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Resumen

Varios estudios han informado sobre los efectos beneficiosos de la materia organica en la
biodisponibilidad del P en diferentes tipos de suelo. Estos efectos se han atribuido a
bastantes factores, incluyendo la posible formacion de complefos fosfo-metal-humicos, los
cuales podrian proteger el P de la retrodegradacion en suelos tanto acidos como alcalinos-
calcdareos. Sin embargo, la evidencia experimental apoyando la existencia de estos
complefos en suelos es escasa y basada principalmente en argumentos indirectos.

El objetivo de este articulo es describir los diferentes estudios que se han llevado a cabo en
nuestro laboratorio para caracterizar la formacion y estabilidad de estos complefos, as/
como su efecto protegiendo el P de la retrodegradacion del suelo y su disponibilidad
potencial para las plantas. Estos resultados son discutidos junto con otros presentes en la
literatura.

1. Introduccion

Numerosos estudios han informado sobre la relacién cercana entre la biodisponibilidad del
fésforo (fosfato, P) en suelos y la concentracion de materia organica del suelo (MOS) [1].
Otros estudios han mostrado el efecto beneficioso de las enmiendas organicas (EO) que
contienen concentraciones significativas de sustancias himicas en el P disponible y en el P
captado por la planta en diferentes tipos de suelo [2, 3]. Aunque varios estudios han
relacionado este efecto beneficioso a la accion de esas fracciones de &cidos organicos con
bajo peso molecular derivados de la exudacion de las raices de las plantas y la
descomposicion de la MOS [3], otros estudios mostraron que las sustancias humicas
también podian jugar un importante papel en este proceso [3].

Ademas de la posible accién de las diferentes fracciones de MOS en las dindmicas del P a
través del incremento de la actividad microbiana del suelo y la actividad de las enzimas del
suelo [4], también podrian ser importantes otros mecanismos mas directos. Estos incluyen:
(i) la competicion entre fracciones acidas especificas de MOS, principalmente aquellas de
bajo peso molecular, y el fosfato (P), el cual inhibe la absorcion de P del suelo [5]; (ii) la
modificacion del patrén de precipitaciéon de fosfatos calcicos, la cual produce formas de
sales con una mayor solubilidad en agua como el dihidrato de fosfato dicélcico [6]; (iii) la
movilizacion de P libre de fosfatos precipitados (fosfatos Fe-, Al- o Ca-) como resultado de
la formacioén de complejos cation-humico complejos [7], y (iv) la movilizacion del P a través
de la posible formacién de complejos P-metal-himicos estables [8].

Muchos autores han propuesto la formacion de complejos P-metal-himicos solubles o
insolubles como uno de los mecanismos posibles de accion de sustancias hamicas en las
dinamicas del P del suelo [8-12]. En muchos casos, las hipotesis han estado basadas en
resultados indirectos relacionados principalmente a la correlacion entre la distribucion del P
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en solucion, ciertos metales (Fe o Al) y sustancias humicas después del fraccionamiento de
la solucion empleando cromatografia de exclusién de tamafio [11, 13], la fijacion de P en
complejos metal-himicos [12, 14, 15], o la variacién en el espectro *'P NMR obtenido en la
presencia de sustancias humicas y complejos metal-humicos [3, 16]. Sin embargo, los
estudios especificos dirigidos a investigar la formacién y caracteristicas fisicoquimicas
(estequiometria, estabilidad y solubilidad) de estos complejos P-metal-humicos son muy
recientes [17, 18, 19, 20, 21]. El objetivo de esta revision es presentar las principales
caracteristicas fisicoquimicas y agronomicas (interaccion del suelo, absorcion de las raices
de la planta) de estos complejos integrando estos trabajos diferentes recientemente
publicados con nueva informacién no publicada.

2. Caracterizacion fisico-quimica de los complejos P-metal-humicos

Como ha sido sefialado anteriormente el principal problema en lo concerniente al estudio
de estos tipos de complejos es disponer de una metodologia adecuada para separar el P
complejado del P no complejado.

Riggle y von Wandruzska [17] informaron del uso de un electrodo de Co especial, no
comercializado y selectivo para evaluar la concentracién de P libre en una solucion
conteniendo diferentes complejos metal-humicos y bastantes concentraciones de P. Sin
embargo, aunque este método puede medir la concentracién de P libre y complejado (P
total — P libre), no separa ambas fracciones.

Guardado et a/ [18] exploraron la conveniencia del uso de resina de intercambio aniénico
estabilizada (bicarbonato) con la capacidad de fijar P libre para medir ambos, el P libre y el
complejado, en soluciones aisladas conteniendo este tipo de complejos. Compararon la
eficiencia del método de la resina de intercambio aniénico con el de un método mas largo
de ultrafiltracién en un sistema incluyendo humatos de hierro (Fe) y P. Un resumen de los
resultados obtenidos se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1.- P complejado total (PTC) en reacciones con Fe-HA a diferente pH, medido usando
ultrafiltracién (UF) o la interaccion con una resina de intercambio aniénico (AR)

*

pH Cr Fec* Prc (AR) Prc (UF) (Prc/Fec) (Prc/Fec)
(AR) (UF)

X cVv# X cV

(mg/l) ~ (mM)  (mM) (%) (mM) (%)

4 2279 4.036 0.738 5.6 0.818 4.0 0.183 0.203
6 2295 4.065 0.688 8.8 0.693 7.4 0.169 0.171
8 2220 3.932 0.540 0.9 0.459 1.1 0.137 0.117

“ Carbono Total; “Fe Complejado en Fe-HA; # Coeficiente de variacién (n=4)

La concordancia entre ambos métodos fue buena mostrando asi la conveniencia del
método de la resina de intercambio aniénico.

Esta metodologia fue usada para obtener las constantes de estabilidad y la capacidad de
enlace méaxima (MBA) de la interaccién del humato P-Fe. Asi, se estimé una estabilidad de
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complejos P-Fe-HA dependiente del pH usando una constante aparente de estabilidad (K)
calculada por el método Scarchard [22] (Figura 1):

(PTC/MBA)/ PTF =K - (PTC/MBA) K or 8/ PTF =K - 0 K

Siendo PTF el P libre total en equilibrio; PTC el P complejado total; y 6 los sitios enlazados /
Capacidad enlace maxima del metal (MBA) relacion (PTC/MBA), donde K se obtuvo de la
representacion grafica de 6/ PTF frente a 6.

MBA se estimd por extrapolacion del segmento de la recta correspondiente a enlazar a
elevada saturacion del i6bn P en una grafica de PTC frente a PTC/PTF. En el célculo de K
s6lo se consideraron los resultados correspondientes a las tasas de la reaccion P: Fe-HA sin
la que la precipitacion de HA fuera considerada.
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Figura 1.- Aplicacién del Scatchard a la interaccién de humato-Fe (Fe-HA) y P a pH 6

De este estudio se concluyé que sélo una proporcion relativamente pequefia de HA
complejando Fe estuvo envuelta en la fijacion de P (de un 10% al 20%, asumiendo una
estequiometria 1:1 Fe:P). Dos causas principales podrian explicar estos resultados: (a) la
formacion de agregados estables HA-Fe-HA a través de la formacion de puentes de Fe, lo
cual reduce la concentracion del F3 complejado con los enlaces de coordinacién libres para
la fijacién de P; y (b) la existencia de un grupo restrictivo de zonas de complejacion del Fe
en HA con la configuracién de electronica necesaria para formar enlaces estables P-Fe-HA.
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Con el objetivo de investigar estas dos hipotesis estudiamos los cambios de distribucion de
tamafos asociados con la complejacion del metal HA y la fijacion de P en complejos
hamico-metalicos [19]. Para este fin, se emplearon dos métodos diferentes, esperando que
mostraran diferentes comportamientos de agregacion molecular, para obtener complejos P-
Metal-HA. La principal diferencia entre estos métodos era el orden de adicion de los
diferentes compuestos implicados en la reaccion.

Asimismo, la relacion entre las caracteristicas fisicoquimicas de los sitios de enlace M-HA y
su relacion con la fijacion de P, fueron investigadas a través de los analisis de la MBA y la
estabilidad de los complejos P-M-HA relacionando a dos puentes trivalentes (Fe y Al) y
cinco divalentes (Zn, Cu, Mn, Ca y Mg). La seleccion de metales se bas6 en dos criterios
principales: (a) su habilidad para formar complejos hamicos con diferentes propiedades
fisicoquimicas; y (b) su papel potencial en las dinamicas del suelo tanto en suelos acidos
(Fe, Al, Zn, Cu y Mn) como calcareos (Ca 'y Mg).

En la Figura 2 presentamos los perfiles de carbono organico por ultrafiltracion para el
sistema humico (HA), el humato-hierro (Fe-HA) y los complejos P-Fe-HA obtenidos por
ambos métodos (M1 y M2), a diferente pH.

Como puede ser observado, en todos los casos la formacion del complejo P-Fe-HA implica
una reduccion significativa de la agregacion asociada a la complejacion Fe-HA, lo que
indica que la complejacion de P implica la rotura de enlaces poli-dentados Fe-HA. Sin
embargo, no hay diferencias significativas entre métodos de sintesis, lo que sugiere que la
causa de la baja concentracion del Fe complejado de HA envuelto en la fijacion de P podria
estar ligada a los requerimientos electronicos asociados al punto de enlace del P.

388 - J.M. Garcia-Mina -



pH 4

100 4

80 -

OHA

z 599 BFeHA

G a0l @M1
mm2

20 4
D,ﬁ,nl,ﬁl,
Ll? o

[Ty) o 'rul EI
v - D £

= 8 £ 38 9

- =1 s

Q — s

Fractions (kDA)
pH 6
100 4
80 -
~ 60 -
g
© 40 -
20 A =

" -

= 2 g g§& §

- I R=1 o

o — A

Fractions (kDa)
pH 8
100 -
80
OHA
3360_
Q

BFeHA
40 . I
W2
0 T T T T ]
D w0
v =

[=] =3 L om
- i) E0 §
- o o g N
[re] =} INE=] Y]
- =] o
= y

Fractions (kDa)

Figura 2.- Perfiles de carbono organico como una funcién de los tamafios para HA, Fe-HA y P-Fe-HA
para el método 1 (M1) y 2 (M2), a diferente pH

En lo relacionado con la habilidad de la complejacion de P (MBA) de los diferentes

complejos metal-HA, se presenta en las Tablas 2 y 3 un resumen de los resultados
obtenidos.
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Tabla 2.- Maxima habilidad de enlace para fosfato correspondiente a los puntos de enlace de mayor
estabilidad (MBAH) en complejos P-M-HA obtenidos usando el método 1 (M1) y
el método 2 (M2)

M1 M2
*MBAu/[HA] *MBAu/[HA]

pH 4 6 8 pH 4 6 8
Fe 0,052 0,046 0,028 Fe 0,060 0,078 0,083
Al 0,044 0,059 0,031 Al 0,053 0,091 0,124
Ca 0,014 0,018 0,023 Ca 0,024 0021 0,040
Mg 0,016 0,025 0,015 Mg 0,017 0,027 0,034
Cu 0,025 0,033 0,020 Cu 0,031 0,050 0,063
Mn 0,023 0,012 0,033 Mn 0,022 0,042 0,088
Zn 0,026 0,040 0,028 Zn 0,039 0,050 0,043

* Los valores de MBA estan referidos a la cantidad de HA y estan expresados como mmol PO,* g*
de HA.

Tabla 3.- Valores de constante de estabilidad aparente para los puntos de enlace de mayor
estabilidad (logkH) para complejos P-M-HA obtenidos usando el método 1 (M1) vy el
método 2 (M2)

M1 M2
LogKy LogKy

pH 4 6 8 pH 4 6 8

Fe 3.27 3.98 4.09 Fe 4.13 3.55 4.07
Al 4.03 4.06 3.92 Al 3.33 4.05 4.10
Ca 3.66 3.66 3.48 Ca 3.47 3.65 3.07
Mg 3.51 3.61 3.56 Mg 3.17 3.46 3.43
Cu 3.79 3.65 3.55 Cu 3.63 3.54 3.36
Mn  3.02 4.05 3.94 Mn  3.05 3.05 3.11
Zn 3.78 3.36 3.57 Zn 3.53 3.69 3.69

Los resultados concernientes a los resultados previos confirmados de MBA indican la
implicacion de una pequefa fraccion de metal complejado HA en la fijacion de P.

Como para las constantes de estabilidad, en general los cationes trivalentes (Fe y Al)
presentaron la estabilidad mayor.

Es también significativo que el orden de magnitud de las constantes de estabilidad
aparente para los complejos P-M-HA era muy cercana a la correspondiente a los complejos
M-HA obtenidos por espectroscopia fluorescente siguiendo el método Ryan y Weber (datos
no mostrados). Este resultado era consistente con los resultados obtenidos por Riggle y
von Wandruszka [17], aunque ellos encontraron mayores valores de estabilidad,
probablemente debido a unos rangos de concentracion de P diferentes usados en los
experimentos.

Dado que los complejos M-HA juegan un papel importante en las dinamicas de metal
complejado [9, 14-16], este trabajo sugiere que los complejos P-M-HA también podrian
afectar las dindmicos del P del suelo.

Para estudiar esas condiciones estructurales y/o electronicas que podrian gobernar la
interaccidon humica P:metal, investigamos el enlace de P en complejos hamicos metal
especificos usando dos técnicas experimentales complementarias: Espectroscopia infrarroja
(FTIR), y Fluorescencia [20]. También completamos el estudio que llevaba a cabo un
estudio tedrico usando métodos de modelizacibn molecular (principalmente mecénicas
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moleculares y métodos quimicos cuanticos semi-empiricos). Para comparar la influencia de
metales divalentes y trivalentes hemos considerado los complejos humico-metal-fosfato
implicando Al(III), Fe(111) y zZn (11) [20].

Los andlisis de la reaccion de P metal-HA usando fluorescencia y FTIR confirmaron la
interaccion de P con sitios enlaces metal-HA. Como ejemplo, el patron de fluorescencia de
la interaccion P-Fe-HA a pH 6 se presenta en la Figura 3.
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Figura 3.- Espectro de Fluorescencia Sincrénica (AA= 18 nm) para HA, complejos Fe-HA vy
complejos P—Fe-HA a pH 6

Como se puede observar, la complejacion de P esta asociada con un efecto de
amortiguamiento muy importante de la fluorescencia con respecto a HA y Fe-HA, lo que
confirma la interaccion de P con HA a través Fe complejado por HA.

Esta interaccién también fue confirmada por *P NMR en estado liquido para complejos P-
Ca-HA (Figura 4).
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Figura 4.- *P NMR para fosfato monocalcico y complejo P-Ca-HA
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Como se esperaba la incorporacion de Ca a la esfera de coordinacion de P y la influencia de
HA en los puntos de coordinacién ocupados por Ca implico una reduccion del ancho de
banda.

Los resultados obtenidos del estudio de modelizacion de la interaccién P-metal-HA fueron
muy interesantes. Asi, un estudio tedrico de la interaccion quimica entre los diferentes
elementos del sistema molecular (HA, metales, y fosfato) se llevdé a cabo usando tanto
métodos de Mecanismos Moleculares como de Mecanismos Cuénticos Semi-empiricos. Las
aproximaciones operativas y tedricas se hicieron asumiendo que las interacciones quimicas
generalmente tienen dos pasos principales sucesivos:

(i) Paso 1. Primero, se asume que hay una convergencia espacial de las moléculas que
interactian, que es controlada por fuerzas electrostaticas relacionadas con la
distribucion de la carga eléctrica (la interaccién de la convergencia inter-molecular es
de naturaleza electrostéatica). Este primer paso, denominado interaccion electrostatica,
fue estudiado a través de la minimizacion de energia del sistema molecular usando
mecanismos moleculares. Se usaron tanto campos de fuerza MM+ como Ambar, y la
geometria y las cargas atémicas de las moléculas individuales se obtuvieron
previamente usando el método de mecanismos cuanticos semi-empirico PM3 [20].

(if) Paso 2. Segundo, se asume una interaccion quimica entre regiones especificas de las
moléculas que han alcanzado la distancia de enlace como consecuencia de la
interaccion electrostatica (Paso 1). Este paso, que implica la creacién de nuevos enlaces
guimicos, se denomina interaccion enlazante. Para estudiar esta interaccion enlazante,
llevamos a cabo la minimizacion de energia del sistema quimico obtenida de la
interaccion electrostatica, usando el método quimico cuantico semi-empirico PM3 [20].

El modelo seleccionado para representar estos puntos de enlace en HA era una mitad de
acido salicilico. Esta seleccion estaba basada en las siguientes razones principales:

El estudio se realiz6 en los sistemas implicando Al(I11) y Zn(ll) ya que estos dos cationes
estan bien parametrizados en el método semi-empirico PM3. Los metales fueron
modelizados como Zn*" y A" en sus formas pentahidratadas y hexahidratadas
respectivamente, ya que son las formas moleculares principales en el intervalo de pH
considerado en este estudio.

En el rango de pH del estudio estdn presentes dos formas ionizadas principales para el
fosfato: H,PO,” y HPO,". Aqui presentamos los resultados obtenidos usando HPO4™ para
modelizar el anién fosfato. Los resultados usando H,PO,” fueron similares cualitativamente
a los correspondientes a HPO, ™.

El estudio se desarrollé siguiendo dos etapas: primeramente, consideramos la formacién
del complejo metal-HA; en segundo lugar, consideramos la interaccion del fosfato con el
complejo metal-HA.

Se asumio que la estabilidad relativa de las interacciones estaba directamente relacionada
al valor de la energia de enlace (E) calculada para la interaccion molecular. La energia de
enlace correspondiente a la interaccion molecular (AEr) es calculada por la sustraccion de
la suma de la energia de enlace de las moléculas individuales implicadas en la interaccion
de la energia de enlace correspondiente a la nueva molécula formada como resultado de la
interaccion [20].

Las interacciones calculadas para el AlI-SA(-1) (A) y Al-SA(-1)-P estan presentadas en la
Figura 5.
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(A (B)

Figura 5.- Interaccion de enlaces entre el modelo de enlace salicilico (carga -1) y Al. (Los globos
con forma de rejilla representan la distribucion de la densidad electrénica para un valor
de contorno de 0.05 ea0-3) (A); y interaccion de enlaces entre el complejo Al-SA(-1) y el
fosfato. (Los globos con forma de rejilla representan la distribucion de la densidad
electrénica para un valor de contorno de 0.05 ea0-3) (B)

Los resultados obtenidos para ambas interacciones Al-SA- P y Zn-SA- P indican que la
estabilidad, e incluso la formacion, de los complejos fosfato-metal-SA (y posiblemente
fosfato-metal-HA) estd condicionada por la estabilidad del complejo metal-SA(HA): cuanta
mayor sea la estabilidad de los complejos de metal menor sera la estabilidad (y la posible
formacion) de los complejos de fosfato. Este resultado aporta una posible explicacion para
el hecho de que solo una fraccion relativamente baja del metal complejado interviene en la
fijacién del fosfato en metal-HA. Solo la fraccion implicada en los complejos HA con baja
estabilidad serd capaz de formar complejos de fosfato estables. El estudio teorico indica
que esta situacién podria estar relacionada con la fraccion metal complejada con sé6lo un
carboxilato. Asi, los resultados obtenidos sugieren que en el caso de los complejos Zn-HA-
P, sélo la fraccion de Zn complejado por un grupo carboxilico participa en el enlazamiento
de fosfato. Este podria ser también el caso para la fraccion mas estable de Al-HA- P. Este
carboxilato podria estar integrado en un punto de enlace mas complejo (como la estructura
salicilica) o, mas probablemente, pudiera corresponder a grupos aislados. Este resultado
también proporciona una explicacion complementaria para la fraccion relativamente baja
de metal complejado que esta implicada en la formacion de complejos estables P-metal-
HA, ya que varios estudios indican que la mayoria de los grupos carboxilicos estan
agrupados probablemente con otros carboxilatos (estructura tipo ftalato) o con fenoles
(estructura tipo salicilato). Asi la concentracion relativa de grupos carboxilicos aislados en
HA se espera que sea bastante baja.

Resumiendo, los resultados obtenidos indican que la complejacion de P en complejos
metal-HA ocurre y que esta mediatizada principalmente por la interaccién de P con grupos
acidos de HA a través de los puentes de metal. Asimismo, este estudio también indica que
solo una pequenia fraccion de sitios de enlace metal-HA estan implicados en la fijacion de
P. Este hecho parece estar relacionado con las caracteristicas electronicas de los puntos de
enlace. Debido a que la estabilidad y capacidad de fijacién de P en los puntos de enlace
metal-HA es inversamente proporcional a la estabilidad de los complejos metal-HA: cuando
mayor sea la estabilidad de los complejos de metal menor sera la estabilidad (y
posiblemente la formacién) de los complejos de fosfato.

3. Consecuencias agrondmicas de la formacién del complejo P-metal-humico

3.1. Influencia de la complejacion de P en los complejos metal-himicos en la
retrodegradacién del P del suelo

Para estudiar la influencia de la complejacion metal-HA P en la absorcion en suelo y
precipitacion, investigamos la concentracion de P remanente en la solucion de suelo
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cuando el P afadido al suelo esta complejado por diferentes complejos metal-HA. Usamos
varios suelos. Los resultados obtenidos para un suelo con alta capacidad fijadora de P
estan presentados en la Figura 6.

Como se puede notar, los tres complejos P-metal (Fe, Al y Ca)-humicos disminuyen
significativamente la concentracion de P fijado al suelo. La eficiencia fue muy alta para P-
Fe-HA seguido de P-Al-HA y P-Ca-HA. Este resultado estaba cualitativamente en linea con
la estabilidad que estos complejos presentaron en la Tabla 3. Los resultados también
mostraron la baja capacidad de HA libre para proteger el P; y probablemente esta
capacidad esta mediada por la complejacién de Fe o Al en el suelo ya que este suelo tenia
altas concentraciones de Fe y Al intercambiables. De hecho, en otros suelos con mayor pH
y menor concentraciones de Fe y Al, el efecto de HA libre en la fijacion de P al suelo no fue
significativa (datos no mostrados).

Asi, estos resultados confirman que la formacién de este tipo de complejo en suelo esta
posiblemente relacionado en el efecto de proteccion del P de la materia organica soluble.
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Figura 6.- Estudio de proteccion para suelo Guardo (pH 4.5)
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Estos resultados también se reflejan en la fraccion de P potencialmente disponible para la
planta recuperado tras la interaccion entre un suelo con una elevada capacidad de fijacion
de Py este tipo de complejo (complejo P-Ca-HA).

En la Figura 7 representamos las fracciones de P extraido con bicarbonato- y HCI- para un
fosfato monocalcico y un complejo P-Ca-himico en un suelo acido con elevada capacidad
de fijacion de P.
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Figura 7.- Fracciones de P extractado con Bicarbonato-y HCI- para un fosfato monocalcico y un
complejo P-Ca-hdmico en un suelo acido con alta capacidad de fijacién de P

Los resultados muestran que la aplicacion de complejos P-Ca-HUmicos estaba asociada con
las mayores concentraciones de P potencialmente disponible (fracciébn extractada con
bicarbonato), y menores concentraciones de P retrégrado (fraccion extraida con HCI),
mostrando asi el efecto sugerido por los resultados mencionados anteriormente de las
isotermas de absorcion de P del suelo.

La cuestion que surge ahora es si las plantas son capaces de asimilar el P fijado en
complejos metal-hdmicos.

3.2. Capacidad de las plantas para captar el P complejado en complejos metal-hlmicos.

Para estudiar la capacidad de la planta para asimilar la fraccibn de P complejado por
complejos metal-humicos, hemos comparado el crecimiento de plantas de trigo que reciben
fosfato soluble y P complejado por complejos Fe-hdmicos.
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Como se puede ver en la Figura 8, no hay diferencias significativas entre los desarrollos del
crecimiento de las plantas con estas formas diferentes de P, aunque los diferentes
mecanismos de captacion podrian estar implicados.

Figura 8.- Crecimiento de plantas de trigo cultivadas con fosfato y fosfato complejado con Fe-
humatos

En conclusién, estos estudios muestran que la complejacion de P por metal-humatos esta
asociada con una significativa proteccion de P de la retrodegradacion del suelo que se
refleja tanto en las isotermas de absorcion de P del suelo como a la fraccion del P
potencialmente disponible para la planta. Asimismo, estos resultados también muestran
gue un modelo de planta (trigo) estd capacitada para asimilar el P complejado en el
complejo Fe-hamico, que fue el complejo con mayor estabilidad.

Todos estos resultados subrayan el papel importante que estos tipos de complejos podrian
jugar tanto en la proteccién del P de la retrodegradacion del suelo y el P —biodisponible
potencial en suelos.
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