarreador y utilizando
acetanilinla como estdndar en la calibracidén. La cantidad de muestra utilizada en la medicion fue
aproximadamente de 15 mg. La temperatura de combustién utilizada fue 975 °C y la temperatura
de reduccidn fue 640 °C.

4.4.10 Espectrometria de infrarrojo

La adquisicion de los espectros de infrarrojo se realizé en un espectrémetro de infrarrojo
IRFT Bruker Tensor 27. Se utilizéd un equivalente de 0.5-1.0 mg de carbono de las muestras de
MOD condensadas vy liofilizadas. Esta cantidad de muestra se mezclé con 300 mg de KBr y se
realizé la pastilla. El espectro se adquirié de 500-4000 cm™ con una resolucién de 2 cm™. La
cuantificacion de la concentracidn de los grupos carboxilicos se realizé segun Celi et al., (1997) y la
diversidad y el ambiente estructural de los carboxilatos modificando el método de Hay et al.
(2007).

4411 Resonancia magnética nuclear de sdlidos 13C

Los espectros de resonancia magnética nuclear de sélidos de °C se adquirieron mediante
transferencia de polarizacién y el giro del angulo magico (CPMAS por sus siglas en inglés, cross
polarization magic angle spinning) en un espectrometro Bruker Avance Il 300 a 75 MHz. Lla
muestra de MOD liofilizada se confind en un rotor cilindrico de 4 mm con una velocidad de giro de
5 kHz. La obtencion de espectros por transferencia de polarizacion se realizd mediante el uso de
secuencia de pulso estandar, con un pulso de contacto de 1 msy un tiempo de esperade 11sy un
pulso de excitacion de *H de 4ps.



4.5 Analisis estadisticos

El disefio experimental empleando fue un disefio en bloques, un boque por cada unidad
de suelo, donde la fuente de variacién entre cada bloque fue el tiempo bajo riego con aguas
residuales, teniendo tres réplicas por cada tratamiento. El andlisis estadistico de los datos se

realizd mediante un analisis de varianza. El software utilizado para el andlisis fue el programa
Systat 11 (2004).



5 Resultados

5.1 pHy conductividad eléctrica

El valor del pH en percolados de los Leptosoles presentan una tendencia a disminuir por
efecto del riego con aguas residuales (p=.021), mientras que en los percolados de los Vertisoles
aumenta (p< 0.001). El valor de la CE en ambas unidades de suelo presenta la tendencia a
disminuir conforma avanza el tiempo bajo riego con aguas residuales (Fig. 2).
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Figura 1 Valor de pH (a) y CE (a) en alicuotas de solucién del suelo en Leptosoles y Vertisoles. Valor

promedio, caja de media * error estandar; barra valor medio * desviacién estandar.

5.2 Cationes y aniones

La concentraciéon de Ca en los percolados de Leptosoles disminuye por efecto del riego con
aguas residuales (p< 0.001) (Fig. 3). Las concentraciones de Mg, K, y Na aumentan al
incrementarse el nimero de afios bajo riego con aguas residuales (p< 0.001). La concentracion de
Ca, Mg y Na percolados provenientes de Vertisoles presenta una tendencia a disminuir (p<0.001).
La concentracion de Ca y Mg presentan un maximo después de ser regados por 20 afios con aguas
residuales. Sélo la concentracién de K percolados de Vertisoles aumenta (p<0.001). Las
concentraciones de los diferentes aniones (CI, NOs™ y S0,%) en los percolados presentan una
tendencia a disminuir al aumentar el nimero de afios bajo riego con aguas residuales en ambas
unidades de suelo. La concentracién de sulfatos en los percolados de suelo que han sido regados
con aguas residuales es similar en ambas unidades de suelo. En el caso de los Vertisoles muestra la
tendencia a disminuir, mientras que en los Leptosoles la concentracidon permanece constante.
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5.3 Carbono organico disuelto (COD)

La concentracion de COD en los percolados del suelo aumenta con el tiempo bajo riego en
los Leptosoles (r’= 0.7399) y en los Vertisoles (r’=0.8761) y la concentracidn entre los tratamientos
es diferente con una p<0.001 (Fig. 4). La concentracidn de COD en la solucién aumenta conforme
aumentan el nimero de afios bajo riego con aguas residuales a razén de 0.27 mgC afio™ en los
Leptosoles y 0.41 mgC afio™ en los Vertosoles y la razén de incremento en la concentracién COD es
casi del doble en los Vertisoles, al compararlo con los Leptosoles.
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Figura 3. Concentracion de COD en percolados del suelo en Leptosoles y Vertisoles. Valor promedio, caja
de media % error estandar; barra valor medio + desviacion estandar.

5.4 Espectroscopia de ultravioleta

El valor de la relacion E4/Es de los percolados presenta una alta variabilidad, sobre todo en
suelos regados por poco tiempo. La cronosecuencia no presenta diferencia significativa para los
Leptosoles (p=0.20) y si para Vertisoles (p=0.049) (Fig.5). Sin embargo el valor de esta relacién en
los percolados de Leptosoles presenta una tendencia a disminuir. En la MOD proveniente de los
Leptosoles que no han sido regados con aguas residuales la relacién E,/Eg tiene un valor promedio
de 12 y en suelos regados por 100 afios tiene un valor de 5. El valor de esta relacién en los
percolados de Vertisoles tiene un valor inicial cercano a uno, en suelos de temporal, y aumenta en
los primeros 20 afos y se estabiliza en un valor cercano a 12 después de 100 afios bajo riego.
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Figura 4. Valor de la relacion E,/Eg en los percolados provenientes de Leptosoles y Vertisoles. Valor
promedio, caja de media * error estandar; barra valor medio * desviacién estandar.

5.5 Descripcion de los espectros de IR

5.5.1 Aguaresidual

La asignacion precisa de las bandas de absorciéon de energia a grupos funcionales
especificos en espectros de materia orgdnica es complicada, debido a la superposicién de las
bandas ocasionada por la complejidad de los ambientes estructurales dentro de las moléculas. En
la MOD del agua residual se puede observar una banda de absorcidn de energia en 3391.11 cm™
correspondiente los OH. La presencia de grupos COOH y COO- en los compuestos de la MOD
generan las bandas de absorcién de energia en 1714.1 y 1405.6 cm™. En la MOD del agua residual
también podemos encontrar grupos amino (NH) de aminas secundarias, 1637.8 y 1172.8 cm™. La
presencia de silicatos y organosilanos se detectan por las bandas de absorcidon de energia en
1007.5y 1069.8 cm™, respectivamente (Fig. 6).

5.5.2 Leptosoles

La posicion de las bandas de absorcién de energia de la MOD de los Leptosoles no
presenta variaciones. En los espectros de IR de la MOD de Leptosoles regados por 0, 20, 40 y 100
afios se presentan las bandas de absorcién de energia en la misma posicion. Estas bandas de
absorcién de energia (Fig 6) son: 3416.48-3409.21cm™ que es atribuible a grupos OH o puentes de
hidrégeno ya que éstos absorben energia entre 3500-3200cm™. La banda de absorcién presente
entre los 2611.82-2606.61cm™ contintia siendo respuesta de los grupos OH pero que
posiblemente provengan de los &cidos carboxilicos. La regién de 1720.92-1719.34cm™
corresponde a los grupos carboxilicos (COOH) presentes en las diferentes muestras. La banda de



absorcion de energia en 1066.75-1069.87 cm™ puede asignarse a la presencia de carbohidratos
(vibracién de estiramiento del C-O ~1050 cm™), presencia de polisacéaridos (la vibracién del
estiramiento de C-C, C-O-C y —CH,- OH), silicén (1095-1075/1055-1020 cm™). La respuesta
presente en la regién de 1635.09-1632.56cm™ podria ser una combinacién de la respuesta de los
grupos amino, dado que estos grupos funcionales absorben energia entre los 1680-1630cm™, o
podria ser la respuesta de los carboxilatos (COO-) los cuales absorben energia entre los 1620-
1600cm™. Otra posibilidad de la presencia de esta banda de absorcién es a la flexion
correspondiente a Si-H,O que se presenta a los 1635cm™ La absorcion de energia en los 1406.44-
1399.61cm™ puede asignarse al estiramiento simétrico los carboxilatos unidos a carbohidratos; los
carboxilatos se presentan en general entre los 1420-1300cm™; o esta sefial podria corresponder a
la respuesta de los OH de los alcoholes terciarios, los cuales absorben energia entre los 1410-
1310cm™. La banda de absorcidn entre los 1323.02-1320.19cm™ corresponde a la vibracién de
estiramiento del C-N en aminas aromaticas, las cuales presentan una absorcién de energia en la
region de los 1360-1310cm™ y 1340-1250cm™ de aminas terciarias y primarias respectivamente.
La banda de absorcidn entre los 1285.31-1287.57cm™ puede corresponder a la originada por la
vibracién de estiramiento del enlace C-N de aminas secundarias aromaticas 1350-1280cm™, a la
presencia de nitratos en compuestos organicos 1285-1270cm™; o al enlace entre el Si-CH; el cual
se encuentra a los 1278cm™. La sefial a los 1176.28-1174.15cm™ podria deberse a la presencia de
aminas secundarias, la vibracion de estiramiento del C-N 1190-1130cm™. La absorcién en
1066.75-1069.87cm™ puede deberse a la presencia de siloxane organico (Si-O-C), a la presencia de
silica (Si-O-Si) 1095-1075cm™/1055-1020cm™ o a la vibracién de estiramiento del C-O de un
alcohol primario 1050cm™. La absorcién de energia entre los 1009.32-1008.32cm™ vibracién de
estiramiento del Si-O la cual se puede presentar entre los 1120-1000cm‘también puede ser
relacionada con la banda de absorcion de energia de la unién P-O-P que puede estar asociada a
nucleétidos (Mao et al., 2003). La banda de absorcién entre los 883.95-883.25cm™ puede
asignarse a la presencia de fosfatos en compuestos organicos 995-850 cm™, o al OH presente en
minerales dioctaédricos, 950-800cm™, mientras que la banda entre 613.00-612.56cm™ puede
deberse al OH presente en minerales trioctaédricos, 700-600cm™.  580.85-579.04cm™. La
absorcién entre los 456.46-455.73cm™ puede asignarse a la presencia del enlace 0-Si-O que
absorbe energia alrededor de los 561cm™ y 455cm™.
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Figura 5. Espectros de infrarrojo de Materia Organica Disuelta en Leptosoles y agua residual. AR: agua
residual; Lep 0, Lep 20, Lep 40, Lep 100: Leptosoles regados con 0, 20, 40 y 100 afios bajo riego.

5.5.3 Vertisoles

Las bandas de absorcién de energia en los espectros de IR en los Vertisoles son variadas
(Fig. 7) y no todos los espectros tienen las mismas bandas de absorcién de energia, como en los
Leptosoles. En los espectros de IR de los Vertisoles en general encontramos una banda de
absorcién de energia entre los 3500-3200 cm™. La banda de absorcién localizadas en los 2610.53-
2604.64 cm™ corresponde a los grupos OH, pero posiblemente estos grupos hidroxilos provengan
de los acidos carboxilicos. 1729.3-1714.6 cm™ puede asignarse a la presencia de grupos
carboxilicos dentro de la muestra. La presencia de la banda de absorciéon de energia en 1634.60-
1636.57 cm™ puede asignarse a diferentes grupos tales como las aminas primarias (vibracién de
torsion del NH 1650-1590 cm™), aminas secundarias (vibracion de torsién del NH 1650-1550 cm™),
grupos imino en cadenas abiertas (-C=N- 1690-1590 cm™); otra posibilidad es la presencia de
carboxilatos (COO- 1620-1600cm™) y la presencia de agua puede detectarse en la banda de
absorcién de energia en 1634 cm™. En estas muestras |a presencia de COO- y agua podrian explicar
de manera satisfactoria la absorcién de energia en esta region del espectro. En el espectro de IR
de percolados de un Vertisol que no ha sido regado con aguas residuales se encontré una banda
de absorcion de energia en 1621.29 cm™. En esta regién del espectro se encuentran las bandas de
absorcién de energia de los nitratos orgénicos (1640-1620 cm™), la vibracién de estiramiento de
las dobles ligaduras (1680-1620 cm™ alquenil C=C), los Aryl substituidos (1625 cm™). En el
espectro del Vertisol de temporal encontramos una banda de absorcion de energia en 1448.69 cm’
!, Esta banda de absorcidn de energia puede deberse a la presencia de metileno (la vibracién de
torsion del C-H 1485-1445 cm™), a la presencia de anillos aromaticos (la vibracién de estiramiento
1510-1450 cm™). En el espectro del Vertisol regado por 100 afios con aguas residuales



encontramos una banda de absorcidn de energia en 1402.34 cm™. La presencia de esta banda de
absorcién de energia indica la posible presencia de fenoles o alcoholes terciarios (vibracién de
torsiéon del OH 1410-1310 cm™), sulfatos orgéanicos (1420-1370cm™) y la presencia de iones de
aluminio (1430-1390 cm™). La banda de absorcién en 1399.74 cm™ del Ver 20 y la banda en
1381.21 cm™ del Ver 40 pueden deberse a fenoles o alcoholes terciarios, sulfatos orgénicos e iones
de aluminio. La banda de absorcidn de energia en 1324.02-1322.21 puede deberse a la presencia
de compuestos arométicos nitrogenados (1355-1320 cm™), fenoles y alcoholes terciarios (1410-
1310 cm™), alcoholes secundarios y primarios (1350-1260 cm™ la vibracién de torsion del OH),
aminas terciarias aromaticas (1360-1310 cm™ la vibracién de estiramiento del CN). Ademas en
1335 cm™ se encuentra la banda de absorcién de energia del complejo entre el salicilato y un
octaedro de AP** unido mediante un puente bi-dentado. En 1180.06-1175.15 cm™ podemos
encontrar la presencia de aminas secundarias y terciarias (1190-1130 cm™ y 1210-1150 cm™
respectivamente). La presencia de la banda de absorcién en 1069.56-1065.15 cm™ indica la
presencia de carbohidratos simples (vibracién de estiramiento del C-O ~1050 cm™), polisacaridos
(la vibracién del estiramiento de C-C, C-O-C y —CH,- OH), silicén (1095-1075/1055-1020 cm™). La
banda de absorcién de energia en 1010.86-1008.36 cm™ puede deberse a la presencia de silicatos
(1100-900 cm™) o iones fosfatos (1100-1000 cm™). La banda de absorcién de energia en 883.76-
882.59 denota la posible presencia de fosfatos en anillos aromaticos (995-850 cm™) o perdxidos
(vibracién de estiramiento del C-0O-O-C 890-820 cm™).
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Figura 6. Espectros de infrarrojo de Materia Organica Disuelta obtenidos de percolados de Vertisoles. AR:
agua residual; Ver0, Ver 20; ver 40; Ver 100: Vertisoles regados por 0, 20, 40 y 100 afios.

5.5.4 Estimacion de la concentracion de grupos carboxilicos.

La absorbancia en la region de los 1600-1620 cm™ y 1700-1710 cm™, puede utilizarse para
conocer la concentracion de los grupos carboxilicos dentro de un compuesto, ya que




corresponden al COO" y COOH respectivamente. Celi et al. (1997) encontraron que la suma de la
absorbancia en estas regiones, normalizada por la cantidad de carbono utilizada en pastilla, es
directamente proporcional a la concentracion de grupos carboxilicos dentro de un compuesto.
Con esto encontramos que por efecto del riego con aguas residuales la concentracién de COOH en
pumol(+)mgC™* aumenta en la MOD (Fig. 8). El incremento en la concentracién de COOH en la MOD
de ambas unidades de suelos (Leptosoles r’=0.4264 y Vertisoles r’=0.8524) es gradual conforme
aumenta el nimero de afios bajo riego. Las concentraciones en los diferentes tratamientos de los
Vertisoles son diferentes con una p<0.001; mientras que en la MOD de los Leptosoles las
diferencias no son significativas (p=0.138); aunque sugiere la tendencia a aumentar. Por otro lado
también se encontraron diferencias en la concentracion de COOH dentro de la MOD de las
diferentes unidades de suelo. La razén de cambio en la concentracién de COOH en Leptosoles es
de 0.009 pmol(+)mgC afio™ esto hace necesario tener un gran nimero de afios bajo riego con
aguas residuales para ser capaces de medir estos incrementos. En el caso de la MOD de los
Vertisoles la razén de cambio es 5 veces mayor (0.052 umol(+)mgCafio™).
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Figura 7. Concentracion de COOH en |,tmol(+)mgC'1 de la MOD proveniente de suelos con diferente
numero de afos bajo riego con aguas residuales.

El uso de la espectrometria de infrarrojo no sélo es util para conocer la presencia y
concentracién de los grupos funcionales de los compuestos de la MOD. También puede ser
utilizada para conocer el ambiente estructural de los diferentes grupos funcionales. En este
trabajo sélo se menciona el caso de los grupos carboxilicos. La gran polaridad de la unién C-O
resulta en una gran actividad en la espectrometria de infrarrojo, debido a la cual se obtienen unas
bandas de vibracién intensas y caracteristicas. La posiciéon de la vibracion de estiramiento
asimétrica (asymmetric stretch vibration) del carboxilato, la cual se encuentra entre los 1540 y
1650 cm™, es un indicador del ambiente quimico del grupo carboxilico (Hay & Myneni, 2007). Hay



& Myneni (2007) enumeran los factores de los cuales puede depender la energia de las bandas de
absorcién del carboxilato, entre los cuales estan: (1) la densidad electronica del carbén carboxilico
resultante de la estructura molecular local, (2) los puentes de hidrégeno inter o intramoleculares
que involucran a los oxigenos carboxilicos y/o al protén en el acido carboxilico, (3) interaccion con
cationes metdlicos y (4) el acoplamiento con otros modos vibracionales en la molécula.

La sefial generada por el carboxilato esta directamente relacionada con su estructura local,
el ambiente quimico y a su comportamiento quimico haciendo necesario conocer el valor real de
la frecuencia de la banda con la maxima absorcion de energia. Para esto se usa de la segunda
derivada, cuarta e incluso sexta derivada, de la intensidad de la sefial respecto a la frecuencia. Con
este procedimiento la frecuencia retiene el valor maximo de la banda original no importando qué
derivada utilice (Grdadolnik, 2003). Después de sacar la segunda derivada en el rango de 1540-
1650 cm™ encontramos la posicién de las diferentes bandas de absorcién de energia; ésta nos
permite conocer el ambiente estructural de los carboxilatos en la MOD de Leptosoles (Fig. 9) y
Vertisoles (Fig. 10).

En la Figura 9 se puede observar que la las diferentes bandas de absorcién de energia para
la MOD de Leptosoles tienen la misma posicion y sélo varia un poco la intensidad de estas bandas.
Esto muestra la similitud de los ambientes estructurales para los carboxilatos de la MOD de
Leptosoles. La Figura 10 muestra una gran variedad de ambientes estructurales para el
carboxilato en Vertisoles, al no coincidir la posicidon de las diferentes bandas de absorcién de
energia.



Figura 8. Segunda derivada de los espectros de IR en la region correspondiente a la vibracion de estiramiento simetria de la MOD de Leptosoles.



Figura 9. Segunda derivada de los espectros de IR en la region correspondiente a la vibracion de estiramiento simetria de la MOD de Vertisoles.



5.6 Espectros de RMN

Los espectros de CPMAS de °C se dividieron en 9 regiones, las cuales corresponden al
desplazamiento quimico de nucleos de carbono con diferentes ambientes quimicos. La
descripcion e intregracién del espectro se hara utilizando estas regiones. Las diferentes regiones
corresponden a carbonos unidos a silice (-15 — 5 ppm), carbonos alifaticos (5-53 ppm), metoxilos
(53-63 ppm), alifaticos base de oxigeno (63-95 ppm), anoméricos (95-110 ppm), aromaticos (110-
140 ppm), aromaticos base de oxigeno (140-160 ppm), carbonilos (160-185 ppm), aldehidos,
cetonas (185-215 ppm).

5.6.1 Agua Residual

El espectro de CPMAS “*C de los compuestos que conforman la MOD del agua residual se
muestra en la figura 11. En este espectro se puede observar que en -0.5 ppm se encuentra la
sefial mas intensa de los nucleos de carbono unidos a silice. En la regidn del espectro donde
resuenan los carbonos alifaticos la sefial mas intensa se localiza en 20.6 ppm. Este desplazamiento
guimico puede asignarse a metilos unidos a carbonos alifaticos terciarios. La sefial mas intensa en
la region de los metoxilos se encuentra en 62.6 ppm, es decir, casi en el limite con la region de los
alifaticos base. Estos presentan la sefial con mayor intensidad 70.6 ppm. La sefial intensa de la
region de los anoméricos se localiza en el desplazamiento quimico de 105.8 ppm. Este
desplazamiento quimico se podria asignar a los carbonos aromaticos presentes en la lignina. La
sefial en 129.3 ppm es la sefial mas intensa en la regidn de los carbonos aromaticos; mientras que
en la regidon de los aromaticos base de oxigeno estd en 145.0 ppm. En la regidn de los carbonilos y
cetonas presentan las sefiales mas intensas en 171.0y 194.1 ppm, respectivamente.
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Figura 10. Espectro de CPMAS de *>C de MOD en el agua residual.

5.6.2 Leptosoles

El espectro CPMAS de *C de los compuestos que constituyen la materia orgénica del suelo
en un Leptosol que no ha sido regado con aguas residuales se muestra en la Figura 12. En este
espectro podemos encontrar una sefial intensa en -0.1 ppm en la region de los carbonos unidos a
silice. En la regidn de los alifaticos encontramos dos sefiales intensas en desplazamientos quimicos
diferentes. Estos son 13.8 ppm correspondiente a metilos en cadenas alifaticas lineales y 39.9 ppm
que pueden corresponder a CH,. En la region de los metoxilos encontramos la sefial mas intensa
en 56.7 ppm, la cual podria asignarse a un carbono-a dentro de un polipéptido. La sefial mas
intensa en la regidén en la que resuenan los carbonos alifaticos base de oxigeno se encuentra en
72.2 ppm; ésta podria corresponder a C, C;3 y Cs dentro de hexosas como la celulosa y
hemicelulosa. En la regidn de los carbonos anoméricos encontramos la sefial mas intensa en 99.3 y
107.5 ppm. La sefial en 107.5 ppm puede ser similar a la reportada para el C* de la celulosa Il que
es de 107.7 ppm. En la region del espectro correspondiente a los carbonos aromaticos hay tres
sefiales muy intensas y se encuentran en 126.1, 128.6 y 130.1 ppm. Estas tres sefiales presentan la
mayor intensidad en el espectro. El deplazamiento quimico con la sefial mas intensa en la regién
de los aromaticos base de oxigeno es 143.2 ppm. En 170.7 y 174.8 ppm se encuentran las sefiales
mas intensas en la regidn de los aromaticos base de oxigeno. Este ultimo podria ser el carbono de
un grupo acetal de la hemicelulosa, ya que ese carbono tiene un desplazamiento de 175 ppm. Por
ultimo se encuentran dos sefales intensas en la regidn de los carbonilos, 188.5 y 194.7 ppm.

El espectro de CPMAS 13C de la MOD de Leptosol que ha sido regado por 20 afios con
aguas residuales se muestra en la Figura 13. En la region de los carbonos unidos a silice
encontramos que la sefial en -0.1 es la mas intensa en esa region. El desplazamiento quimico en
13.6 ppm corresponde a metilos en cadenas lineales. En los limites de la regiéon de metoxilos
encontramos que la sefal en 61.2 es la mas intensa. En los carbonos base de oxigeno
encontramos que la sefial en 64 ppm es la mas intensa. Este desplazamiento quimico podria
explicarse por la presencia de hexosas o pentosas dentro de la MOD del suelo. En los carbonos
anoméricos encontramos que las sefales mds intensas en esta region estan en 103.8 y 107.9 ppm.
En el desplazamiento quimico de 127.0 ppm se encuentra la sefial mas intensa de la region de los
aromaticos; siendo esta sefial la mas intensa en todo el espectro. En 140.8 ppm se encuentra la
sefial mas intensa de los aromaticos base de oxigeno. La sefal que sobresale de la region de los
carbonilos esta en 170.8, mientras que en la region de las cetonas esta en 191.9 ppm.
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Figura 11. Espectro de CPMAS de 3c de MOD de un Leptosol de temporal.
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Figura 12. Espectro de CPMAS de 3c de MOD de un Leptosol regado durante 20 afios con aguas
residuales.

En la MOD del Leptosol que ha sido regado durante 40 afios con aguas residuales
encontramos que la sefial en -0.3 ppm es la mas intensa de todo el espectro y se encuentra en la
region de los carbonos unidos a silice (Fig. 14). En los carbonos alifaticos encontramos que los



desplazamientos quimicos con las mayores intensidades se encuentran localizados en 16.5
(metilos de cadenas alifaticas lineales) y 45.2 ppm. En los alifaticos base de oxigeno se encuentra
una sefial intensa en 64.9, que puede ser asignada a los grupos -CH(OH)- o CH,-O-C generalmente
dentro de carbohidratos. En los carbonos anoméricos sobresalen las sefales en 99.5 y 103.9 ppm.
Esta ultima puede corresponder al carbono O-C-O dentro de carbohidratos. En los carbonos
aromaticos encontramos que la sefial mds sobresaliente estd en 126.3 ppm y en los aromaticos
base de oxigeno se encuentra en 141.1 ppm. En la regién de los carbonilos encontramos que la
sefial en 169.2 es la mads intensa. Al final del espectro encontramos la sefial en 197.4 ppm.

Los compuestos que constituyen la MOD de un Leptosol regado por 100 afios con aguas
residuales se muestra en la Figura 15. La sefial en -0.5 ppm corresponde a la mayor intesidad en la
region de los carbonos unidos a silice. En la region de los carbonos alifaticos se observan dos
sefiales muy intensas en 20.7 y 39.8 ppm. En la regién de los metoxilos encontramos que la seiial
mas intensa se encuentra en 60.3 ppm. En 71.5 ppm se puede observar la sefial mas intensa de la
region de los alifaticos base de oxigeno, la cual podria corresponder a carbonos CH en posicién 2-5
en carbohidratos. En la regidn de los anoméricos encontramos que la seifial mas intensa estd en
106.0 ppm y podria ser el C; de un polisacdrido. En 127.0 ppm se puede observar la sefial mas
intensa de los carbonos aromaticos y en 140.8 ppm de los aromaticos base de oxigeno. En los
carbonilos encontramos dos sefiales intensas en 168.9 y 171.0 ppm. En la regién de las cetonas
encontramos la sefial mas intensa en 196.7 ppm.

Al integrar el drea bajo el espectro en las diferentes regiones antes mencionadas (Fig. 16)
encontramos que en los Leptosoles la proporcion de los carbonos alifaticos y aromdticos tienen
una distribucién similar, entre 40 y 50%. Es importante sefialar que en el caso del Leptosol regado
por 40 aios con aguas residuales los carbonos unidos a silice representan alrededor del 10%. La
integral de la region del espectro donde se pueden observar los nucleos de carbono unidos a silice
presenta un valor cercano a 10% para el Leptosol regado por 40 afios con aguas residuales;
mientras que en el Leptosol regado por 100 afios el valor de esta integral es cercano a 5%. El grupo
de nucleos de carbono que sugiere una tendencia son los aromaticos base de oxigeno. El valor de
la integral en esta regidén incrementa al aumentar el nimero de afios bajo riego con aguas
residuales. En la regidon de los aromaticos se pueden observar desplazamientos quimicos similares
a los presentes en el agua residual, pero no son los de sefiales mas intensas. Esto podria explicar
gue el incremento en esta seccion del espectro es por la simple adicidn del agua residual. Pasa lo
mismo con el desplazamiento quimico en la region de los aromaticos. En las regiones restantes
del espectro no se puede observar un comportamiento de enriquecimiento o disminucion de
algln nucleo de carbono.
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Figura 13. Espectro de CPMAS de 3c de MOD de un Leptosol regado durante 40 aifos con aguas
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Figura 14. Espectro de CPMAS de 3c de MOD de un Leptosol regado durante 100 aiios con aguas
residuales.
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Figura 15. Resumen de las integrales de los espectros de CPMAS **C de los diferentes tratamientos en Leptosoles.




5.6.3 Vertisoles

En el espectro CPMAS 3C de la MOD de un Vertisol que no ha sido regado con agua
residual, sélo se pueden observar dos sefales intensas en 127.2 y 130.0 ppm. Estas sefiales se
encuentran en la region de los carbonos arématicos base de oxigeno (Fig. 17). En el espectro de
CPMAS de ®C de los compuestos de MOD de un Vertisol que ha sido regado por 20 afios con
aguas residuales podemos observar que en el desplazamiento quimico de -0.8 ppm (Fig. 18) se
encuentra la sefial mas intensa de la regién de carbonos unidos a silice. En la regién donde se
observan los carbonos alifaticos se encuentran las sefiales 14.4 y 18.8 ppm como las mads intensas
en esta region. La sefial en 14.4 corresponde a metilos en cadenas alifaticas lineales, mientras que
la sefial en 18.8 ppm podria asignarse a metilos unidos a carbonos alifaticos terciarios. El
desplazamiento quimico en 61.2 muestra la sefial mas intensa de la regidén de los metoxilos. Los
carbonos alifaticos base de oxigeno con las sefiales mas intensas se encuentran en 64.6 y 67.0
ppm. Ambos podrian asignarse a carbonos CH,(OH) o al Cs y Cs de carbohidrato. En los carbonos
anomeéricos sobresale la sefial en 108.0 ppm; este desplazamiento quimico es similar al del C; enla
celulosa Il. Los desplazamientos quimicos con la sefial mas intensa de carbonos aromaticos se
encuentran en 127.2 y 130.7 ppm; mientras que en los aromaticos base de oxigeno esta en 140.6
ppm. En los carbonilos se puede observar que en 167.9 y 172.8 ppm estdn las sefiales mas
intensas. Al final del espectro sobresalen las seiiales en 192.9 y 196.5 ppm correspondientes a las
cetonas.

En la Figura 19 se muestra el espectro de CPMAS de “*C de los compuestos que conforman
la MOD del Vertisol regado por 40 afios con aguas residuales. En la regién de los carbonos unidos a
silice encontramos que el desplazamiento quimico con la mayor intensidad se encuentra en -1.2
ppm. Las sefiales que sobresalen en la region de los carbonos alifaticos estan en 20.6 y 26.4 ppm.
Ambos podrian asignarse a carbonos alifaticos unidos a carbonos alifaticos terciarios; ya que éstos
tienen un desplazamiento de 17-26 ppm. En la regién de los metoxilos encontramos dos sefiales
intensas localizadas en 53.5 y 55.4 ppm. Estos desplazamientos quimicos pueden asignarse a —
OCHs conectados directamente a estructuras similares a las ligninas y también podrian asignarse a
grupos NCH. El carbono alifatico base de oxigeno que presenta la mayor intensidad se encuentra
en 76.8 ppm. En la region de los anoméricos se observa que las sefiales en 101.6 y 105.5 ppm son
las mas intensas. El desplazamiento de 105.5 ppm podria asignarse a unidades que constituyen a
la lignina, al C5 y Cs de las unidades de guaiacyl y syringyl, respectivamente. El desplazamiento
guimico con la sefial mas intensa en los carbonos aromaticos se encuentra en 127.0 ppm y en los
aromaticos base de oxigeno en 142.1 ppm. En la region de los carbonilos encontramos que las
sefiales mas intensas estan en 170.4 y 173.3 ppm, mientras que en la regién de los cetonas estan
en 193.2y 196.1 ppm.
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Figura 17. Espectro de CPMAS de 3¢ de MOD de un Vertisol regado durante 20 ailos con aguas residuales.



En el espectro CPMAS *C de la MOD de un Vertisol regado por 100 afios con aguas
residuales (Fig. 20) encontramos una sefal en el desplazamiento quimico de -0.2 ppm. En la
regién de los alifaticos encontramos que las sefiales mds intensas se encuentran en 40.9 y 43.3
ppm. El desplazamiento con la mayor intensidad en la region de los metoxilos se encuentra en
60.0 ppm, indicando la presencia de este grupo funcional unido a anillos aromaticos. El carbono
alifatico base de oxigeno que presenta la sefial mas intensa se encuentra en 76.8 ppm, que puede
ser asignado a los grupos -CH(OH)- o CH,-O-C dentro de carbohidratos. Los carbonos anoméricos
con las sefiales mas intensas se encuentran en 103.8 y 105.7 ppm. En la region de los aromaticos
se puede observar la sefial mds intensa del espectro localizada en 126.2 ppm, mientras que en los
aromaticos base de oxigeno se observa en 146.4 ppm la sefial mas intensa en esta regién. En el
desplazamiento quimico de 169.9 se localiza la sefial mds intensa de los carbonilos y en 192.1y
194.4 ppm la correspondiente a las cetonas.

La Figura 21 muestra el resumen de las integrales de los diferentes nuicleos de carbono de
la MOD de los Vertisoles. La distribucion relativa de los nucleos alifaticos (=25%) es menor a la
distribucién de los nucleos aromaticos (=30%). La distribucidn relativa de los nucleos de carbono
unidos a silice muestra una tendencia a disminuir al incrementar el nimero de afios bajo riego con
aguas residuales. Ademas se puede observar un aumento en la distribucidn relativa de los nucleos
metoxilos, alifaticos base de oxigeno, anoméricos, aromaticos base de oxigeno y carbonilos al
aumentar el numero de afios bajo riego con aguas residuales. También se observa un aumento en
la distribucion relativa de los nucleos de carbono provenientes de carbohidratos.
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6 Discusion

6.1 Espectroscopia de ultravioleta

La relacién de la absorbancia a 465 y 665 nm de la materia organica disuelta es
ampliamente utilizada para su caracterizacion. Este cociente conocida como la relacién E4/Es esta
relacionada con el contenido de O (r’= 0.82; p=0.01) y C (r’=-0.73; p=0.05) de los compuestos
orgénicos; se relaciona inversamente con el tamafio de la particula (r’=-0.95; p=0.01) y es
independiente de la concentraciéon de COD (Chen et al., 1977). Este parametro es especialmente
sensible al valor del pH de la solucién (Chen et al., 1977). El efecto del pH en la medicién de las
muestras de este trabajo no es significativo dado que todas las soluciones presentaron un pH
entre 7-8.

El valor en la MOD de los Leptosoles muestra una tendencia a disminuir teniendo el valor
maximo de la relacidn E4/Es en el Leptosol regado por 20 afios (15) y un minimo en el Leptosol
regado por 100 afios (5). Este comportamiento sugiriere un incremento en el tamafio y peso
molecular en los compuestos que conforman la MOD de los Leptosoles. Ademas también podria
indicar que por efecto del riego con aguas residuales la MOD producida en los Leptosoles tiene
una reactividad limitada, ya que los valores de E4/Es, conforme avanza la cronosecuencia, son
similares a los acidos humicos, compuestos con una menor reactividad que los acidos fulvicos
(Rivero, 2004). La relacion E4/Es de la MOD de los Vertisoles regados con aguas residuales se
establece en un valor promedio de 12 similar al valor reportado a los acidos fulvicos (Thomsen et
al., 2006); y en el Vertisol de temporal tiene un valor de 1. Esto sugiere que al introducir el riego
con aguas residuales en los Vertisoles el tamafio molecular de los compuestos de la MOD
disminuye. Esto puede ser favorecido por el incremento en la mineralizacién en suelos regados
con aguas residuales (Lopera, 2005; Herre et al., 2004). Ademas este proceso de mineralizacién, al
introducir el riego con aguas residuales en esta unidad de suelo, produce compuestos mas
reactivos que los compuestos presentes en el Vertisol de temporal. Por ultimo el tamafio
molecular de la MOD en Vertisoles regados con aguas negras tiene un tamafio similar; dado que
Chen et al. (1977) indican que compuestos con valores similares de E4/Es tienen un peso y forma
molecular similar. Mezclas con valores de E4/E6 bajos son compuestos de tamafio pequefio y
probablemente son compuestos que han sobrevivido a la mineralizacién; esto puede coincidir con
un enriquecimiento de compuestos con muchos nucleos aromaticos.

6.2 Anadlisis de grupos carboxilicos a partir de los espectros de
infrarrojo.

Las propiedades quimicas de compuestos organicos que conforman la MOD, en relaciéon a
la unién de cationes y al desarrollo de carga, depende del tipo y las cualidades de los grupos
funcionales en estos compuestos. Un caso en particular son los grupos funcionales organicos
acidos, como los carboxilicos, asociados en la MOD (Lumsdon & Fraser, 2005). El riego con aguas
residuales produce compuestos con mayor concentracion de COOH dentro de la MOD. Esto es
congruente con Sanchez (2006) quien encuentra las mismas tendencias para la materia organica
extractable con agua (MOEA) de las mismas unidades de suelo. Estos resultados son congruentes
con los obtenidos mediante la relacion E,/Eg, dado que a medida que avanza la cronosecuencia en
la MOD de los Vertisoles, donde aumentaba la relacidon E,/Es, se encuentran compuestos mas
reactivos; esto se corrobora con un incremento en la concentracion de los grupos COOH; mientras



que en la MOD de los Leptosoles, donde la relacién E,/Eg disminuye encontramos compuestos con
una reactividad similar.

Una explicacién del aumento en la concentracién de COOH en la MOD la proponen Ristori
et al. (1992) y Wang & Xing (2005) quienes encontraron que al hacer reaccionar MOD con
montmorillonita los compuestos alifaticos son adsorbidos sobre las superficies de este mineral,
mientras que los compuestos aromaticos y con alto contenido grupos carboxilicos se mantienen
en disolucién, manteniendo a los compuestos con alto contenido de grupos carboxilicos dentro de
la solucién del suelo. También Specht et al. (2000) muestran que la adsorcion de MOD sobre
caolinita y montmorillonita esta relacionada con el alto contenido de grupos carboxilicos y con
compuestos con tamafio molecular bajo. De ser cierto esto el incremento en la concentracién de
COOH de la MOD se debe a la desorcidon de los compuestos aromaticos y con alto contenido de
grupos carboxilicos adsorbidos en las superficies minerales.

La concentracion de los COOH en los compuestos de la MOD es de gran importancia; pero,
no sdélo la concentracion de estos grupos funcionales es necesaria para entender el
comportamiento de la MOD en solucién. La localizacidn de estos grupos funcionales, dentro de los
compuestos que constituyen la MOD, también es de suma importancia. En la MOD de los
Leptosoles se encontrd que el ambiente estructural de los COOH es el mismo en los diferentes
tratamientos; como lo muestra la posicion de las bandas de absorcidn de energia correspondiente
a la vibracion simétrica del carboxilato. Esto podria sugerir que la intensidad del proceso de
transformacion de la materia orgdnica en los Leptosoles es tan grande que no importa la fuente de
carbono, agua residual o residuos vegetales, se generan productos similares. Esto se ve reflejado
en ambientes estructurales similares de los carboxilatos. En cambio el ambiente estructural de los
carboxilatos en la MOD de los Vertisoles no presenta el mismo comportamiento, dado que
muestra una gran diversidad en el ambiente estructural de sus carboxilatos. Esta diversidad puede
deberse a la sorcion de diferentes compuestos que contienen grupos carboxilicos sobre la
superficie de las arcillas. Acidos carboxilicos como el citrico y oxalico son adsorbidos casi por
completo por las particulas minerales del suelo, mientras que el acido acético y benzoico no son
adsorbidos (Strobel, 2001). Los compuestos sorbidos pueden desorberse a la solucion del suelo y
son la causa de la diversidad de los carboxilatos.

Lankes et al., 2008 sugieren que los grupos carboxilicos se presentan en todos los
componentes estructurales principales de materia organica del suelo: alifaticos, aromaticos y
polisacaridos. Esto se cumple al encontrar que la posicién de las bandas de absorcién de energia
de los carboxilatos de la MOD, de los Leptosoles y los Vertisoles, coinciden con las
correspondientes al oxalato, malato, citrato, algunos amino acidos (alanina, glicina, glutamato,
astartato), algunos azlcares (D-galactato) y con los carboxilatos presentes en sustancias humicas
segln Hay et al. (2007). El oxalato y el malato estan involucrados dentro de la produccion de
energia como intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos; mientras que malato, malonato
y oxalato se encuentran en la célula para conservar el balance de cargas dentro de ella o para
mantener el potencial osmético de la célula (Jones, 1998). Los 4acidos alifaticos de bajo peso
molecular tienen una concentracién dentro de la solucién del suelo desde menos de 1 pmolL™ a 2
mmolL™" (Strobel, 2001). La concentracién de estos acidos alifaticos estd correlacionada con la
concentracidn del Carbono Organico Disuelto (COD) y constituye menos del 6% de él (Strobel et
al., 1999; Hess et al., 2000). Hay et al. (2007) encuentran que los carboxilatos presentes en los
acidos humicos se restringen a un pequefio rango centrado en 1578 cm™. Esta region corresponde
a los carboxilatos alifaticos a-substituidos, acidos alifaticos que contienen hidroxilos (D-lactato,
gluconato), éteres/ésteres (metoxiacetato, acetoxyacetato), carboxilatos sustituidos en el



carbono-a, acidos aromaticos como el salicilato (ortho-OH) y el furancarboxilato (O-heterociclo),
concluyendo que los carboxilatos tienen un restringido nimero de ambientes estructurales.
Algunos di y policarboxilatos como el malonato y su alqueno-substituido y el diglicolato presentan
bandas de absorcién de energia alrededor de los 1578 cm™. También muestran que es posible la
sustitucion a-OH y a-éter es relativamente mds abundante que la a-COOH. Finalmente, si estos
grupos carboxilos son ambientes estructurales de carbonilos representativos en la MOD, ellos
deben de tener puntos a partir de los cuales puedan unirse a moléculas mas grades.

En las muestras de MOD de Leptosoles encontramos que el desplazamiento quimico mas
intenso en la regién de los carboxilos se encuentra entre 168.9-171.0 y 174.8 ppm. En la MOD de
Vertisoles esta regidn se caracteriza por tener dos sefiales con la misma intensidad, en 167.9-170.4
y 172.8-173.3 ppm. De manera general la sefial en 172 ppm puede asignarse a carbonos
carbonilos/carboxilos en diferentes ambientes estructurales como hemicelulosa, amidas vy
polipeptidos (NC=0) (Keeler et al., 2006; Mao et al., 2007) o grupos carbonilos dentro de los amino
acidos (Lankes et al., 2008). Por otro lado Mao et al. (2001) encontraron que estos grupos COO
deben de estar cerca de protones de O-CH,-. Los grupos COOH, con los desplazamientos quimicos
alrededor de 170 y 173 ppm, se pueden encontrar en alquilos en sustitucién a o B, siendo la
sustitucion mas frecuente en la posicion a (Deshmukh et al.,, 2007). Este tipo de grupos
carboxilicos constituyen entre el 70 y 80% de todos los grupos carboxilicos de la MOD (Deshmukh
et al., 2007). Mao et al., 2003 al estudiar materia organica derivada de biosélidos encontré que los
grupos COO/CON estan cerca de los protones de los grupos OCH y CHs; y que los grupos COO/CON
pueden estar unidos a grupos O-alquilos. En este tipo de carboxilos, derivados de proteinas y
péptidos, constituyen alrededor del 10% del total de los carboxilos dentro de la MOD (Deshmukh
et al., 2007). Por ultimo algunos de los COO estdn unidos a los anillos aromaticos unidos o
funsionados (Mao et al., 2007); pero estos se encuentran en menor proporcion (< 3%) (Deshmukh
etal., 2007).

En general los grupos carboxilicos son sitios de intercambio y junto con las aminas estan
involucradas en la formacion de dimeros y/o el crecimiento de cadenas de diferentes
biomoléculas. Es probable que involucre la formacién de puentes por medio de grupos carboxilicos
entre diferentes unidades para construir los compuestos de la MOD (Jansen et al., 1996).

6.3 RNMde sdlidos 13C

Todos los espectros de *C de muestras de MOD presentan sefial en el rango de las 0-28
ppm, correspondiente a los grupos CH; unidos a carbono; excepto en el correspondiente a la MOD
proveniente de un Vertisol de temporal. Los desplazamientos con las sefiales mas intensas en esta
region estdn en 13.7, 13.6, 14,27 y 16.5, 20.7 en la MOD de los Leptosoles regados con agua
residual por 0, 20, 40 y 100 afios. En la medida de que aumenta el nimero de afos bajo riego con
agua residual, el desplazamiento quimico de los metilos, con la mayor intensidad, se desplaza
hacia mayores ppm. Este cambio podria ser por efecto directo de la adicion de la MOD presente
en el agua residual, dado que la MOD del agua residual presenta una gran abundancia de metilos
con un desplazamiento de 20.5 ppm. El mismo comportamiento se repite en la MOD de Vertisoles;
sélo que la sefial alrededor de las 20 ppm es muy intensa a partir de los 40 afios bajo riego. El
metilo de una cadena alifdtica linear puede aparecer en 15 ppm (Mao et al., 2001), el
desplazamiento quimico de 20 ppm generalmente es asignado a grupos metilos terminales (Keeler
et al., 2006), también un metilo pegado a un anillo arilico aparece cerca de 20 ppm (Wilson et al.,



1983) y un metilo pegado a un carbono alifatico terciario aparece en el rango de 17-26 ppm (Wu &
Zilm, 1993). La sefial alrededor de las 21 ppm puede ser asignada a las cadenas laterales de
metilos dentro de polisacaridos (grupo N-acetil) (Lankes et al., 2008). En la MOD del agua residual
encontramos que los metilos pegados a carbono alifaticos terciarios son mas abundantes, que los
metilos dentro de cadenas alifaticas lineales, debido a que la sefial 2 20.5 y 26.5 ppm es mayor que
la sefial en 14.7 ppm. Esto es congruente con lo encontrado por Mao et al. (2001), quienes
reportan que los grupos metilos parecen estar unidos a carbonos alifaticos y a alifaticos base de
oxigeno (O-alquilo); pero no a carbonos aromaticos. El desplazamiento quimico de 30 ppm
generalmente es asignado a metileno en cadenas alifaticas y polipéptidos y a grupos CH; de
grupos acetal pegado a estructuras alifaticas (Keeler et al., 2006). En la MOD tanto de Leptosoles,
Vertisoles y agua residual esta sefal si aparece dentro de los espectros pero no es de gran
intensidad.

Es posible detectar la presencia de cadenas de (CH,), por la sefial presente entre 27.45-
33.0 ppm (Kogel-Knabner et al., 1992; Hu et al., 2000). Hu et al. (2000) identificaron y
caracterizaron la presencia de micelas compuestas de cadenas de poli-metileno, cristalinas y
amorfas en varias sustancias humicas; modificando la idea de que la MOS fuera considerada
amorfa. Las cadenas amorfas de poli-metileno se encuentran entre 27.45-31.7 ppm (Kogel-
Knabner et al., 1992) y las cadenas de poli-metileno cristalinas se encuentran entre las 31.7-33.0
ppm (Hu et al., 2000). En el Leptosol de temporal y el regado por 20 afios con agua residual se
encontraron sefiales provenientes de las cadenas amorfas de (CH,), en 30.0 y 31.4 ppm. En el
Leptosol regado por 40 afios con aguas residuales la sefial de las cadenas (CH,), amorfas (30.0
ppm) y crsitalinas (31.7 ppm) es similar. En el Leptosol regado por 100 afios con agua residual
encontramos que las cadenas cristalinas de (CH,), a 32.9 ppm son mas abundantes que las
cadenas amorfas de (CH,),. Esto indica que por efecto del riego con aguas residuales las cadenas
cristalinas de (CH;), se acumulan debido a que presentan una mayor resistencia a la mineralizacién
y a que los microrganismos prefieren a los compuestos que tienen cadenas de (CH,), amorfas. En
la MOD de Vertisoles regados durante 20, 40 y 100 afios con aguas residuales se encontraron
ambos tipos de cadenas de (CH,),, cristalinas y amorfas. Las cadenas amorfas de (CH,), en los
Leptosoles regados por 20, 40 y 100 afios presentan un desplazamiento quimico en 29.6, 29.4 y
29.7 ppm, respectivamente. Mientras que las cadenas cristalinas de (CH,), se encuentran en
desplazamientos quimicos de 32.3, 31.7 y 31.9 ppm, para Vertisoles regados por 20, 40 y 100 afios
respectivamente. La sefal tiene la misma intensidad, de los diferentes tipos de cadenas de (CH;),,
en la MOS de los Vertisoles sometidos al riego con aguas residuales. En el agua residual se
encuentran cadenas amorfas de (CH,),, ya que presentan un desplazamiento quimico de 30.4
ppm. Las cadenas de (CH,), cristalinas son casi inmdviles. Incluso pensando que las regiones
cristalinas y amorfas tengan una estructura quimica similar, ellas exhiben desplazamientos
guimicos un poco diferentes debido a diferencias en su conformaciéon (Hu et al., 2000). En el
estado cristalino todas las cadenas de (CH;), son trans, mientras que en el estado amorfo, las
cadenas tienen ambas conformaciones trans y gauche. Debido al efecto de y-gauche la sefial
cristalina y amorfa aparece en diferente desplazamiento quimico. Se ha reportado en la literatura
la presencia de sefiales intensas entre 30-33 ppm, indicando la presencia de estos tipos de
cadenas de (CH,), en diferentes muestras de MOS. Sin embargo la naturaleza semi-cristalina de
estos componentes no fue reconocida debido a que las caracteristicas de estos dos picos, los
correspondientes a cadenas cristalinas y amorfas, no estan resueltos en el espectro.

Las largas cadenas alifdticas pueden agregarse para formar un dominio hidrofébico
ademas de contribuir en el incremento del tamafo molecular (Conte et al., 2006). Los



componentes alifaticos pueden asociarse por si mismos en medios acuosos por efectos
hidrofdbicos que reducen la energia de solvatacién de diferentes moléculas apolares en solucién
(Conte et al., 2006), de ahi asume que esta estabilizacion termodindamica produce la estructura
supra-molecular que produce un tamafio molecular grande (Conte et al., 2006). Kégel-Knabner et
al. (1992) investigando MOS proveniente de suelos forestales mediante el uso de RMN en estado
sélido encontré que la seial de (CH,), en la cercania de 30 ppm puede descomponerse en partes
mas rigidas y mas moviles, y que la fraccidn rigida se incrementa con la profundidad de la cual
proviene la muestra. En vista de los resultado mostrados por Hu et al. (2000) y Kégel-Knabner et
al. (1992) es de esperarse que las partes mas rigidas sean cristalinas, debido a que son mas
resistentes a la degradacion y tienen un tiempo de residencia mayor que las cadenas amorfas. El
origen del (CH,), componente puede derivar de biopolimeros alifaticos como cutina o suberina,
presentes en las capas protectoras de las plantas superiores terrestres o de polimeros similares de
la pared celular de algas (Hu et al., 2000). Estos compuestos conforman los lipidos en el suelo y
estan constituidos de acidos grasos interestratificados enlazados con compuestos poliaromaticos o
polialifaticos (Bernards et al., 1998). A pesar de su baja concentracién inicial en los organismos, el
alto potencial de preservacion como estructura resultara en su enriquecimiento selectivo durante
la diagénesis (Kogel-Knabner et al., 2000). Huang et al. (1999) mostraron que la descomposicion-
resistencia de los n-alcanos de la materia orgdnica tiene una edad de radio carbono ~13000 afios.
Hu et al. (2000) proponen que la resistencia a la degradacion, por lo menos parcialmente, se debe
a la naturaleza semi-cristalina de las cadenas de poli-metileno. Esto las hace inaccesibles al ataque
enzimdatico y mas dificil de degradar que su contraparte amorfa. La presencia de cristales de poli-
metileno puede contribuir a propiedades especificas del suelo ya que tienen un acceso mas
limitado a moléculas pequefias que las regiones amorfas, por lo cual deben de tener diferente
capacidad de absorcidn. Por otra parte, las regiones amorfas moviles de poli-metileno pueden
proveer de sitios de adsorcion a moléculas no polares, incrementando su afinidad a moléculas
como el diclorobenzeno y el naftaleno (Hu et al., 2000). Debido a su excepcional estabilidad
biolégica, el componente cristalino de las cadenas de poli-metileno, debe servir como un
“estandar interno” de la evolucion de MOS (Hu et al.,, 2000). La relativa acumulacién de
estructuras alquilo en el suelo probablemente es debido a un enriquecimiento in situ ocasionado
por la descomposicién de carbohidratos (Ahmad et al., 2001). El componente C alquilo de la MOS
es reportado como mayor en la fraccién arcillosa (Ahmad et al., 2001). La presencia de altos
contenidos de C alquilo indica que la adsorcién de MOS sobre la superficie de las arcillas minerales
incrementa su estabilidad con estructuras altamente alifaticas (Skjemstad et al., 1986).

Desplazamientos quimicos con un valor alrededor de 55 ppm los podemos encontrar en la
MOD de suelos con el mayor tiempo bajo riego con aguas residuales (Lep 40 y 100 y Ver 40 y 100).
Esta regidon corresponde a los OCH; metoxilos. Las sefiales en esta region pueden indicar la
presencia de ligninas dentro de la MOD; siempre y cuando estén acompafiadas de sefiales de
aromaticos base de oxigeno (150ppm)(Mao et al., 2007). Esto sélo se observa en la MOD
proveniente de Vertisoles regados por 20 y 40 afos. Sin embargo su distribucién no ha de ser muy
extendida, ya que, la sefial a 150 ppm no es la mds intensa dentro de la region de los aromaticos
base de oxigeno. El pico presente en 55ppm segin Mao et al. (2001) en muestras de MOD
corresponde a un grupo OCH; conectado directamente a un anillo aromatico cerca de un carbono
arilico protonado, en una estructura similar a la lignina: C,;omH-Carom-O-CH3; pero también puede
corresponder a un grupo NCH (Mao et al., 2003). Ademas la sefial que se encuentra en 56 ppm
podria indicar también la presencia de hemicelulosa (Kégel-Knabner, 2002). Este es el caso de la
MOD del Leptosol que no ha sido regado con aguas residuales, dado que presenta una sefial
intensa en 56.1 ppm. La metabolizacién de estos compuestos contribuye a la formacion de la



materia organica del suelo junto con los alquilos alifaticos y carbonilos. La sefial presente en 57
ppm puede asignarse al C, de polipéptidos, (-C(0)-C*(R)H-NH-), (Keeler et al., 2006). Por ultimo
Mao et al. (2001) estiman que 1 de cada 3 grupos C-O aromaticos esta unido a un grupo OCHs.

Los grupos funcionales N-alquilos, O-alquilos generalmente son considerados estructuras
|abiles dado que presentan una facil degradacién por diversos microorganismos. Los carbohidratos
pueden identificarse por la sefial en el rango de 65-85 ppm que puede ser asignada a los grupos -
CH(OH)- o CH,-0-C, por la sefal en 60 ppm atribuida a los grupos CH,(OH) de carbohidratos (Mao
et al., 2001); y por el carbono anomérico que presentan un pico entre 100-105 ppm (O-C-0O). En la
MOD analizada en este trabajo se pudieron observar sefales en los diversos desplazamientos
guimicos dentro de estos rangos de resonancia. Indicando la presencia de estos compuestos
dentro de la MOD de los suelos. Mao et al. (2001) sugiere que la mayoria de los carbonos alifaticos
base de oxigeno estén dominantemente dentro de carbohidratos; los cuales comprenden entre el
5-25% de la MOS (Stevenson, 1994). Los carbonos anoméricos presentes en la MOD pueden
derivarse de multiples compuestos; por ejemplo, la sefial a 64 ppm es causada por el C6-hexosa o
C5-pentosa (Kogel-Knabner, 2002), sefial que se encuentra en los espectros de *C de Lep 20, Lep
40, Ver 20 y Ver 40. Fischer et al. (2007), encontraron que el 29.9% de los carbohidratos presentes
en la solucién de suelo corresponden a glucosa. Davies et al. (2002) encontraron que la sefial
dentro del rango de 64-66 ppm corresponde al C6 de la celulosa I. La sefial presente en 72 ppm
corresponde a carbonos (CH) en posicidon 2-5 de carbohidratos (Keeler et al., 2006). La sefial a 72
ppm puede corresponder al C2, C3 y C5 en hexosas (celulosas y hemicelulosas), pero también al C2
y C3 en pentosas (en hemicelulosa) (Kégel-Knabner, 2002). Mao et al. (2001) encontraron dos
tipos de grupos anoméricos, acetal protonado O-CHR-O (99 ppm), cetona no protonado, y O-CRR’-
O (108 ppm) (Wilson et al., 1983). El desplazamiento quimico de 107.7 se asigna al C1 de la
celulosa Il (Davies et al., 2002), como en el caso de la MOD del Leptosol que no ha sido regado. La
sefial a 102.3 ppm se asigna tentativamente al C1 de manosa en la galacto-glucomanona (Davies et
al., 2002). El carbono anomerico en un fragmento de glucosa tiene un desplazamiento quimico
alrededor de 104 ppm, el valor exacto de su desplazamiento depende de la siguiente unidad de
azucar a la cual este unido (Keeler et al., 2006). El C2 de las estructuras de lignina guaiacyl y la
syringyl y el C6 de las unidades de syringyl tienen un desplazamiento quimico de 105 ppm (Keeler
et al., 2006). El pico en 108 también podria corresponder a taninos (Mao et al., 2001). Las
estructuras derivadas de taninos, las cuales contienen carbonos aromdticos no-protonados,
pueden resonar o presentan sefial a las 105 ppm (Mao et al., 2001)

Durante el proceso de descomposiciéon el carbono O-alquilo tiende a decrecer y la
proporcién de C-alquilo tiende a incrementar (Baldock et al., 1997). En general la concentracion de
los grupos N-alkilos y O-alkilos suman alrededor del 10% de la materia organica disuelta del suelo,
esta fraccion estd constituida de carbohidratos (2.41umolL™), amino &cidos (8.18 umolL™) y &cidos
carboxilicos (Strobel, 2001; Fischer et al., 2007). La sefial que se distingue en 105 ppm es
caracteristica del carbono anomérico C1 de polisacaridos en un enlace glicosidico (Kogel-Knabner,
2002). El efecto del riego con aguas residuales en este grupo de nucleos de carbono comienza a
ser notorio en la MOD del Leptosol regado por 100 aios y en la MOD de los Vertisoles regados por
40 y 100 afios. Esto debido a que la sefial mas intensa generada por los carbonos anémericos se
localiza en entre 105.7 y 106.0 ppm en las muestras de MOD provenientes de suelo, mientras que
en el agua residual se encuentra en 105.8, encontrando el mismo comportamiento que en el caso
de los nucleos provenientes de metoxilos.

Los carbohidratos forman la fraccion hidrofdbica de la MOD que esta compuesta por una
estructura polimérica de carbohidratos unidos covalentemente (Chefez et al., 2006). La



abundancia de sistemas similares a los carbohidratos aparentemente decrecen con el decremento
del tamafio molecular (Conte et al., 2006). Los compuestos con una alta concentracion de N-alkys
, O-alkys y acetals (provenientes de carbohidratos) representan un sustrato mas facilmente
degradables o mas vulnerables a la degradacién microbiana (Kégel-Knabner, 2002; Sjogersten et
al., 2003). La mayoria de los carbohidratos derivados de plantas, que contienen nucleos O-alkilos,
son degradados preferentemente en el suelo (Hopkins et al., 1997), mientras que los compuestos
mas recalcitrantes comienzan a ser estabilizados y pueden persistir en el suelo por muchos miles
de afios (Wang & Chang, 2002). La degradacion de estos y otros compuestos de C incrementan la
concentraciéon de los compuestos alquilos, formados como productos metabdlicos de organismos
degradadores y/o a través de la transformacién de las estructuras O-alquilos originales a formas
mas recalcitrantes (Hopkins, et al., 1997). Esto podria hacer util la relacién alquilos/O-alquilos
como un indicador de humificacién o degradacidn. Los amino acidos que se encuentran dentro de
la solucion del suelo son alanina (14.4%), glicina (13.4%), acido glutdmico (9.9%), serina (9.4%) y
leucina (9.3%) (Fischer et al., 2007). Los amino azucares como la galactosamina y glucosamina
forman el 10.8 % (Fischer et al., 2007). La materia orgdnica del suelo puede contener proteinas
qgue reflejen la composicion proteinica de las células presentes en el suelo; es por eso que las
categorias de proteinas mas abundantes dentro de la materia orgdnica del suelo son las
encargadas de la sintesis de proteinas y las enzimas metabdlicas (Schulze, 2005). Diferentes
elementos estructurales de la lignina ocurren en la regién de los O-alquilos (Kégel-Knabner, 2002).

Los desplazamientos quimicos que se encuentran dentro de la region de los aromaticos se
pueden agrupar en taninos, ligninas, y algunos residuos como la cutina y la suberina, (Sjogersten et
al., 2003). Los carbonos aromaticos protonados y no-protonados no unidos a oxigeno aparecen en
el rango de 110-135 ppm. Dos tipos de carbonos aromaticos protonados de la MOD se observan
cerca de 117 y 127 ppm (Mao et al., 2001); siendo los carbonos aromaticos localizados alrededor
de 127 ppm los que encontramos en la MOD de suelos y pueden atribuirse a la presencia de
lignina. En la MOD del agua residual y la proveniente del Vertisol de temporal y el regado por 20
afios se encontré una sefial alrededor de 130 ppm; ésta puede ser producida por cadenas
aromaticas laterales de polipéptidos (Keeler et al., 2006); por otro lado ese pico principal podria
corresponder a carbonos aromaticos no-protonados que no estan unidos a oxigeno, ya que éstos
pueden encontrarse en 131 ppm (Mao et al., 2001). Las estructuras aromaticas son mas rigidas
que las estructuras alifaticas; ademas pueden ser mas resistentes a la oxidacion que las
estructuras alifaticas debido a la estabilizacion mesomérica (Schaumann, 2006). Esta fraccion es
importante dado que la hidrofobicidad de la MOD generalmente se origina por el dominio
aromatico y alquilo de sus componentes; mientras que Murphy & Zachara (1995) la consideran
como el dominio mas hidrofdbico y son los sitios mds energéticos y de uniones mas fuertes.

El desplazamiento quimico de 150 ppm frecuentemente es identificado con carbonos base
de oxigeno dentro de estructuras aromaticas los cuales incluyen los grupos C-OCH;3 y C-OH (Keeler
et al., 2006), los grupos fendlicos y ether aromaticos (Mao et al., 2001) y la presencia de carbonos
aromaticos presentes en ligninas (Kogel-Knabner, 2002). El la MOD proveniente de suelos
encontramos que el desplazamiento con la sefial mas intensa se encuentra alrededor de las 141
ppm. Sélo la MOD del Vertisol regado por 100 afios presenta la maxima intensidad en 146.4, el
cual tiene una gran similitud con el encontrado en la MOD del agua residual (145.0 ppm). La sefial
de grupos fendlicos en a 148 ppm y 153 ppm son frecuentemente encontradas en ligninas de
angiospermas (Gil & Pascoal Neto, 1999). En todos los espectros de MOD se puede observar una
sefial alrededor de los 150 ppm, esto sugiere la presencia de ligninas dentro de esta coleccion de
compuestos orgdnicos. La lignina es una macro-molécula tri-dimensional constituida de unidades



de fenil-propano; formada por polimerizacién aleatoria de estas unidades (Kogel-Knabner, 2002).
Después de los polisacaridos la lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en la
naturaleza y contribuye en gran medida a la acumulacion de biomasa terrestre (Kogel-Knabner,
2002). La persistencia de las ligninas dentro de la MOS se debe a que es un compuesto resistente a
la rdpida descomposicién microbiana; sélo un grupo reducido de hongos descomponen ligninas
hasta CO, (Kégel-Knabner, 2002). Estos compuestos requieren de sistemas enzimaticos mas
especializados y generalmente son metabolizados en estadios tardios por un nimero reducido de
microorganismos como los lignoliticos (Sjogersten et al., 2003). La mayoria de los organismos
inducen cambios estructurales en las ligninas; pero no son capaces de realizar la mineralizacion
completa de ellas (Kogel-Knabner, 2002). La descomposicion de la lignina es un proceso oxidativo y
no se descomponen bajo condiciones anaerdbicas (Kirk and Farrel, 1987). Durante su
biodegradacién se introducen grupos carboxilos dentro de la molécula. Los taninos son estructuras
aromaticas provenientes de materiales vegetales que resuenan en la regién de los aromaticos y
carbohidratos. Estos son importantes entradas para la materia organica del suelo (Sjogersten et
al., 2003). La cutina es una macromolécula que proviene de la cuticula de las plantas la cual posee
un bajo peso molecular similar al de las grasas; es un polimero condensado de acidos grasos di-
hidroxi, trihidroxi y epoxy; con una cadena de 16 y 18 carbonos de longitud (Cis y Cig)(KOgel-
Kanber, 2002). En el grupo Cy, el acido dihidroxi-palmitico domina y en el grupo C;z el 4cido oleico
y el hidroxioleico dominan. Estas unidades estan unidas por enlaces éster y éter (Kolattukufy,
1981). La suberina es un componente de la pared celular y compone la superficie de la peridermis
de partes aéreas y subterraneas de las plantas (Kogel-Knabner, 2002). La suberina estd compuesto
de mondmeros con cadena de 20 a 30 carbonos (Cy-Cs), en particular 1-alcanol, acidos grasos y
acido o, wdioico con cadenas Cy50 Cys.

6.4 Perspectivas

6.4.1 Contaminantes organicos.

La interacciéon entre contaminantes orgdnicos problematicos como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, pesticidas y herbicidas con la MOS ha sido el enfoque de diversos estudios
por mas de cuatro décadas. La biodisponibilidad, toxicidad, persistencia, destino y transporte de
estas moléculas organicas en el suelos esta fuertemente afectada por la adsorcidn a la fase sélida y
soluble de la materia organica del suelo (Smernick, 2005; Simpson, 2006). Sin embargo, el
mecanismo preciso de incorporacion a la MOS es escasamente entendido, y por lo tanto un
término inespecifico como sorcién es usado para describir el movimiento del contaminante hacia
la fase acuosa del suelo. El uso de la palabra “sorcidn” implica que uno o mas de los procesos de
incorporacién estan ocurriendo e incluyen adsorcién, absorcion y particién (notando que el
termino absorcién y particion frecuentemente suele usarse de manera indistinta para describir el
mismo proceso).

La materia organica es el adsorbente mas importante de compuestos organicos
hidrofdébicos no idnicos. En particular la MOD se sabe que pude modificar el comportamiento de
los compuestos organicos no solubles en agua (Silke et al., 2004); aunque el papel que desempefia
en la sorcidn y transporte de estos compuestos organicos no se ha entendido completamente
(Chefez et al., 2006). Hantcher et al. (1993) observd una unién enzimaticamente mediada, para la
formacidon de una unién covalente, entre el 2,4-diclorofenol y los acidos fulvicos. En esta
investigacion también reportan la formacién de uniones C-O y C-C entre los compuestos de 2,4-
diclorofenol, marcados con *C, y los acidos humicos. La interaccién entre acenaftaleno y acidos



humicos se lleva a cabo mediante interacciones estrictamente no covalentes que ocurren dentro
de la fraccion hidrofébica de dichos acidos (Nanny et al., 1997). La interaccién de los compuestos
organicos como la atrazina se da por efecto de interacciones sorbente-sorbato no especificas dado
qgue adsorbentes con algln contenido de grupos carboxilicos presentan un potencial de sorcion
bajo (Chefez et al., 2006).

El empleo de diferentes fracciones quimicas de la MOS en estudios de adsorcion de
contaminantes ha producido muchas relaciones empiricas entre el comportamiento en la
adsorciéon del contaminante y la estructura de la MOS (Simpson, 2006). Numerosas investigaciones
han hecho la hipdtesis que la matriz de la MOS estd constituida de varios compuestos que
contiene varios dominios con diferentes propiedades de adsorcidén. Hay un interés particular en la
identificacion de los componentes o dominios que generan la fuerte adsorciéon sobre la MOS.
Existen reportes de que la capacidad de absorber compuestos organicos estd correlacionada
negativamente con ciertos indicadores de polaridad de la MOS derivados de diferentes relaciones
entre los nucleos de carbono presentes en la MOS. Por ejemplo, Garbarini & Lion (1986) reportan
que la sorcidn de tolueno y tricloroetileno a los dcidos humicos y fulvicos y a las huminas no puede
ser explicado Unicamente por el contenido de carbono. Ellos proponen que los grupos funcionales
gue contienen oxigeno proveen una prediccidn mas precisa de su comportamiento. De ahi que se
haya generado, o generalizado, la hipdtesis de que un alto contenido de grupos carboxilicos y altos
valores de acidez total conducen a un incremento en la adsorcién de compuestos como la atrazina
debido a la formacién de puentes de hidrogeno (Chefez et al., 2006); aunque, dicha hipdtesis no
siempre se cumple (Chefez et al., 2006). Kike et al. (1999) propone un indicador de grupos
funcionales polares, la suma de carbohidratos y carbonilos (ésteres y amidas), de la MOS para
explicar las diferencias en la capacidad de absorcién de tetracloruros. Encontrando que el
coeficiente de particién estuvo pobremente correlacionado con el indicador de polaridad. Ellos
concluyeron que la aromaticidad y alifaticidad de la MOS son malos indicadores para la sorcién de
compuestos organicos hidrofdbicos no idnicos. Los componentes similares a los acidos grasos y
alcanos interactuan, probablemente, mediante puentes de hidrégeno con los contaminantes
organicos no idnicos (Ahmad et al., 2001). Sin embargo se ha reportado una correlacién positiva
entre la capacidad de absorcién de los compuestos organicos hidrofébicos no idnicos y la
aromaticidad de la MOS (Chin et al., 1997; Perminova et al., 1999; Smernick, 2005) como en el
caso del pireno (Gauthier et al., 1987), naftaleno, fenantreno, benzofenonén (Smernick, 2005);
aunque existan trabajos que muestren lo contario para el caso del fenantreno (Chefetz et al.,
2000; Mao et al., 2002). Mao et al. (2002) encontraron una correlacién positiva al relacionar la
fraccion de cadenas amorfas de poli-metileno y el coeficiente de actividad entre la MOS vy el
fenantreno. El 20-50% de todos los segmentos alifaticos no polares estan asociados con cadenas
de poli-metileno y son las responsables de dicha correlacion. En contraste la correlacidén entre la
capacidad del fenantreno y la aromaticidad o polaridad del adsorbente fue insignificante. Los
resultados encontrados por Mao et al. (2002) contradicen la hipdtesis de que la adsorcién de
compuestos hidrofobicos no idnicos se lleva a cabo en el dominio aromatico. La aparente
contradiccidon en los diferentes estudios que consideran a componentes como la aromaticidad y la
alifaticidad responsables de la adsorcidon de los compuestos organicos hidrofébicos no idnicos
puede ser de hecho compatibles. La influencia de ambos componentes pueden reflejar la compleja
estructura de la MOS y conduce al comportamiento no linear en la adsorcidén de estos compuestos
(Mao et al., 2002). Simpson (2003) encontrd que el incremento en el coeficiente de distribucion
del fenantreno no puede ser atribuido a un grupo estructural especifico (aromaticidad vs
alifaticidad), conduciendo a la conclusidon de que no deben usarse solamente las caracteristicas



estructurales para predecir el comportamiento de los diferentes contaminantes debido a diversos
factores, como la accesibilidad a los sitios de intercambio que estan involucrados (Simpson, 2003).

Una aproximacion para conocer las interacciones de la materia organica del suelo con
algln compuesto organico es determinar el coeficiente de sorcién normalizado por unidad de
carbono organico, K, (Delort et al.,, 2004). El K. relaciona las caracteristicas estructurales,
concentracién de grupos carboxilicos, carbonilos, aromaticos y alifaticos, con la concentracion del
contaminante en solucidn. Las correlaciones encontradas entre los valores de K, y los grupos
funcionales deberian, en un principio, permitir la posible extrapolacién entre un contaminante y
un suelo de composicion conocida (Delort et al., 2004). Bonin & Simpson (2007) encontraron que
las diferencias en el K,. entre muestras de suelo completo no pueden ser explicados solamente
mediante la aromaticidad o alifaticidad. También encontraron que las diferencias en los valores de
Koc encontrados no pueden ser explicadas por las caracteristicas estructurales de dichos
compuestos, ya que son muy similares. Estos investigadores concluyen que el arreglo fisico de la
MOS es importante en la absorcion de los compuestos hidrofébicos no idnicos y en el cual las
arcillas minerales tienen un papel fundamental por modificar la conformaciodn fisica de la MOS y la
disponibilidad del dominio de adsorcion. Segin Ahmad et al. (2001) la mejor correlacion entre el
Koc (adsorcién por unidad de carbono) y el carbary 1-naftil metilcabamato y el phosalone (S-6-
cloro-2,3-dihidro-2-oxobenzoxazol-3-metil O,0-dietil fosfoditioato) se presenta con la fraccién aril
y O-aril. Ademas ambos coeficientes aumentan con el decremento de los carbonos alquilo. Ahmad
et al. (2001) encontraron que la aromaticidad de la MOS tiene un impacto significativo sobre la
adsorcion de ambos pesticidas. En suelos donde la composicién de la MOD muestra algunas
diferencias, como es el caso de la MOD de los Leptosoles y los Vertisoles regados con agua
residual, los coeficientes de sorcién podrian presentar valores diferentes. Silke et al. (2004)
estudiaron la distribucion de hidrocarburos, producto de los derrames de petrdleo, en el
Histosoles y encontraron que el Kpoc en suelos con derrames de petréleo recientes es mayor que
en suelos con derrames antiguos. En ese trabajo los autores indican que trabajos sobre la calidad
de la MOD son necesarios para el entendimiento del transporte de hidrocarburos. Ademas las
caracteristicas estructurales de la MOD pueden hacerla competir con la materia organica sélida
del suelo y provocar una mayor solubilidad de los contaminantes orgdnicos y determinar su
movilidad a través de los diferentes compartimentos del ambiente.

6.4.2 Interaccion MOD y minerales del suelo

El entendimiento de la naturaleza de la unién quimica entre la materia organica del suelo y
las arcillas minerales es un importante paso en el entendimiento del destino y biodisponibilidad de
compuestos organicos en el suelo (Kubicki et al., 1997). El modo preciso o la combinacién de
mecanismos de la sorcién de materia organica actualmente es un tema en debate; sin embargo,
muchas investigaciones han proporcionado una idea de la relacién de la materia orgdnica con la
superficie de arcillas minerales (Simpson et al., 2006).

La materia orgdnica asociada con caolinita se encuentra hasta cierto punto libre o esta
débilmente unida a la superficie de hidréxido de aluminio, la asociacion con las esmectitas se lleva
a cabo mediante puentes catiénicos (Wattel-Koekkoek et al., 2003). Mientras que la interaccién
con las illitas se lleva a cabo mediante el grupo carboxilico y el octaedro de aluminio localizado en
la arista de la arcilla (Kubicki et al., 1997). En consecuencia la distribucion del tamafio y del tipo de
particulas y las condiciones de drenaje modifican las caracteristicas de los compuestos presentes o
gue conforman la materia organica de esos suelos (Mao et al., 2007); en otras palabras, la
mineralogia de las arcillas afecta la descomposicién de la materia organica del suelo (Wattel-



Koekkoek et al., 2003). Las interacciones de la unién organo-mineral son mas fuertes que las
uniones por puentes de H o van der Waals (Kubicki et al., 1997). Estas diferencias sugieren
diferentes interacciones entre la materia orgéanica y los tipos de arcillas. Simpson et al, (2006)
destaca los siguientes elementos del proceso de adsorcién de materia orgdnica sobre la superficie
de las arcillas minerales. Este proceso es 1) competitivo, los compuestos de alto peso molecular
son adsorbido preferencialmente sobre estos minerales, 2) la adsorcion de la materia organica se
incrementa inversamente proporcional al valor del pH, 3) el nimero de capas de materia organica
varia con la concentracion de los compuestos organicos y 4) la adsorcion sobre la superficie
mineral es reversible y competitiva. Los compuestos alifaticos se adsorben preferencialmente
sobre la superficie de las arcillas minerales, mientras que los carbohidratos y amino &cidos
permanecen en la solucién o en el sobrenadante. Esto explicaria la naturaleza altamente alifatica
de la materia orgénica adsorbida en la fraccidn arcillosa de suelos y sedimentos (Simpson et al.,
2006). Wattel-Koekkoek et al. (2003) encontraron que la materia organica del suelo asociada a
esmectitas tiene una relativamente baja taza de recambio (1089 afios). Simpson et al. (2006)
encontraron que los acidos alifaticos y los metil ésteres se unen preferencialmente a la superficie
de las arcillas en la presencia de carbohidratos y amino acidos simples. Esto sugiere que ambas
clases de compuestos tienen una afinidad similar por las superficies minerales
independientemente de grupo funcional terminal. Una vez formada la asociacion entre una
cadena alifatica y la superficie de la arcilla puede ser fuerte y no tan facilmente reversible. El
mecanismo por medio del cual estos grupos polares interactian no esta lo suficientemente claro.
Una propuesta es que estos grupos polares son forzados a la superficie de la arcilla como resultado
de la fuerte interaccién entre la larga cola hidrofébica y la arcilla; o si estos grupos polares
promueven la asociacion por si mismos. Murphy et al. (1992), Kubicki et al. (1997) y Simpson et al.
(2006) sugieren que la formacion de la unién covalente Al-O-C a partir del R-COO" y el octaedro de
aluminio se realiza al desplaza las moléculas de agua en la superficie del mineral promoviendo la
unioén. Las especies con un dominio aromdatico también presentan una afinidad por la superficies
de las arcillas pero es de menor intensidad que la presentada por las especies alifaticas.
Finalmente Simpson et al. (2006) y Mahieu et al. (1999) encontraron que la materia organica
asociada con las fracciones minerales tiende a ser mas alifatica que la presente en el suelo
completo y que estos compuestos estan constituidos de grupos polares y cadenas y anillos
hidrofdbicos, los cuales son preferencialmente adsorbidos por la superficie de la montmorillonita.



7 Conclusiones

El riego con aguas residuales modifica la calidad de la materia organica disuelta de los
Leptosoles, como lo muestra la relacion E4/Es. La relacion muestra que conforme avanza el tiempo
bajo riego con aguas residuales el tamafio y peso moleculares aumenta y son compuestos con
reactividad limitada. La reactividad limitada se corroboré mediante la espectrometria de
infrarrojo; la cual muestra que la concentraciéon de COOH en la MOD de los Leptosoles es similar
entre ellos, aunque siguiere una tendencia a aumentar la concentracion de COOH conforme
aumenta el nimero de afios bajo riego con aguas residuales. Adicionalmente el ambiente
estructural del carboxilato (COO’) en la MOD de los Leptosoles es el mismo en todas las muestras.
La distribucion relativa de los diferentes nucleos de carbono en la MOD de Leptosoles es la misma;
se observa la tendencia a incrementar la distribucion relativa de los nicleos aromaticos base de
oxigeno. Esto sugiere que el proceso de transformacion de la materia organica en los Leptosoles
genera productos similares, al menos en el caso de los COO’, y en la distribucién relativa de
nucleos de carbono, no importando la fuente de carbono, ya sea, vegetacidén natural, residuos de
cosecha o MOD de aguas residuales. Ademds analizando los desplazamientos quimicos mas
intensos de las diferentes regiones del espectro se encontré que sélo después de regar por 100
afios con aguas residuales, los desplazamientos quimicos en la MOD de Leptsosoles son similares a
los encontrados en la MOD del agua residual. Las semejanzas son en los nucleos provenientes de
metilos unidos a carbonos alifaticos tericarios y anoméricos.

El riego con aguas residuales modifica la calidad de la materia orgdnica disuelta de los
Vertisoles produciendo compuestos con tamafio y reactividad similar. El tamafio de los
compuestos disminuye y la reactividad de ellos aumenta por efecto del riego con aguas residuales,
al incrementar vy presentar valores similares de E4/Es. La reactividad de la MOD de los Vertisoles
muestra un incremento en la concentracion de COOH al aumentar el tiempo bajo riego con aguas
residuales. La espectrometria de infrarrojo no sélo muestra el aumento en la concentracidn de los
grupos carboxilicos; también muestra una gran diversidad en el ambiente estructural de los COO
en la MOD de los Vertisoles. La distribucidn relativa de los diferentes nucleos de carbono en la
MOD de Vertisoles muestra un aumento en los nucleos provenientes de metoxilos, alifaticos base
de oxigeno, anoméricos, aromaticos base de oxigeno, carbonilos y carbohidratos al aumentar el
numero de afios bajo riego con aguas residuales. Las similitudes entre la MOD de Vertisoles y la
del agua residual se logran después de regar estos suelos por mas de 40 afios. Esto se comprueba
al comparar los desplazamientos quimicos con las sefiales mas intensas en los espectros de *C.
Los nucleos de carbono que presentan desplazamientos quimicos similares son los metilos unidos
a carbonos terciarios, anoméricos, al igual que en la MOD de Leptosoles, y en los aromaticos base
de oxigeno.
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9 Anexos



TIEMPO pH Camg/L Mg mg/L K mg/L Na mg/L cloruros nitratos sulfatos  COD mg/L CE
afios mgL™ mScm™

Vertisol 0 7.19 160.63 36.75 24.90 218.69 104.36 451.24 314.87 47.22 3.59
Vertisol 0 7.01 159.38 36.38 24.65 218.69 101.23 385.75 308.39 38.89 3.52
Vertisol 0 7.01 161.88 37.13 25.15 218.69 102.58 378.24 350.55 47.22 3.95
Vertisol 20 7.04 213.13 46.25 60.99 171.47 57.45 725.98 88.91 52.78 2.95
Vertisol 20 7.06 214.38 46.63 61.62 171.47 53.60 674.29 90.46 50.35 3.71
Vertisol 20 7.07 211.88 45.88 60.36 171.47 50.22 547.98 61.04 56.94 3.79
Vertisol 40 7.14 102.50 30.56 84.89 139.79 30.89 615.06 40.68 72.22 3.78
Vertisol 40 7.12 103.13 30.38 76.71 141.65 35.11 649.60 49.20 55.55 3.19
Vertisol 40 7.18 101.88 30.75 93.06 137.92 41.80 717.90 63.07 63.89 3.43
Vertisol 100 7.37 95.00 27.88 84.89 190.73 48.94 322.73 64.54 80.55 2.11
Vertisol 100 7.32 95.63 28.13 76.71 192.59 46.23 303.26 81.42 80.55 2.98
Vertisol 100 7.34 94.38 27.63 93.06 188.87 71.24 97.96 65.66 97.22 2.79
Leptosol 0 7.52 143.75 19.38 71.05 7.78 49.05 543.03 45.90 36.11 2.87
Leptosol 0 7.54 143.13 19.25 69.16 7.80 56.89 533.84 37.32 27.78 3.24
Leptosol 0 7.57 144.38 19.50 72.94 7.75 29.79 518.27 57.32 36.11 3.36
Leptosol 20 7.46 143.75 30.44 28.68 170.23 79.24 664.94 80.57 36.11 3.45
Leptosol 20 7.48 140.63 31.75 29.68 173.96 98.66 833.06 94.96 31.94 4.50
Leptosol 20 7.48 146.88 29.13 27.67 166.50 66.69 603.13 86.85 48.61 4.25
Leptosol 40 7.56 103.13 28.56 91.80 170.85 49.91 316.82 51.49 52.78 2.89
Leptosol 40 7.52 105.63 28.75 91.80 171.47 38.72 221.07 43.76 56.94 2.08
Leptosol 40 7.5 100.63 28.38 91.80 170.23 54.45 370.90 56.50 52.78 2.36
Leptosol 100 7.23 112.90 35.80 85.09 328.38 36.78 289.84 51.67 56.94 2.50
Leptosol 100 7.15 109.25 34.80 83.26 361.65 43.44 408.37 57.85 65.28 2.00
Leptosol 100 7.47 118.53 36.90 84.17 345.02 46.01 421.75 48.60 61.11 2.22
AN 7.44 33.50 25.60 73.32 291.87 181.30 1.89 75.90 61.30 1.10
AN 7.5 32.30 26.40 77.35 300.95 180.73 0.91 76.58 64.10 1.09
AN 4.49 32.60 25.50 75.33 303.56 183.29 0.42 79.55 61.40 1.05




TIEMPO  254nm 465nm 665nm E4/E6 C N COOH
afios % % umol(+) mgC™

Vertisol 0 1.23693 0.02912 0.02451 1.18805 6.30 0.44 2.66
Vertisol 0 1.15606 0.02384 0.02888 0.82550 13.63 0.79 2.16
Vertisol 0 1.11304 0.02447 0.02005 1.22067 9.97 0.62 3.08
Vertisol 20 0.58043 0.01560 0.00111 14.04140 11.04 0.72 4.98
Vertisol 20 0.78683 0.01640 0.00674 2.43404 11.38 0.70 4.37
Vertisol 20 0.70833 0.01975 0.00106 18.61546 9.14 0.63 5.61
Vertisol 40 1.10352 0.02973 0.00306 9.71471 9.35 1.25 5.82
Vertisol 40 1.02226 0.02734 0.00256 10.68308 10.11 1.26 4.95
Vertisol 40 0.96055 0.02914 0.00192 15.19030 9.13 1.17 6.75
Vertisol 100 0.48862 0.01633 0.00142 11.51481 12.10 0.78 8.31
Vertisol 100 0.91260 0.02838 0.00238 11.94571 10.93 0.68 7.34
Vertisol 100 0.69634 0.02397 0.00256 9.37598 5.70 0.36 9.36
Leptosol 0 1.02167 0.02378 0.00261 9.11149 16.00 0.97 3.44
Leptosol 0 1.07383 0.02088 0.00134 15.57836 17.29 1.06 3.07
Leptosol 0 1.09944 0.01708 0.00196 8.72667 17.11 0.99 3.78
Leptosol 20 1.04638 0.02582 0.00398 6.49133 11.51 0.80 3.70
Leptosol 20 0.89793 0.02272 0.00173 13.17275 12.52 0.94 3.22
Leptosol 20 0.97286 0.02474 0.00102 24.37833 7.84 0.49 4.20
Leptosol 40 0.82224 0.02723 0.00245 11.11805 13.39 0.93 4.14
Leptosol 40 0.42794 0.01402 0.00247 5.67233 13.05 0.83 3.58
Leptosol 40 0.73297 0.02381 0.00222 10.74763 10.93 3.54 4.70
Leptosol 100 0.65732 0.02173 0.00556 3.90703 12.44 0.92 4.43
Leptosol 100 0.67686 0.02066 0.00344 6.00844 13.45 0.94 3.90
Leptosol 100 0.52685 0.01720 0.00420 4.10107 9.78 0.92 4.95

AN 1.12400 0.18500 0.08500 2.17647 20.88 0.77 2.25

AN 0.98400 0.08000 0.02900 2.75862 22.35 0.69 2.09

AN 0.98600 0.09600 0.03600 2.66667 21.62 0.73 2.41
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