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INTRODUCCION

Los acidos fulvicos (AF) son sustancias quimicas naturales polifuncionales muy
complejas, que forman parte de las sustancias humicas (SH), las cuales estan
presentes en suelos, lagos y mares, y que ademas son la base de los ciclos de
los micronutrientes del suelo. Los AF son agentes complejantes de cationes
metélicos muy importantes, por lo que causan un impacto directo en la
biodisponibilidad y transporte de los mismos.

En general, las SH son un campo de estudio que tiene mucho tramo por recorrer,
ya que no se conoce mucho acerca de ellas a pesar de su importancia. Es por ello
que cualquier aportacion seria en este campo es relevante para su mejor
entendimiento, ya que ayudara a discernir la forma en que estas sustancias actuan
en el medio ambiente y en los ecosistemas en que se encuentren.

En este trabajo se analizaron y caracterizaron AF de diferente fuente (turba y
suelo) y origen (Estados Unidos y México), para posteriormente estudiar su
interaccién con algunos metales, y asi relacionar su comportamiento complejante
con los grupos funcionales que se cree contienen. Asi, en el capitulo 1 se exponen
las caracteristicas de los AF, las teorias existentes sobre su formacion, las
propiedades y aplicaciones (en su mayoria médicas), los procesos de extraccidn
mas comunmente conocidos, asi como los mas recomendables. También se
mencionan las técnicas utilizadas hasta la fecha para el estudio de los AF. En el
capitulo 2 se presentan los objetivos generales y especificos; en el capitulo 3 se
detalla la parte experimental donde se explican los procedimientos llevados a cabo
desde la toma de muestra de suelo, pasando por el tratamiento y la extraccién de
los AF; también se presenta la caracterizacion de los AF mediante diversas
técnicas analiticas, como son analisis elemental, contenido de cenizas,
espectroscopias UV/Vis e infrarrojo. Mas adelante (capitulo 4) se muestra el
estudio de la complejacion de los AF con metales por medio de electroforesis
capilar (EC), desde conocer las mejores condiciones a utilizar para tener el mejor
método electroforético hasta la obtencion de diversas familias de
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electroferogramas que muestran los cambios que van sufriendo las senales tanto
de AF como de los metales durante su complejacion.

En el capitulo 5 se muestran los espectros UV/Vis resultantes de la valoracion de
metales con AF, a partir de los cuales se obtienen datos que son utiles para el
célculo de constantes relativas de complejacion AF-metal con la ayuda del
programa computacional SQUAD, el cual proporcioné informacion acerca de la
fuerza con la que interactian los AF con los iones metalicos (Cu®*, Pb?*, Hg?*,
Co?*y Cd?).

En el capitulo 6 se presentan las conclusiones concernientes a la experimentacion
realizada y para finalizar, en el capitulo 7, se listan las referencias consultadas
durante la realizacion de este trabajo de investigacién.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Sustancias humicas: Acidos Fulvicos

Las propiedades de los suelos son consecuencia de sus caracteristicas
fisicas y quimicas, y por tanto, del tipo de granulos que lo conforman, los cuales se
clasifican segun su tamafio y composicion. Los granulos que exceden los 2 mm
reciben el nombre de grava, y no se consideran en los andlisis quimicos de los
suelos; en cambio, los granulos de menor tamano se dividen en tres clases segun
su “diametro medio”. Las particulas cuyo diametro medio esta comprendido entre
2.0 mm y 200 uym se llaman arena; las de diametro medio de 200 ym a 2 ym se
llaman /imo, y aquellas cuyo didmetro medio es igual o inferior a 2 ym forman la
arcilla. La arcilla esta conformada por particulas tanto de naturaleza quimica
inorganica (p. ej. hidréxidos de hierro y aluminio) como de sustancias organicas

que comunmente llamamos humus.

A la fecha se utiliza el término humus cuando se desea hablar de la materia
organica que ha perdido todo vestigio de organizacion biolégica (celular) y que
vista al microscopio aparece como una materia amorfa, compleja, macromolecular
y polimérica [1]. El humus posee inusuales y excepcionales habilidades de
cambio, alteracion y combinacién molecular, ya que son capaces de interaccionar
a nivel molecular con otras sustancias organicas e incluso inorganicas. La palabra
“humus” no siempre se ha utilizado de la misma forma; pues fue en Roma (1761)
donde por primera vez se aplicé este término para nombrar al suelo en su
totalidad; después para describir al abono de origen animal, a la materia organica
propia del suelo, y a las SH que se forman en él [2].

Desde un punto de vista geoldgico, las SH son los intermediarios quimicos
entre las plantas y los fésiles; son el ultimo producto de descomposicién natural
aerdbico de toda la materia viviente en presencia de agua. Para que el proceso de
humificacion (descomposicion) se lleve a cabo, se requiere que los restos de
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plantas y animales sean digeridos de manera sucesiva por al menos tres especies
diferentes de microorganismos apropiados, lo que culmina en la formaciéon de una
de las sustancias naturales mas complejas de la Tierra, por lo que la naturaleza
quimica de los suelos, de los pantanos y de los sedimentos varia segun la
transformaciéon y degradacion que haya sufrido la materia organica de la que
provienen [3-4].

El primer estudio relevante del origen y de la naturaleza quimica de las SH
fue hecho por Sprengel en 1839 [2], y hasta la fecha es el mas importante. En ese
mismo ano, el investigador sueco Berzelius contribuyé de manera importante al
conocimiento de las SH al aislar dos tipos diferentes de SH, ambas de color
ligeramente amarillo, a partir de agua mineral y de barro limoso rico en 6xidos

férricos [9].

Gracias al profundo estudio de las SH que se han realizado en los ultimos
100 anos y siguiendo los criterios de Kononova [6], éstas se pueden clasificar y

fraccionar en los siguientes grupos:

- AH
- AF

- Huminas

Los AF son moléculas de bajo peso molecular (relativamente),
extremadamente complejas, solubles en agua, ya sea a pH acido o basico; su

estructura molecular le confiere sus raras propiedades y naturaleza bioactiva.

En otro sentido, el origen etimolégico de los AF proviene de: ful, del inglés
antiguo full, que quiere decir lleno de, que tiene la habilidad o tendencia a; y vic,
del francés antiguo vicare que significa cambio, alteracion, doblar y/o cambiar.
También existe la palabra fulvus, que proviene del latin, la cual significa amarillo

intenso, amarillo rojizo, dorado o color moreno.
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Es importante mencionar, que la forma correcta de llamar a estos
compuestos es acidos fulvicos (plural) y no acido fulvico, ya que no consisten en
una sola sustancia, sino que son un conjunto de sustancias variadas y complejas
que reflejan la naturaleza de las planta, animales y especies de los

microorganismos que les dieron origen durante el proceso de humificacién [7].
1.2 Formacién, composicion y estructura de los Acidos Fulvicos

La formacion de las SH es uno de los aspectos de la quimica del humus
menos esclarecidos y mas intrigantes. Por varios afos se han propuesto varias
rutas por las cuales se forman las SH a partir del decaimiento natural de plantas y
animales que yacen en el suelo. Sin embargo, solo dos de los mecanismos
propuestos especifican la formacion de los AF. La teoria popularizada por
Waksman [2], fue que las SH son el resultado de modificaciones hechas a
estructuras de lignina (Figura 1). De acuerdo con esta teoria, la lignina es utilizada
de forma incompleta por microorganismos, generando con ello residuos que
terminan siendo parte del humus del suelo. La modificacion de la lignina involucra
la pérdida de grupos metoxilo (-OCH3) y la generacién de o-hidroxifenoles, asi
como la oxidacién de cadenas alifaticas laterales que generan grupos -COOH. El
material modificado esta sujeto a cambios futuros desconocidos que dan origen a
los AHy a los AF.

Lignina

ataque por microorganismos

| l

Unidades de construccion de Lignina Residuo

desmetilacion
oxidacion y
condensacién con
compuestos de N

Utilizacion extensa por microorganismos ~ Acidos humicos

Fragmentacion a
pequefias moléculas

..,........-.
<Acidos falvicos 3

Figura 1. Teoria de la formacioén de SH a partir de la lignina segun Waksman [2].
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A pesar de que la teoria de la lignina es comUnmente considerada para
explicar la formaciéon de SH, hoy en dia la mayoria de los investigadores estan a
favor de las rutas propuestas por Stevenson [2], mismas que involucran quinonas;

estas rutas se ilustran en las Figuras 2 a) y 2 b).

Residuos vegetales — ™ Ligninas
¢ modificadas

Transformacion por microorganismos

|

Azucares Polifenoles Productos de

Compuestos amino deSCOmposmlon
e la Lignina

/\
Quinonas Qumonas

» Sustancias himicas -

Lignina
ataque por microorganismos Celulosa y otras
sustancias
Aldehidos y &cidos sin lignina
fenodlicos l
/ \ Utilizacién por microorganismos
Utilizacion extensa Pollfenoles
por los microorganismos Enz'ma fenoloxidasa
y la oxidacion a CO,
- Qumonas
compuesto aming/ compuesto amino

///
-

A
Acidos humicos =

00000000 08

eAcidos fulvicos®

%eco0ccccee

Figura 2. Rutas de formacién de humus propuestas por Stevenson basadas en la formacién de

quinonas [2].
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En la ruta (a) no se contempla la formacién de AF, sin embargo, la ruta (b)
de la Figura 2, muestra que los acidos y aldehidos fendlicos son liberados a partir
de la lignina durante la degradacion microbiana y posteriormente transformados a
polifenoles. Los polifenoles formados sufren posteriormente una conversion
enzimatica a quinonas, las cuales polimerizan en presencia o ausencia de
compuestos amino para formar moléculas de AH, o AF que posteriormente se

polimerizan para generar mas AH.

Asimismo, Stevenson [2] propone un tercer mecanismo para la formacion
del humus, basado en la condensacion de aminocompuestos que involucran

azucares (Figura 3).
Azucar+ compuesto amino

l

Glicosilamina
N-sustituida

Aminodesoxicetosa

deshidratacic’m| fragmentacion

|

Reductores furfurales——Productos de fision
(acetol, diacetil)

compuesto amino compuesto amino

Polimeros nitrogenados color marrén

Figura 3. Ruta de la formacién de humus propuesta por Stevenson basada en la condensacion de

aminocompuestos a partir de azucares [2].

Se ha propuesto que los cuatro caminos pueden suceder en cualquier tipo
de suelo pero no en la misma proporcién ni en el mismo orden de importancia. Por
ejemplo, la teoria de la lignina podria predominar en suelos pobremente drenados,
asi como en sedimentos lodosos (p. €j. en pantanos). En cambio, en ecosistemas
con frecuentes y extremas fluctuaciones de temperatura, humedad e irradiacion de
la superficie del suelo, se podria favorecer la condensacion de aminocompuestos

a partir de azucares.
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En cuanto a la composicién elemental de diferentes AH y AF, los estudios
realizados muestran que la mayoria de los elementos que los conforman son C, H,
O, Ny S, los cuales estan presentes independientemente del pais o continente en
el que se originaron [8-9]. Asimismo, los AF contienen una mayor cantidad de
grupos funcionales en su estructura, particularmente grupos -COOH, es decir, la
cantidad de grupos acidos en los AF (900-1400 mmol/100g) es considerablemente
mayor que en los AH (400-870 mmol/100g). Otra diferencia importante es que en
los AF la mayor parte el oxigeno se encuentra en diferentes grupos funcionales
(-COOH, -OH, =C=0); mientras que en los AH el oxigeno forma parte del ndcleo

de su estructura.

La caracterizacion de la estructura de las SH es el mayor problema que se
presenta durante su estudio, porque no son de tamano ni composicidén
homogénea. Han existido varias propuestas para la estructura tanto de AH como
para AF, las cuales han surgido al relacionar su comportamiento con el de
estructuras conocidas, asi como de tomar en cuenta su posible origen. En la

Figura 4 se muestran algunas de las estructuras propuestas para los AF.

En las imagenes que se presentan en la Figura 4 se aprecia que no se ha
establecido una estructura concreta para los AF, pero la mayoria de las
estructuras hipotéticas coinciden en ser moléculas pequenas (en relaciéon con las
propuestas para los AH), con muchos grupos funcionales, en su mayoria grupos
-COOH, contener pocos anillos en su estructura y que los grupos funcionales

estan unidos mediante cadenas alifaticas.
1.3 Propiedades y aplicaciones de los Acidos Fulvicos
Tanto los AH como los AF son de gran importancia en los cultivos, ya que

evitan que las tierras se compacten; ayudan a transferir nutrientes del suelo a la

planta, aumentan la capacidad de retencién de agua, incrementan la velocidad de
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erminacién de las semillas y estimulan la proliferacién de la microflora presente en

el suelo [13].
COOH
o}
HOOC O\/\O/\/ ~ o
OH OH HOOC, COOH
OH HOOC
COOH
COOH
o)

HOOC

HO
HO OH O OHO
o H / {
ro e / i
[ ho OO HO OH o
[ OH oW OH. 0 COOH
HO L T ro X i o OH
o © o OO OH COOH
OoH—""
S OH OHO OB/ CI%
HOOC~ ~COOH
(b) Bergmann [2]

(a) Schnitzer y Khan [3]

(d) Manahan [11]

(c) Buffle [10]

COOCH

COOCH

COOCH

(e) Bersbo [12]

Figura 4. Estructuras hipotéticas de AF, propuestas por Schnitzer y Khan (a), Bergmann (b), Buffle
(c), Manahan (d) y Bersbo (e).
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Las SH forman sales con cationes de metales alcalinos y alcalinotérreos,
asi como con algunos otros metales, dando origen a humatos y fulvatos. Algunos
de ellos son de alto valor nutricional para las plantas ya que vuelven solubles y
asimilables a los metales. Asi, por ejemplo, los AF reducen y movilizan al hierro

transformandolo de Fe®' a Fe?*.

Como ya se ha mencionado, los AF son moléculas poco polimerizadas con
grandes cantidades de grupos carboxilicos, hidroxidos, aminas, unos cuantos
anillos aromaticos y cadenas laterales alifaticas de gran longitud. Estos grupos
reactivos les proporcionan un caracter global acido y una elevada capacidad de
intercambio catidénico (CIC), por lo que no sélo la roca madre que conforma la
arena del suelo es la responsable de este fenbmeno. En un suelo, a mayor CIC,
mayor es la capacidad y disponibilidad de nutrientes, y por consiguiente mayor su
fertilidad, ademas de que se evitan precipitaciones o bloqueos indeseables de los
nutrientes [2]. Por ello se dice que las SH fungen como reguladores del pH de los
suelos y ayudan al proceso de meteorizacidon de las aguas. De esta forma, la labor
principal de las SH en el medio ambiente es la de complejar y remover metales,
sustancias quimicas organicas de origen antropogénico y otros contaminantes de

las aguas.

En China, el uso de AF es una practica muy popular, ya que son utilizados
para el tratamiento de muchos padecimientos. Esto se debe a las propiedades que
se les atribuyen, entre las que destacan: antiinflamatorios, anticoagulantes y por lo
tanto promotores de la circulacidon sanguinea [14-15], utiles en el tratamiento de
Ulceras del tracto digestivo, del colon y dérmicas; mejoran el sistema inmune,
regulan el sistema endocrino, previenen canceres [16-17] y disminuyen problemas
de artritis y reumatismo [18].

Se ha encontrado relacion entre personas longevas (120-140 afos) que han

ingerido preparados con alto contenido de AF durante toda su vida, y que ademas
poseen una gran vitalidad. Estos resultados han propiciado que en geriatria se
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haya empezado a tratar a los pacientes con AF para mejorar su calidad 6sea,
muscular y nerviosa, asi como para combatir los estragos de la artritis y diabetes,
ademas de minimizar alergias [19].

1.4 Procesos de extraccion y purificacion de los Acidos Fulvicos

La clasificacibn de SH comunmente conocida hasta la fecha (AF, AH y
huminas [6]) fue hecha con respecto a su solubilidad, tal como se muestra en la
Figura 5. Los AH y los AF representan las fracciones solubles en soluciones
acuosas alcalinas, mientras que las huminas representan el residuo insoluble del
humus. Los AF son separados de los AH a través de la precipitacion de éstos
ultimos, lo cual se logra mediante la acidificacion de la solucion acuosa en la que
se encuentran disueltos. Los AF son solubles a cualquier pH, por lo que
permanecen disueltas en el medio acuoso.

Suelo

NaOH

|Sedimento |Sobrenadante
Residuo Acidos htimicos
(incluye huminas) y acidos fllvicos
HCI
|Sedimento | Sobrenadante
| Acidos hiimicos | | Acidos flvicos |

Figura 5. Proceso de separacion de los AF, AH y huminas con base a sus solubilidades en medios

alcalinos y/o acidos.

Las propiedades de la materia organica del suelo (AH y AF), pueden ser
estudiadas adecuadamente Unicamente si se encuentran libres de material
inorganico. Existen varias técnicas extractivas, las cuales se emplean

dependiendo la naturaleza de la muestra que se vaya a tratar.

Los compuestos no polares como los acidos grasos, las ceras y las resinas

se pueden extraer con solventes organicos como hexano, éter, mezclas de
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alcoholes bencénicos, entre otros. Durante la extraccién se deben tomar en cuenta

los siguientes objetivos:

1. La extraccién de la materia organica debe llevarse a cabo con la menor
alteracion quimica posible.

2. La materia organica extraida debe estar libre de contaminantes inorganicos,
como pueden ser fragmentos minusculos de roca madre y cationes
polivalentes.

3. La extraccién debe ser completa y las fracciones obtenidas deben ser
representativas, es decir, que el peso molecular promedio corresponda al
peso promedio esperado.

4. El método debe ser universalmente aplicable para cualquier suelo.

En la Tabla 1 se listan algunos de los extractantes de SH mas utilizados [2].

Tabla 1. Extractantes de SH cominmente utilizados.

Extractante % aproximado de SH extraidas
NaOH 80 %
Na,P,0- y otros 30 %
Agentes organicos quelatantes 30 %
Acido Formico 55 %

A continuacion se explica de manera mas amplia el procedimiento llevado a

cabo para cada uno de los extractantes.

Extraccion alcalina (NaOH)

Este es el proceso extractivo mas comunmente utilizado, y comienza por el
lixiviado del suelo con HCI de baja concentracion. Permite remover calcio y
cationes polivalentes, ademas de que se incrementa la extraccibn de materia
organica que se obtiene en el siguiente paso de este proceso.

A continuacion se utiliza una solucion de NaOH, cuya concentracion

comunmente varia de 0.1 a 0.5 M, manteniendo una relacion de g de suelo por mL
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de solucion de NaOH de 1:2 a 1:5 (g/mL). Este paso puede repetirse varias veces
para obtener la mayor cantidad de materia organica posible. Comiunmente es
posible extraer dos terceras partes del total de la materia organica con este

método. Sin embargo, los inconvenientes de éste método extractivo son:

1. Las soluciones alcalinas disuelven la silica del material mineral, lo que
contamina la fraccién organica que se encuentra en la solucién acuosa.

2. Las soluciones alcalinas también disuelven los componentes estructurales y
protoplasmaticos de los tejidos organicos frescos, que posteriormente se
mezclan y contaminan al humus presente en el suelo.

3. En solucién alcalina pueden ocurrir otros cambios quimicos como

condensaciones entre amino4cidos y aldehidos o quinonas.

Es por ello que entre mas alcalina sea la solucién extractante, asi como
mayor el periodo de tiempo en el que se trata la muestra, mayores son los
cambios quimicos que se pueden producir en ella, a pesar que se observa que la
cantidad de materia organica extraida es mayor.

Na,P-0; y otras sales neutras

En muchos suelos, el calcio y algunos cationes polivalentes (Fe, Al) son los
responsables de mantener la materia organica en forma de fléculos insolubles.
Esta es la razén por la que para extraer a las SH se utilizan reactivos que
compitan por estos cationes, evitando con ello que se formen los complejos
insolubles de las SH. Estos reactivos pueden ser oxalato de amonio o pirofosfato
de sodio. La sal mas ampliamente utilizada es el NasP-O7, a pesar de que sélo se
llega a extraer un 30% de la materia organica de la muestra del suelo, con la
ventaja que no ha sufrido modificaciones quimicas muy drasticas como en la
extraccion con NaOH. Sin embargo, para minimizar los cambios en el material

humico, la extraccion se debe llevar a cabo a pH 7.0.
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Agentes organicos quelatantes

Los compuestos organicos como la acetilcetona, cupferron e
hidroxiquinolina son capaces de formar quelatos con iones metalicos polivalentes,
generando el mismo efecto que las sales como NasP.O7 y el oxalato de amonio.
Es decir, compiten y ganan los iones metalicos, evitando con ello que se formen

humatos y fulvatos insolubles [2].

Acido férmico

La extraccion de la materia organica del suelo con acido férmico muestra
que bajo ciertas condiciones es posible extraer entre un 55 y un 80 % de la
materia organica. La variacion del porcentaje se debe a que con el acido férmico
debe haber LiF, LiBr o HBF4 (para romper los puentes de hidrégeno y/o complejos
con iones metalicos existentes en la muestra a tratar). El acido férmico es un buen
solvente para una amplia variedad de compuestos, incluyendo polisacaridos,
ademas de ser el extractante mas eficiente para suelos donde la mayor parte de la

materia organica se encuentra parcialmente humificada.

Método IHSS

Existe una técnica de extraccion muy importante, la cual fue propuesta por
la Asociacion Internacional de Sustancias Humicas (IHSS) [20], la cual se basa en
la solubilidad de las SH en medios acuosos de diferentes pH, es decir, que las
huminas son insolubles en cualquier intervalo de pH, que los AH son insolubles en
medio acido y que los AF son solubles en todo el intervalo de pH. En la Figura 6
se muestran a grandes rasgos los pasos a seguir para extraer y purificar AF por

esta técnica.
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Muestra inicial
de suelo

Sobrenadante

Tratamiento con HCI 0.1 M

Muestra de suelo Extracto-HCI

Adicibnde |  centrifugacién
NaOH 0.1 M |
Extracto  Residuo insoluble
Ajuste depHa 1.0 (humlnas)
Fraccién de Fraccion de rasar por
Acidos Hamicos Acidos Fulvicos ~ columna XAD
Pasar por columna XAD Eluir los acidos falvicos con NaOH

Eluir los Acidos Fulvicos con NaOH Ajuste de pH 1.0
Ajuste de pHa 1.0 Agregar HF hasta 0.3 M

Agregar HF hasta 0.3 M

Pasar por columna XAD

Eluir los Acidos Fulvicos con NaOH

Pasar por columna de Acidos Fulvicos
resina de intercambio catiénico purificados

Figura 6. Diagrama descriptivo de los pasos a seguir para extraer y aislar AF mediante el método
IHSS.

Cabe resaltar que no se indican los pasos de purificacion de los AH porque
dichos acidos no son de interés en este trabajo.

1.5 Técnicas experimentales utilizadas para el estudio de los Acidos Fulvicos

Los AF son moléculas muy complejas que siguen siendo un campo de
estudio muy vasto y relativamente poco estudiado. Los AF se pueden estudiar de
muchas maneras porque falta mucho por conocer de ellos, y por eso, cualquier
aportacion seria acerca de su comportamiento y funciones quimicas ayuda a

comprenderlos mejor.
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Como en todo campo de estudio, se debe empezar a investigar desde lo
mas sencillo hasta lo mas complicado. A la fecha se ha tratado de conocer el peso
o0 masa molecular promedio de los AF, su estructura (grupos quimicos), los
protones disponibles en los AF y los grupos funcionales que les confieren sus

propiedades acido-base.

Para conocer el peso o0 masa molecular promedio, se han hecho estudios
con técnicas como cromatografia de exclusién por tamano de alta resolucién
(CEPAR) [21-22], fraccionamiento campo-flujo (FCF) [23], espectrometria de
masas de ionizacion por electrospray (EMIE) [24-25], cromatografia de exclusién
por tamano (CET) [26-27], resonancia magnética nuclear (RMN) [28] y
espectrometria de masas de ionizacion por desorcion de laser y transformada de
Fourier (EMIDLTF) [29].

A pesar de la complejidad de las moléculas de AF, se ha tratado de conocer
los grupos funcionales que los conforman y elucidar sus estructuras mediante
diferentes técnicas; algunas de ellas son: RMN [30-34], cromatografia de liquidos
de alta resolucion (CLAR) [35], ultrafiltracibn con membranas [36] vy
fraccionamiento con enzimas, las cuales son capaces de romper de forma
especifica determinados enlaces, lo que permite deducir que grupos funcionales

se encontraban inicialmente en la molécula de AF [37].

Aun sin conocer con certeza la estructura de los AF, se sabe que tienen
grupos funcionales con protones labiles, por lo que sus propiedades acido-base
han sido estudiadas por medio de sus entalpias de ionizacion y de protonacién a
través de titulaciones calorimétricas acido-base [38] y espectrometria de masas
con deteccién de resonancia de iones con ciclotron y transformada de Fourier
(EMDRICTF) [39].

Los AF también se han estudiado por electroforesis capilar (EC), tratando
de comparar sefiales de sustancias conocidas (acidos organicos) con las
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obtenidas de los AF, con la finalidad de correlacionar los grupos funcionales o
estructuras quimicas que pudieran estar presentes en la muestra analizada, o
simplemente para tratar de encontrar las sefales caracteristicas de los AF [40-45].
Ejemplos de los electroferogramas que se encuentran en la literatura son los que

se muestran en la Figura 7.
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Belle Fontaine folvic acid

migration time [min] (d)

Figura 7. Ejemplos de electroferogrmas de AF reportados en la literatura. (a) Diferentes AF
0.15mg mL" disueltos en urea 5 M; buffer de fosfatos 40 mM pH = 6.8; capilar de silice cubierto de
PVA; 10 kV; Li=64.5cm; Ly = 56 cm; d.i. = 100 um; A = 254 nm [46]; (b) AF estandar Suwannee
River disuelto en NaOH, d. i. = 75 um, L, = 50 cm; buffer de KH,PO (3 mM) - Na,B,O, (6 mM) con
pH 8.9; T =30°C; 30 kV; A =214 nm [47]; (c) AF Bouzule Pseudogley soil disuelto en SDS 100
mM; buffer de carbonatos (25 mM) - SDS (100 mM) pH = 9.2; Ly = 57 cm; Ly= 50 cm; A = 325 nm
[44]; (d) Electroferograma de AF en tres dimensiones; buffer de acetatos 50 mM pH = 5.0; 25 kV;
302 C; Ly =100 cm;d. i. = 50 um [40].

1.6 Estudios de la interaccion Acidos Fulvicos-metal

Los metales pesados son algunos de los componentes de la roca madre de
la que estd compuesto el suelo, los cuales son transportados hasta los mantos
acuiferos, las fuentes de agua potable, asi como a los sistemas marinos. Esto se
debe a la movilidad de los metales en su forma iénica, o cuando se encuentran

como complejos metélicos orgénicos [48].

Concretamente, la materia organica en solucién acuosa es capaz de: (1)
complejar metales e incrementar su solubilidad, (2) alterar la distribucion de la
forma oxidada o reducida de los metales, (3) reducir la toxicidad de los metales y
alterar su biodisponibilidad hacia la vida acuéatica.
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Si bien los AF acuaticos y los de origen terrestre que se encuentran en
solucion acuosa pueden liberar los iones metalicos que se encuentran adsorbidos
en sedimentos, también son capaces de secuestrar iones metalicos que se
encuentran en solucién cuando la materia organica (entre ella humus) se

encuentra adsorbida en los sedimentos.

En los AF existen muchos grupos funcionales que contienen en su
estructura atomos de oxigeno que se asocian con iones de metales alcalinotérreos
(comunmente Ca y Mg) y metales de transicion (p.ej. Cu, Fe, Cd, Zn, V y Ni). Los
cationes monovalentes como Na® y K" pueden formar enlaces electrostaticos
débiles con un solo grupo funcional de los AF, mientras que los iones metalicos
divalentes pueden complejarse con dos sitios anidnicos adyacentes formando con
ello un quelato, que posee una union mucho mas fuerte que la formada con

cationes monovalentes [5].

Entre los métodos mas utilizados para el seguimiento de la complejaciéon de
los metales con los AF se encuentran los electrodos selectivos de iones (ESI’s)
[49-51], voltamperometria anddica [51] y catddica [52]. En ocasiones se utiliza la
3C-RMN [53-56] para seguir de forma indirecta la complejacion del metal con los
AF y cuando se cuenta con equipos mas especializados se puede seguir la
complejacion mediante los cambios que presentan los espectros de RMN del
metal que se esté estudiando [57-59]. Otras técnicas utilizadas son la EMDRICTF
[60] y microanalisis electroforético [61]. Esta ultima técnica se basa en el uso de
una columna donde se llevan a cabo reacciones quimicas (como la de
complejacion AF-metal) y que ademas sirve para hacer una separacion
electroforética simultanea de los productos. Sin embargo, en dicho estudio se
muestran electroferogramas donde aparentemente los AF no generan absorbancia
alguna, sino que empiezan a aparecer sefiales hasta la formacién del complejo
AF-metal. Es decir, éste método no permite ver las sefales generadas Unicamente
por los AF ni la modificacién del perfil del electroferograma al generarse el

complejo.
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La aportacién de este trabajo referente a la interaccién de AF con metales
por EC y por espectroscopia UV/Vis, es de gran importancia, ya que contribuye a
esclarecer las condiciones necesarias para el analisis de AF por EC, mostrando
las dificultades que se presentan durante su estudio y la forma de solucionarlas,
asi como también las diferencias existentes entre la interaccion de los AF con
cada uno de los diferentes metales y sus respectivas constantes de complejacion

obtenidas a partir de estudios espectrofotométricos.
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Analizar y caracterizar AF de diferente fuente y origen, y estudiar su

interaccién con algunos metales pesados presentes en los suelos.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar los AF de diferente fuente (suelo y turba).
Desarrollar un método eficiente de analisis para el estudio de los AF por EC.

Aplicar el método electroforético desarrollado anteriormente para la
comparacién de los AF extraidos de un suelo de Tulancingo (municipio
perteneciente al estado de Hidalgo, México) con muestras de AF estandar.

Estudiar la interaccién de los AF con algunos metales pesados (Cu®*, Hg*,
Pb?*, Co®" y Cd?*) por EC.

Determinar las constantes de equilibrio aparentes de los complejos AF-Metal
(Cu?*, Hg**, Pb?*, Co?* y Cd**) a partir de informacién espectrofotométrica, con
ayuda del programa computacional SQUAD.
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, 3. EXTRACCION Y
CARACTERIZACION DE ACIDOS FULVICOS
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3. EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE ACIDIOS FULVICOS

La caracterizacién de los AF utilizados es una parte importante de su
estudio, porque permite correlacionar su comportamiento con posibles grupos y
estructuras quimicas. Los AF de este estudio fueron caracterizados mediante
analisis elemental, determinacibn de cenizas, espectroscopia UV/Vis vy
espectroscopia de infrarrojo.

3.1 Equipo y reactivos

Para la extraccion, purificacion y caracterizacion de AF, todas las
soluciones acuosas fueron preparadas con agua desionizada obtenida de un
equipo Milli-Q (Millipore) (18.2 MQ/cm). Todos los reactivos fueron de grado
analitico (Aldrich) y se emplearon tal y como fueron adquiridas del proveedor. Las
resinas utilizadas fueron AMBERLITE XAD7-HP (Rohm & Haas) y DOWEX 50W-
X8 (DOWEX).

En cuanto a los equipos utilizados, los estudios de analisis elemental se
realizaron en un equipo Serie I CHNS/O 2400 Perkin-Elemer. El proceso de
calcinacion para determinar el contenido de cenizas se realizé en una mufla Felisa
modelo 33JE con capacidad de calentamiento de 0 a 1100 °C. Finalmente, los
estudios espectroscépicos de UV/Vis e infrarrojo se realizaron en un
espectrofotometro Perkin ElImer modelo Lambda 40, y en un equipo Perkin Elmer
modelo Spectrum GX, respectivamente.

3.2 Extraccion de los Acidos Fulvicos

3.2.1 Acidos Fulvicos en estudio

Para la realizacién de este trabajo, se caracterizaron tres AF de diferente
fuente y origen: dos AF estandar adquiridos de la IHSS y uno extraido de territorio
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hidalguense. Los AF estandar denominado AF Elliott Soil, fue extraido de un suelo
perteneciente a llinois, Estados Unidos, donde el agua drena lentamente, el suelo
es de color oscuro, la precipitacion anual es de 84 cm y la temperatura es
aproximadamente de 18 °C. En cambio, los AF estdndar Pahokee Peat fueron
extraidos de turba (masa fibrosa y esponjosa formada por la descomposicion de
musgos y otras plantas que perecen por falta de oxigeno y se van depositando en
el fondo de los pantanos) de un suelo pantanoso perteneciente a Florida, Estados
Unidos, el cual cuenta con un drenado pobre y es el resultado de depdsitos
organicos provenientes de cuerpos de agua dulce [62]. Finalmente, los AF
extraido en el laboratorio fueron provenientes de una parcela del municipio de
Tulancingo, perteneciente al estado de Hidalgo, México, en donde el clima es
templado-frio y registra una temperatura media anual de 15 °C; la precipitacion
pluvial oscila entre 50 y 70 cm por afno, ademas cuenta con humedad que genera

niebla ocasional [63].

3.2.2 Toma de muestra de suelos

La toma de una muestra de suelo es una tarea muy importante de la que
depende el valor del andlisis, por lo que la muestra debe ser representativa de la
zona. Las muestras de suelo se toman hasta una profundidad maxima de 20 cm, y

pueden hacerse mediante tres técnicas:

a) Utilizando una barrena de 30 a 35 cm de longitud y una rosca de unos 3 cm
de diametro.

b) Empleando una sonda de 20 cm de longitud y terminada en una punta
filosa.

c) Por medio de una pala o azadon.

Para este estudio se hizo la toma de muestra mediante una pala (Figura 8), con
ella se cavo un hoyo en forma de V, de unos 20 cm de profundidad, se corté una
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rebanada de uno de los lados y la parte central de la rebanada se pas6 a la bolsa

en la cual se estaba almacenando la muestra.

Figura 8. Toma de muestra de suelo por medio de pala.

La operacion anterior se repitié hasta completar 2 kg de tierra, con el fin de
que la muestra fuera representativa, segun lo recomendado por Yufera et al. [1].

3.2.3 Preparacion de la muestra para la extraccion

Antes de proceder a la extraccion de los AF, la muestra de suelo se secé al
aire a temperatura ambiente durante aproximadamente 24 h, que es el tiempo
minimo que se debe dejar airear una muestra de suelo. Esto se hizo debido a que
los resultados analiticos se deben referir a muestras secadas al aire.

Una vez seca la muestra de suelo, se retiraron las piedras, se rompieron los
agregados y finalmente se procedié a tamizar, porque agronémicamente sélo
tienen verdadero interés las particulas que tienen un tamafo inferior a 2 mm de
diametro medio, en cuya superficie se lleva a cabo casi la totalidad de las

reacciones del suelo [1].
3.2.4 Extraccion y purificacion de Acidos Fulvicos

Para la extraccion (a temperatura ambiente) de los AF del suelo de

Tulancingo se realizaron los siguientes pasos:
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Paso 1. Se pesaron 50 g de muestra, a la cual se le adiciona la cantidad minima
necesaria de agua desionizada para mantenerla en suspension.
Posteriormente se le midié el pH y se ajusté 1 adicionandole HCI 1.0 M.
Posteriormente se adicionaron 500 mL de HCI 0.1 M para conseguir una
relacion de 10 mL de solucién por cada gramo de suelo seco. Una vez
preparada la suspension, se agitd de manera continua durante 1 hora.

Paso 2. Se detuvo la agitacion y se permiti6 que la suspension sedimentara
durante 4 horas. Posteriormente se decantd la primera fraccion de AF
obtenida (sobrenadante) y se reservo para su posterior tratamiento.

Paso 3. El sedimento se neutralizé hasta pH 7 con NaOH 1.0 M; a continuacion, y
bajo atmosfera de N, se le adicionaron 500 mL de NaOH 0.1 M para
mantener de nuevo la relacién 10:1 de extractante:suelo seco inicial.

Paso 4. La suspensién alcalina se mantuvo bajo atmésfera de N, y con agitacién
continua durante 4 h. Al término de este tiempo se dej6 sedimentar
durante aproximadamente 14 h. Posteriormente, ya que se distinguieron
dos fases, se decantd el sobrenadante de la solucion y el sedimento
(huminas) se descarté.

Paso 5. El sobrenadante que se obtuvo en el paso 4 se mantuvo en constante
agitacion mientras se acidific6 con HCl 6 M hasta alcanzar un pH de 1.
Una vez realizado esto, la solucion se dej6 en reposo durante
aproximadamente 14 h para que se separara.

Paso 6. Después del tiempo de reposo, se apreciaron dos fases bien definidas, las
cuales correspondieron a la segunda fraccion de los AF (fase superior) y a
los AH (fase inferior). Estas fases se separaron con mucho cuidado de no
mezclarlas; lo cual se logré con la ayuda de una pipeta Pasteur, para
evitar que la fase inferior contaminara la fase superior.

Paso 7. La primera fraccion de AF (proveniente del paso 2) y la segunda fraccion
que se obtuvo en el paso 6 se mezclaron y se filtraron en un embudo
Buchner con papel filtro Whatman 42 y una cama de algodén, con la
finalidad de atrapar cualquier sélido suspendido que pudiera quedar en la
solucion de AF.
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Paso 8. La solucioén libre de sélidos suspendidos y en la que estan presente los AF
se pasO través de una columna empacada con 65 g de resina
AMBERLITE XAD7-HP. Se descartd el eluato, se enjuagd la columna
AMBERLITE XAD7-HP con agua desionizada, y se descarté el agua de
lavado.

Paso 9. Los AF atrapados en la columna AMBERLITE XAD7-HP se eluyeron con
150 mL de NaOH 0.1 My 700 mL de agua desionizada.

Paso 10. Todos los eluatos que se obtuvieron del paso 9 se colectaron y se
acidificaron inmediatamente con HClI 6.0 M hasta un pH de 1.
Posteriormente se adicionaron los mL de HF concentrado necesarios
para tener una concentracion final de HF 0.3 M.

Paso 11. La solucién ya acidificada con la mezcla HCI-HF se volvié a eluir a través
de la columna empacada con resina AMBERLITE XAD7-HP, se enjuagé
la columna con agua desionizada y se descartaron los eluatos.

Paso 12. Los AF atrapados en la columna AMBERLITE XAD7-HP se recuperaron
al adicionar 150 mL de NaOH 0.1 M y 700 mL de agua desionizada.
Todas las aguas de lavado obtenidas en este punto se colectaron y se
vertieron en una columna empacada con 110 g resina de intercambio
catibnico DOWEX 50W-X8, con el fin de recuperar los AF purificados,
saturados de H*, y no como fulvato de sodio.

Paso 13. Por ultimo se concentr6 (mediante evaporacion) el eluato proveniente de

la columna catiénica hasta tener los AF secos.

Durante el proceso de purificacién se realizaron ciertas modificaciones al
método original propuesto por la IHSS. Una de ellas fue el cambio de la resina
AMBERLITE XAD8 por la resina AMBERLITE XAD7-HP la cual también es
utilizada para la purificacion de AF [64]; sin embargo se emple6 un exceso de ella
durante su empaquetamiento en la columna, procurando con ello evitar la
saturacibn de la misma y por consiguiente, la obtencibn de una muestra
contaminada con silicatos, ademas de compensar de alguna manera el cambio de

resinas. La otra variacion que se hizo fue la utilizacion de la resina DOWEX 50W-
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X8 en lugar de la resina Bio-Rad AG-MP-5, considerando que ambas son resinas

de tipo catidnico [65].

Tomando en cuenta las modificaciones realizadas a la técnica, el

rendimiento de AF fue de 3.394 mg/g suelo seco inicial.
3.2.5 Preparacion de soluciones acuosas de Acidos Fulvicos

La preparacion de soluciones pudiera parecer un paso trivial, sin embargo,
para el caso de las SH, los investigadores del tema no han coincidido al establecer
un peso molecular unico para los AH ni para los AF, de tal forma que a la fecha
solamente existen aproximaciones. En la mayoria de los casos, se encuentran
reportados intervalos entre los que podrian oscilar los valores de sus pesos
moleculares. Para este trabajo, se tomé en cuenta el intervalo de 500 a 1500 g
mol™” [66] y se obtuvo el promedio de estos valores, por lo que para la preparacion
de soluciones, se considerd un peso molecular promedio de 1000 g mol™. A partir
de esta consideracion se prepararon las soluciones pesando los gramos de AF
necesarios y aforando al volumen de agua requerida.

3.3 Caracterizacion de los Acidos Fulvicos
3.3.1 Analisis elemental
Por medio de analisis elemental se determinaron los porcentajes totales de

los componentes elementales (carbono, hidrogeno y nitrégeno) a partir de las
muestras soélidas de AF.
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3.3.2 Contenido de cenizas

La determinacion de cenizas se realiz6 por duplicado para los AF de
Tulancingo y una sola vez con los estandares comerciales, esto ultimo debido a

gue no se contaba con la cantidad suficiente para repetir el experimento.

Para éste analisis se pesaron los crisoles a utilizar y posteriormente se
metieron en una mufla que se mantuvo a 900 °C durante 40 min. Pasados los 40
min, los crisoles se sacaron y se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se
volvieron a pesar; esta operacién se repiti6 hasta observar peso constante.
Posteriormente, en cada uno de los crisoles se pes6 con exactitud 0.0150 g de los
AF extraidos y estandar respectivamente y se metieron de nuevo a la mufla,
donde permanecieron durante 6 horas a 900 °C. Una vez transcurridas las 6 horas
se sacaron, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se volvieron a pesar para

poder conocer la cantidad de materia inorganica presente en las muestras.
3.3.3 Espectroscopia Ultravioleta/Visible

Los espectros de UV/Vis de los diferentes AF en un intervalo de longitud de
onda de 200 a 900 nm, se obtuvieron con la finalidad de calcular la relacion de
absorbancias E4/Eg, la cual es comunmente utilizada para la caracterizacion de
suelos [67].

3.3.4 Espectroscopia de Infrarrojo
Los espectros de infrarrojo se obtuvieron a partir de muestras sélidas de AF
en pastillas de KBr, los cuales comprenden desde los 4000 a los 370 cm™, y se

utilizaron para identificar los grupos funcionales que estuvieran presentes en las

muestras, y con ello relacionar su comportamiento.
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3.4. Resultados y discusion

3.4.1 Analisis elemental

Como se mencioné con anterioridad, la mayor parte de los elementos que
conforman a los AF, y en general a las SH organicas son carbono y oxigeno. En la
mayoria de los casos, el contenido de carbono de los AH se encuentra entre el
53.8 y 58.7 % y el contenido de oxigeno varia de 32.8 a 38.3 %. Por el contrario,
los AF poseen un contenido ligeramente menor de carbono (generalmente entre
un 40.7 a un 50.6 %) y un contenido mayor de oxigeno (39.7 a 49.8 %), ya que
cuentan con una mayor cantidad de grupos —COOH, lo que a su vez les confiere
un caracter mas acido. Ademas, los porcentajes de hidrégeno, nitrégeno y azufre
varian de 3.2a 7.0 %, de 0.8 a 4.3 % y de 0.1 a 3.6 % respectivamente [2].

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos del analisis elemental
de los diferentes AF en estudio. Puede apreciarse que los porcentajes de
hidrégeno y nitrégeno presentes en los AF, se ubican dentro del intervalo de
valores previstos para este tipo de sustancias, mientras que sus contenidos de
carbono y oxigeno son muy cercanos a los valores conocidos para otros AF.

Tabla 2. Andlisis elemental y porcentaje de cenizas obtenidos de los AF estandar y de los AF

extraidos de un suelo hidalguense (*%0 calculado como la diferencia del 100%).

Analisis elemental Relacion , .
AF Relacién | Relacion
- C:H:N:O
utilizados | %C %H %N | *%0 , o/C H/C
(atomos)
AF de
) 39.48 | 4.04 | 0.45 | 56.03 | 102:126:1:109 1.07 1.23
Tulancingo
AF
50.12 | 4.28 3.75 | 41.85 16:16:1:10 0.62 1.00
Elliott Soil
AF
Pahokee | 51.31 | 3.53 | 2.35 | 42.81 25:21:1:16 0.64 0.84
Peat
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Una forma de expresar la informacion del andlisis elemental que se realiza
para caracterizar a las SH es el uso de relaciones entre atomos; siendo valida
tanto para AH como para AF. Algunas generalizaciones respecto a las relaciones
O/C y H/C son las siguientes:

* La relaciéon O/C para AH provenientes del suelo es cercana a 0.5, mientras que
para los AF es 0.7 o mayor [68]. Esta diferencia refleja el alto contenido de
COONH y/o carbohidratos en los AF.

« Comunmente la relaciébn H/C para AH como AF provenientes del suelo es
cercana a 1.0, mientras que para SH provenientes de sedimentos marinos o de
lagos suele ser mayor. Para las SH del suelo la relacién H/C esta directamente
correlacionada con la relacién E4/Eg (punto 3.4.3), la cual es inversamente
proporcional a la “aromaticidad” o grado de condensacion. Las relaciones H/C
bajas indican que el material en estudio es de naturaleza alifatica casi en su
totalidad [68].

Tomando en cuenta las generalidades anteriores y los valores de la relacién
O/C obtenidos para los tres AF en estudio, podemos decir que, en cuanto a la
cantidad de grupos COOH y/o carbohidratos en los tres AF analizados, el orden
decreciente es el siguiente:
AF Tulancingo > AF Pahokee Peat = AF Elliott Soil

Por otro lado y de acuerdo a los resultados obtenidos de la relacién H/C, el
caracter alifatico de los AF tiene el siguiente orden:
AF Pahokee Peat > AF Elliott Soil > AF Tulancingo

El bajo porcentaje de nitrogeno encontrado en el suelo de Tulancingo,
podria deberse a que la muestra de suelo proviene de una parcela utilizada para el
cultivo (maiz), por lo que gran parte de la materia organica producida es extraida
del lugar con la cosecha, impidiendo con ello su descomposicién en el propio lugar
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donde se produce, de manera que, a corto o largo plazo, los nutrientes (entre ellos

el nitrégeno) que originalmente poseia el suelo se vuelven escasos.

3.4.2 Contenido de cenizas

Luego de realizar los analisis correspondientes, pudo determinarse que los
estandares AF Pahokee Peat y AF Elliott Soil contienen un menor porcentaje de
material inorganico en comparacién con los AF de Tulancingo (1.515%, 2.759% y
15.099% respectivamente). Estos valores podrian reflejar que los AF de
Tulancingo posiblemente contengan sales, ya que después de la calcinacion se
aprecio en el fondo de estos crisoles una delgada capa soélida, transparente y
brillosa que estaba adherida. Analizando los pasos llevados a cabo en el proceso
de purificacién, asi como los reactivos utilizados, se puede inferir que parte de
esos residuos eran NaCl y/o NaF (ésta ultima en menor cantidad) formados vy
fundidos, ya que en estado puro, el NaCl funde a 802° C y el NaF a 995 °C [69].

3.4.3 Espectroscopia Ultravioleta/Visible

En la Figura 9 se muestra un espectro tipico de AF, el cual se obtuvo
utilizando una solucién de AF estandar Elliott Soil 1x107 M; en el puede
observarse que los AF absorben en todo el rango del espectro UV debido a la
variedad de grupos funcionales que poseen.

Aunque a simple vista los espectros UV/Vis parecen no proporcionar mucha
informacion, la relacion de absorbancias a 465 y 665 nm, comunmente llamadas
relacion E4/Eg (cociente resultante de la relacion de absorbancias en 465 nm y 665
nm), es ampliamente usada para propésitos de caracterizacién. En 1977, Chen et
al. demostraron la concordancia entre la relacion E4Eg con el tiempo de
humificacién, grado de condensacién, peso molecular relativo, asi como grado de
aromaticidad de los AH y AF propuesta por Kononova en 1966 [67]. De esta forma

se encontrd que la relacién para los AH usualmente es menor a 5.0; mientras que
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el rango para los AF generalmente es de 6.0 a 8.5. Esta relacién decrece con el
incremento del peso molecular y de la condensacion, y se piensa que es un
indicativo del grado de humificacién. Asi, una relacién E4/Eg baja puede indicar un
alto grado de condensacién de estructuras aromaticas, mientras que una relacion

E4/Ee alta infiere la presencia de estructuras mas alifaticas.

Se ha observado otra correspondencia con el valor de la relacién E4/Eg, la
cual indica el tiempo de residencia del material humico (el tiempo de residencia es
el resultado de andlisis de 'C para determinar la edad promedio del material
hamico), ya que las SH con una alta relacion E4/Eg tienen poco tiempo de
residencia. Asi, un material humico viejo tiene mayor grado de condensacion y

aromaticidad [2].

07,
06
05
0.4
03]
0.2

0.14

0o T - - T :
200 300 400 a00 600 700

A (nm)

Figura 9. Espectro de UV/Vis de una solucién acuosa del AF estandar Elliott Soil 1x107 M.

A pesar de que los espectros de los tres AF caracterizados presentaron la
misma tendencia, existen pequefias diferencias en las pendientes de sus
curvaturas, lo que genera diferentes valores de sus respectivos cocientes E4/Eg,

los cuales se muestran en la Tabla 3.
A partir de las relaciones de la Tabla 3, podemos deducir que los AF

estandar Pahokee Peat tienen corto tiempo de residencia y bajo grado de

condensacién, es decir que su estructura es mas alifatica y poseen un peso
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molecular menor. En contraste, los AF extraidos del suelo de Tulancingo son los
que tienen la relacion E4+/Eg mas pequefa; es decir, que su tiempo de residencia y
peso molecular es el mayor y se encuentran conformados por mas estructuras
aromaticas. Finalmente, los AF estandar Elliott Soil poseen caracteristicas

intermedias.

Tabla 3. Valores de los cocientes E4/Eg para los diferentes AF en estudio.

Nombre E4/Eg

AF estandar Pahokee Peat | 10.938

AF estandar Elliott Soil 6.814

AF de Tulancingo 4.649

3.4.4 Espectroscopia de Infrarrojo

Los espectros de infrarrojo son de gran utilidad en el analisis y
caracterizacion de SH porque muestran bandas que son el reflejo directo de sus
estructuras moleculares. La espectroscopia infrarroja provee informacion clave
acerca de la naturaleza del humus, de su actividad y del acomodo estructural de
los grupos funcionales que contienen oxigeno. Esta informacion es esencial para
el entendimiento de las interacciones SH-metal, asi como SH-sustancias
xenobibticas [2], etc. En la Figura 10 se muestran los espectros de infrarrojo de los

AF en estudio.

Los tres espectros de la Figura 10 presentan las mismas bandas aunque
con pequenas diferencias de intensidad, lo que revela que los tres AF contienen
los mismos grupos funcionales, pero en diferente proporcion. La similitud entre los
espectros también indica que los AF extraidos del suelo hidalguense se obtuvieron
con un minimo en la modificacién de su estructura, cumpliendo con ello el requisito
de alterar lo menos posible la materia organica mediante la técnica de extraccién

utilizada, segun lo propuesto por Stevenson [2].
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Figura 10. Espectros de infrarrojo de los AF analizados obtenidos en pastilla de KBr. (a) AF
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estandar Pahokee Peat, (b) AF estandar Elliott Soil y (¢) AF extraidos de Tulancingo.

En la Tabla 4 se especifica la asignacién de las sefales etiquetadas en la
Figura 10 (a), y que son congruentes con los grupos funcionales que podrian estar
presentes en las estructuras de AF propuestas hasta ahora.

La banda a 1700 cm™ (etiquetada como III) proporciona informacién
singular para la caracterizacion de las SH, ya que esta sefal tiende a ser méas
débil al incrementarse la intensidad de color de las soluciones de SH, lo que a su
vez indica una disminucién progresiva del contenido de grupos COOH y un

incremento en el peso molecular (polimerizacién) de la muestra [2].

Las sefales que se encuentran entre las frecuencias 1430 y 830 cm’
corresponden a las llamadas “huellas dactilares”, que son Unicas para cada
sustancia y que ademas son dificiles de asignar porque a partir de 1430 cm’
hasta frecuencias menores, aparecen senales correspondientes a interacciones

poliatomicas de la molécula [70].
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Tabla 4. Asignacién de las bandas de absorcion de los espectros de infrarrojo de la Figura 10 (a).

Etiqueta Frecuer:cia - Asignacion
(cm™)
I 3400-3300 v O—H de alcoholes; v N-H de aminas
I 2940-2900 |v C—H alifatico (CH,)
I 1725-1700 |v C=0 de COOH y cetonas
v 1660-1630 |v C=0 de amida y quinonas
\Y 1400-1360 | v C—O de OH fendlicos, 6 CH,
VI 1280-1200 |v C—O de éteres
vl 1170-950 v C—-0 de polisacaridos y/o Si-O
VIII 720-740 p C—H de CH,
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4. ESTUDIO POR ELECTROFORESIS CAPILAR
DE LA INTERACCION ACIDOS FULVICOS - METAL
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4. ESTUDIO DE LA INTERACCION ACIDO FULVICO - METAL POR
ELECTROFORESIS CAPILAR

Para llevar a cabo el estudio de la interaccién de los AF con metales por
EC, se propuso seguir la sefal de los metales y los AF en un sé6lo experimento; sin
embargo, no se encontré ningun buffer con el cual se pudiera lograr. Es por ello
que este estudio se realizé mediante dos procedimientos diferentes: por un lado,
registrando las modificaciones de los electroferogramas de AF una vez que se
adiciond la solucién de metal, y por otro lado, registrando las modificaciones de los

electroferogramas de los iones metalicos una vez que se adicionaron los AF.

Es importante mencionar que durante la experimentacion, todas las
soluciones utilizadas fueron preparadas con agua desionizada Milli-Q (Millipore)
(18.2 MQ/cm) para evitar contaminacion con otros metales. Las sales de nitratos
de cada uno de los metales (Cu®*, Hg?*, Pb®*, Cd** y Co?') y los reactivos
utilizados para la preparacién de las diferentes soluciones amortiguadoras fueron
de grado analitico (Aldrich). En cuanto a los AF, se emplearon los AF extraidos del

suelo de Tulancingo y los AF estandar Elliott Soil.

Los electroferogramas se obtuvieron en un equipo Beckman P/ACE MDAQ,
el cual cuenta con inyector automatico y detector de UV (A = 214 nm); se utiliz6é un
capilar de silice fundida de 75 ym de diametro interno, longitud total (L;) del capilar
de 39 cm y longitud al detector de 28.5 cm (Ly).

4.1 Seguimiento de la sefal de los Acidos Fulvicos y su alteracién debido a
la adicion de metal.

Para obtener informacién acerca de la interaccion de AF-metal se buscaron
las condiciones Optimas que generen los electroferogramas para AF libres, y
posteriormente observar la modificacion de los mismos por la adicién de cationes

metalicos (M?*).
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4.1.1 Selecciéon de condiciones para la separacion de Acidos Fulvicos por
Electroforesis Capilar

A la fecha existe poca bibliografia acerca del analisis de AF por EC. Comunmente,
los electroferogramas que generan los AF y que se exponen en algunos articulos,
no constan de una gran cantidad de senales; ejemplo de ello son los que se
muestran en la Figura 7, en la cual es evidente que a pesar de utilizar diferentes
condiciones de analisis, los AF no se separan de manera satisfactoria. Ademas,
no todos los electroferogramas que se muestran en los articulos estan expresados
en tiempo de migracién, sino que utilizan escalas de movilidad de las sefiales (cm?
V' minT), por lo cual no es posible comparar a simple vista el perfil de los
electroferogramas. Debido a esto fue necesario encontrar un método
electroforético a seguir, por lo que se variaron ciertas condiciones, a partir de las
cuales se seleccionaron las mejores, es decir, aquellas que permitieran un corto

tiempo de andlisis, asi como la obtencién de la mayor cantidad de picos resueltos.
4.1.1.1 Concentracion de la muestra

La primera variable bajo estudio fue la concentracién de la muestra a
analizar, por lo cual se eligié6 como buffer de partida: acido bérico 90 mM / TRIS
115 mM / EDTA 0.75 mM, pH = 8.128, esto debido a que en reportes previos se
menciona que este buffer permite una separacion de AH [71], por tanto se
esperaba un efecto similar en el caso de los AF.

Posteriormente se prepararon soluciones de AF estandar 1.0 mM, 0.5 mM y
0.1 mM y se inyectaron al equipo cada una a la vez. En la Figura 11, se aprecia
claramente que a mayor concentracion de la muestra, mayor es la intensidad de

las sefiales que se generan.
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Figura 11. Estudio electroforético de la variacion de la concentracién de AF. Condiciones: AF
estandar Elliott Soil, buffer de acido bérico 90 mM / TRIS 115 mM /EDTA 0.75 mM a pH = 8.128;
inyeccién hidrodinamica 4 seg, presion 2 psi, 20° C, A = 214 nm, voltaje de separacion 20 kV,

capilar de silice fundida, polaridad normal. FEO = Flujo electroosmético.

Al comparar el electroferograma generado por los AF estandar 0.5 mM con
el de los AF estandar 0.1 mM, se observa que la intensidad y numero de picos es
mayor en el correspondiente a los AF estandar de concentraciéon 0.5 mM.
Posteriormente, al seguir incrementando la concentracién de la muestra hasta 1.0
mM, y comparar el electroferograma resultante con el los AF estandar 0.5 mM, se
observa que el perfil de la senal difiere; la explicacion a ello podria ser que la
relacion de moléculas de AF con las de los componentes del buffer difiere, y que al
haber un mayor niumero de moléculas de AF, los componentes del buffer no son
suficientes para interaccionar y separar a la muestra de la misma manera. Por
esta razén se optd por utilizar el AF estandar de concentracién 0.5 mM para los

subsecuentes experimentos electroforéticos.
4.1.1.2 Concentracion del buffer
La concentracion del buffer a utilizar es un factor importante, ya que a

mayor numero de moléculas presentes en el buffer, mayor es la interaccion con la

muestra de AF estandar. En la Figura 12 se muestra el efecto de esta variable en
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los electroferogramas obtenidos. Las concentraciones del buffer se especifican en
la Tabla 5.

En la Figura 12 se aprecia que conforme la concentracién del buffer
disminuye, menor es el tiempo que tarda la muestra en pasar por el detector, lo
cual es favorable si se busca minimizar el tiempo de analisis. Sin embargo, este
hecho afecta de manera importante la resolucién de los picos debido a que mayor
namero de moléculas de carga y masa similar se mueven juntas, generando una
mayor absorbancia en un tiempo muy cercano y, por tanto, que los picos

correspondientes a diferentes componentes de la muestra se solapen.

14 [E]
12
10l [D]
< 8
2 o .
4] [B]
2
T [A]
T
o 1 “2|[3 "4 8 B 7 8 8 10
U Tiempo (min)

Figura 12. Estudio electroforético de la variacion de la concentracién del buffer y su efecto en la
separacion de AF. Condiciones: AF estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico / TRIS /
EDTA; inyeccion hidrodindmica 4 seg, presion 2 psi, 20° C, A = 214 nm, voltaje de separacién 20
kV, capilar de silice fundida, polaridad normal. Composicion del buffer A-D en la tabla 5. FEO =

Flujo electroosmaético.

Tabla 5. Concentracién de los componentes del buffer acido bérico / TRIS / EDTA utilizados para

generar los electroferogramas mostrados en la Figura 12.

Etiqueta Concentracion del buffer
[A] ac. bérico 270 mM / TRIS 345 mM / EDTA 2.25 mM, pH = 8.169
[B] ac. bérico 180 mM / TRIS 230 mM / EDTA 1.50 mM, pH = 8.154
[C] ac. bérico 90.0 mM/ TRIS 115 mM /EDTA 0.75 mM, pH = 8.128
[D] ac. borico 45.0 mM / TRIS 57.5 mM / EDTA 0.38 mM, pH = 8.102
[E] ac. bérico 22.5 mM/ TRIS 28.8 mM / EDTA 0.19 mM, pH = 8.077
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En los electroferogramas obtenidos con buffer de concentraciones [A], [B] y
[C] de la Figura 12, se aprecia una disminuciéon gradual del tiempo analisis asi
como un aumento en la altura de los picos y mejores sefales de los componentes.
Sin embargo, comparando los electroferogramas [C], [D] y [E] puede apreciarse
que si bien los picos van incrementando su altura, la resoluciéon disminuye a tal
grado que sélo se aprecian 2 picos irregulares que aparecen casi inmediatamente
después del flujo electroosmético (FEO). Tomando en cuenta todo lo
anteriormente dicho, no se considerd conveniente seleccionar el buffer acido
borico / TRIS / EDTA de concentracion [E] a pesar de que es el que genera el
menor tiempo de analisis. Asi, el buffer de concentracion [C] (ac. bérico 90.0 mM /
TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM, pH = 8.128) fue seleccionado para los

subsecuentes experimentos.

4.1.1.3 Voltaje de separacion

Una vez elegidas las concentraciones de los AF estandar y del buffer a
emplear, se procedid a elegir el voltaje de separacién (Figura 13). Con la variacién
de la intensidad del voltaje de separacién de la muestra, se genera un efecto
similar al ocurrido por la variacién de la concentracién, sin embargo su origen no

es el mismo.

0 2 4 5 g 1 12 14
Tiempo (min)

Figura 13. Estudio electroforético del efecto de la variacién del voltaje en la separacién de AF.
Condiciones: AF estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM /
EDTA 0.75 mM, pH = 8.128; inyeccién hidrodinamica 4 seg, presién 2 psi, 20° C, A = 214 nm,

capilar de silice fundida, polaridad normal.
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La Figura 13 muestra que a mayor voltaje aplicado, la separacion de la
muestra se lleva a cabo en un menor tiempo. Sin embargo, en este caso la senal
no pierde intensidad pero los picos se angostan. Este efecto se debe a que, a
mayor voltaje aplicado, la velocidad con la que viajan los componentes de la
muestra es mayor, y al tardar menos tiempo en pasar cada componente por el

detector, el pico registrado tiene una apariencia mas fina.

Para este caso, se eligi6 como voltaje de separacion el de 20 kV, ya que
comparativamente el nimero de senales obtenidas es mejor y el tiempo de

analisis no es muy prolongado.

4.1.1.4 Temperatura de separacion

El equipo de EC empleado permite variar la temperatura del capilar que se
encuentra dentro del cartucho, ya que al conectar el capilar con una solucién
conductiva en su interior (buffer) y aplicarle una diferencia de potencial elevada
(miles de volts), se produce un paso de corriente eléctrica que calienta la solucién
conductiva y por consiguiente también se calienta la muestra (efecto Joule). Este
calentamiento aumenta la conductividad eléctrica de la solucién asi como la
movilidad de las especies ocasionado por la disminucién de la viscosidad de la

solucion [72].

Tomando en cuenta el efecto que produce el incremento de la temperatura
en la muestra, ésta se puede manipular para hacer que el método sea mas
eficiente. En la Figura 14 se aprecia las diferentes movilidades de la muestra

segun la temperatura utilizada.

De los electroferogramas mostrados en la Figura 14 se eligi6 la temperatura
de 25° C. Esta seleccién se hizo debido a que la temperatura ambiente promedio
es de 25° C aproximadamente, lo que nos mostraria un efecto mas real al

momento de simular la complejacién de AF con metales.
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Figura 14. Efecto de la temperatura en la separacién electroforética de AF. Condiciones: AF
estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM, pH =
8.128; inyeccidén hidrodinamica 4 seg, presién 2 psi, voltaje de separacion 20 kV, A = 214 nm,

capilar de silice fundida, polaridad normal. FEO = Flujo electroosmético.

4.1.1.5 Polaridad

Cuando se habla del sentido de la polaridad, se hace referencia el sentido
que tomara la corriente eléctrica al conectar el capilar lleno de buffer y aplicarle
una diferencia de potencial. Asi, la direccidn de la corriente eléctrica se puede
invertir mediante el cambio de la polaridad que tienen los electrodos (anodo y
catodo) del equipo. Este cambio se realiza cuando el tiempo de migraciéon de las
especies de interés es muy prolongado porque las particulas tienen la misma
carga del electrodo de salida.

En este trabajo, cuando se habla de polaridad normal se hace referencia a
que el catodo se encuentra en el mismo vial que el extremo de entrada del capilar,

por lo que el anodo se encuentra en el vial del extremo de salida del capilar.

Es decir, cuando se habla de polaridad normal, se considera que las

primeras especies en migrar seran aquellas con carga positiva, y al invertir la
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direccion de la polaridad las primeras especies en migrar serian aquellas con
carga negativa, por lo que, el cambio de la polaridad en EC permitiria en principio
observar las especies que en polaridad normal tomarian tiempo muy largo en
pasar por el detector. Por esta razdn es necesario invertir el sentido de la
polaridad de los electrodos y corroborar que no se observa un nimero mayor de
sefnales al realizarlo (Figura 15).

Polaridad normal

1 Polaridad reversa
o4

6 1 3 3 4 £ & 7 & 35 1
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Figura 15. Efecto del sentido de la polaridad en la separacién electroforética de AF. Condiciones:
AF estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM,
pH = 8.128; inyeccidn hidrodindmica 4 seg, presion 2 psi, 25° C, A = 214 nm, voltaje de separacion

20 kV, capilar de silice fundida. FEO = Flujo electroosmético.

4.1.1.6 Inyeccion de la muestra

La variacién de la inyeccién de la muestra, tanto en tiempo como en presién
es un factor que afecta la calidad de las sefiales. Ejemplo del efecto que genera el
cambio de presion es el mostrado en la Figura 16, donde se puede ver que al
modificar la presidn de inyeccion de la muestra, y manteniendo el mismo tiempo
de inyeccion, las senales que se generan son sumamente diferentes en su

intensidad.
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Figura 16. Estudio electroforético del efecto de la variacion en la inyeccién de la muestra en la
separacién de AF. Condiciones: AF estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer de &cido bérico 90.0 mM /
TRIS 115 mM/EDTA 0.75 mM, pH = 8.128; 25° C, A = 214 nm, voltaje de separacion 20 kV,

capilar de silice fundida, polaridad normal. FEO = Flujo electroosmético.

A partir de la comparacion de la Figura 16, se decidié continuar utilizando la
inyeccién de la muestra de AF de forma hidrodindmica (presién) a 2 psi durante 4

segundos, tal y como se hizo en todos los experimentos realizados anteriormente.

4.1.1.7 Senal correspondiente al buffer

Hasta este punto se habia seleccionado la mejor concentracién de los AF
estandar a utilizar, la concentracion del buffer, el voltaje de separacion a aplicar, la
temperatura del capilar, el sentido de la polaridad y el tiempo de inyeccién de la
muestra. Sin embargo era necesario comprobar que las sefales en los
electroferogramas correspondian a los AF en estudio y no del buffer per se. Con
este fin, y considerando las condiciones encontradas hasta el momento se realizd
un experimento en donde, en lugar de inyectar la muestra de AF, se inyecté la
misma cantidad de buffer. La Figura 17 muestra el resultado de ésta separacion.
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Figura 17. Comparacion de las sefales producidas por el buffer de corrida y el AF en estudio.

Condiciones: AF estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico 90.0 mM/ TRIS 115 mM/

EDTA 0.75 mM, pH = 8.128 ; inyeccidén hidrodinamica 4 seg, presion 2 psi, 252 C, A = 214 nm,
voltaje de separacion 20 kV, capilar de silice fundida, polaridad normal. FEO = Flujo

electroosmaotico.

La Figura 17 muestra que el buffer de acido bérico / TRIS / EDTA no genera

sefales que pudieran confundirse con las de los AF a analizar.

4.1.1.8 Efecto de la naturaleza del buffer en la separacion

Con la finalidad de comparar los resultados obtenidos hasta el momento en
cuanto a la separacion de los AF, y dado que en la bibliografia consultada no se
muestran los electroferogramas que se obtienen al utilizar diferentes soluciones
amortiguadoras, se realizaron diferentes experimentos evaluando el efecto que
tienen la composicién y naturaleza de diferentes buffers en la separacién de los
AF.

Para tal fin, se prepararon buffers de diferente composicién de acuerdo a
las propuestas hechas por diversos autores [40-44], con los cuales se traté de
separar las muestras de AF estandar bajo las condiciones éptimas encontradas
anteriormente (20 kV, 25° C e inyeccion de la muestra de forma hidrodinamica a 2
psi durante 4 seg). Los electroferogramas obtenidos (polaridad normal y reversa)
con dichos buffers se muestran en la Figura 18.
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Figura 18. Estudio electroforético de la variacion de la composicién del buffer de corrida y su efecto
en la separacion de AF. Condiciones: AF estandar Elliott Soil 0.5 mM, inyeccién hidrodinamica 4
seg, presion 2 psi, 252 C, L = 214 nm, voltaje de separacién 20 kV, capilar de silice fundida. (a)

polaridad normal y (b) polaridad reversa.

Al comparar el electroferograma obtenido con el buffer de acido boérico /
TRIS / EDTA con los generados con otros buffers (Figura 18), no se observa
ninguna mejora en cuanto al nimero de sefales presentes. Debido a esto, se
eligieron como mejores condiciones del método de separacion las siguientes: AF
estandar 0.5 mM, buffer de &cido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM/ EDTA 0.75 mM,
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pH = 8.128, 20 kV, polaridad normal, 25° C e inyeccién de la muestra de forma
hidrodinamica a 2 psi durante 4 segundos.

Una vez halladas las condiciones éptimas del método de separacion se
realizaron estudios de repetitividad, encontrdndose que, si bien los
electroferogramas obtenidos en un mismo dia (dia 137) son similares entre si, los
obtenidos en diferentes dias presentan variaciones significativas a pesar de que
se utiliz6 la misma solucion de AF estandar (Figura 19).
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6_ Wmo dias
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Figura 19. Electroferogramas de AF obtenidos (a) en un mismo dia y (b) en dias diferentes.
Condiciones: AF estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM /
EDTA 0.75 mM, pH = 8.128; inyeccién hidrodinamica 4 seg, presién 2 psi, 25° C, A = 214 nm,

voltaje de separacion 20 kV, capilar de silice fundida, polaridad normal. FEO = Flujo

electroosmético.

En los electroferogramas de la Figura 19 (b) se observan las diferencias
entre el comportamiento del sistema de AF en dias diferentes, donde se aprecia
ademas que con el paso de los dias el numero de sefales disminuye hasta el
punto en que sélo se aprecian 2 senales poco definidas y asimétricas.

Hasta ese momento se pensaba que el problema referente a la falta de
reproducibilidad de los electroferogramas radicaba Unicamente en el tiempo que
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llevaba preparada la solucién de buffer, por lo que se optd por prepararla y

emplearlas el mismo dia, sin embargo no se observo ninguna mejoria.

4.1.1.9 Estudio de la estabilizacién de los Acidos Fulvicos

4.1.1.9.1 Estudio de la estabilizacion por medios fisicos y quimicos

Una vez comprobado que la falta de reproducibilidad no era consecuencia
de las soluciones buffer empleadas, se consideré el hecho de que el problema
radicara en la estabilidad de los AF en agua, medio elegido para simular las
condiciones reales en las que se llevan a cabo los procesos de complejacion de
metales en la naturaleza. La solucion a seguir fue la de estabilizar los AF y evitar

con ello que las senales obtenidas continuaran cambiando en el tiempo.

Como primera alternativa, se pens6 que la modificacion de las sefnales de
los AF era generada por la actividad biolégica aerobia que generan algunos
organismos en las SH, misma que, de acuerdo a la literatura se detiene con la
adicion de azida de sodio (NaN3) [73-74]. De esta forma, se prepar6é una solucién
de AF estandar 0.5 mM / NaN3; 1.5 mM en agua, y otra solucién cuya composicion
solo era NaN3; 1.5 mM en agua. Para estos experimentos se sigui6 utilizando el
buffer de &cido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM, dando como
resultado los electroferogramas que se muestran en la Figura 20 (a).

Sin embargo, el uso de NaNj3 en la solucion de AF estandar no conllevo
ningun beneficio ya que las senales generadas no mejoraron en comparacion a las
que se obtuvieron sin azida (Figura 20 (a)), ademas de que continuaban
presentdndose problemas de reproducibilidad (Figura 20 (b)). Esta diferencia
indica que el cambio en la forma de las sefiales que generan los AF no son
debidas a accién microbiana, sino a la inestabilidad de la compleja estructura que
poseen los AF.
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Figura 20. Efecto de la adiciéon de azida en la estabilizacion de AF. (a) Electroferogramas
generados por la solucion de AF-NaNs, AF y NaNa. (b) Separacién de los AF 0.5 mM /NaN3 1.5
mM el dia en que fue preparada la solucién y 3 dias después. Condiciones: AF estandar Elliott Soil
0.5 mM con NaNg3, buffer de acido bérico 90.0 MM/ TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM, pH = 8.128;
inyeccién hidrodinamica 4 seg, presion 2 psi, 25° C, A = 214 nm, voltaje de separacion 20 kV,

capilar de silice fundida, polaridad normal. FEO = Flujo electroosmaético.

Se siguieron dos procedimientos mas para lograr la estabilizacién: la
primera opcion fue el calentamiento de la muestra de AF en bafo Maria durante
30 minutos y la segunda fue ultrasonicar la muestra durante 30 minutos, con la
finalidad de acelerar el reacomodo y/o separacién de las moléculas que conforman
los AF.

En la Figura 21 se muestran los electroferogramas resultantes; en estos
experimentos la separacion de los AF estdndar se realiz6 con el buffer de &cido

bérico 90. mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM.

En la Figura 21 se puede apreciar que con ninguno de los procedimientos

anteriores mejoraron las senales.
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Figura 21. Electroferograma de AF sometido a diversos tratamientos fisicos. Condiciones: AF
estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM, pH =
8.128; inyeccidén hidrodinamica 4 seg, presién 2 psi, 25° C, A = 214 nm, voltaje de separacion 20
kV, capilar de silice fundida, polaridad normal, inyeccién de la muestra de forma hidrodinamica a 2

psi durante 4 segundos. FEO = Flujo electroosmético.

4.1.1.9.2 Estudio de la estabilizacion por incorporacion de aditivos

Con el fin de estabilizar las soluciones de AF se realizaron experimentos en
donde se modificé el buffer con tensoactivos (anidnicos, catidénicos y no iénicos),
que permitieran separar los componentes de los AF. En uno de los experimentos,
se utilizaron los AF estandar disueltos en agua, tal y como se habia estado
haciendo; y en otro experimento la solucién de AF estandar se preparé disolviendo
la cantidad necesaria de AF estandar en el buffer usado hasta el momento (acido
bérico 22.5 mM / TRIS 28.8 mM / EDTA 0.19 mM), esperando que los AF
interaccionaran con los componentes del buffer desde antes de introducir la

muestra al capilar y generar con ello una mejor separacion.

Para modificar el buffer de acido boérico 90.0 mM / TRIS 115.0 mM / EDTA
0.75 mM con micelas anibnicas, se adiciond el dodecil sulfato de sodio (SDS)
necesario para tener una concentracion de 10 mM, la cual es superior a la

concentracion micelar critica (CMC =8.2 mM). Este exceso de tensoactivo se

Leticia Melo Lopez 56



Andlisis y Caracterizacion de Acidos Fuilvicos y su Interaccidn con Algunos Metales Pesados

adicion6 para tener la seguridad de que se formarian las micelas que atraparian
en su interior las fracciones hidrofébicas de los AF. El uso de micelas sirve para
separar los componentes no idnicos de una muestra, los cuales migran con el
FEO. Asi, en este caso se esperaba lograr la separacién de algunos de los
componentes de los AF debido a la interaccion de las cadenas alifaticas de los AF
con las cadenas alifaticas de las micelas de SDS.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 22, donde
puede apreciarse que no hubo mejora alguna con respecto a las condiciones
originales. Si bien los dos electroferogramas se obtuvieron usando el buffer
modificado con SDS, la diferencia entre ellos radica en el medio en el que se
disolvieron los AF: en el marcado como (A) la muestra de AF se disolvié en el
buffer con SDS con el objeto de que los componentes del buffer interaccionaran
con las moléculas de AF desde el momento en que estaban en solucién; en
cambio, el electroferograma (B) es el resultado del experimento en el que los AF

fueron disueltos unicamente en agua.

3 4
Tiempo (min)

Figura 22. Electroferogramas de AF obtenidos empleando un buffer modificado con SDS. (A) AF

disueltos en buffer, (B) AF disueltos en agua. Condiciones: AF estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer

de &cido bdrico 90.0 mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM + SDS 10 mM; inyeccion hidrodinamica
4 seq, presion 2 psi, 25° C, A = 214 nm, voltaje de separacion 20 kV, capilar de silice fundida,

polaridad normal. FEO = Flujo electroosmético.
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Por otro lado, la accién de un tensoactivo catibnico como el bromuro de
trimetil cetil amonio (CTAB) es, inicialmente, la de formar una capa que recubre al
capilar ya que unas moléculas de CTAB se adhieren a las paredes debido a
interacciones idnicas entre sus cargas positivas y las cargas negativas del capilar.
Posteriormente, las moléculas de CTAB que no interaccionaron con el capilar y
que se encuentran libres en la solucion, interaccionan con las moléculas de AF.
Para modificar el buffer con este tensoactivo se consideré que la CMC del CTAB
es de 1.3 mM, por lo que se agregd la cantidad necesaria para tener dicha
concentracion. En la Figura 23 se muestran nuevamente dos electroferogramas,
donde una vez mas, el etiquetado como A es el que se obtuvo con los AF estandar
disueltos en buffer, y el etiquetado como B es el que se obtuvo con los AF
estandar disueltos en agua.

1 2 3 a g 6
Tiempo (min)

Figura 23. Electroferogramas de AF obtenidos empleando un buffer modificado con CTAB. (A) AF
estandar disueltos en buffer, (B) AF estandar disueltos en agua. Condiciones: AF estandar Elliott
Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM + CTAB 1.3 mM;
inyeccién hidrodinamica 4 seg, presién 2 psi, 25° C, A = 214 nm, voltaje de separacion 20 kV,

capilar de silice fundida, polaridad normal. FEO = Flujo electroosmético.

Finalmente se hizo la modificacion del buffer con polietilen sorbitan a una
concentracion 0.24 mM (TWEEN 20, CMC = 0.24 mM) el cual es un tensoactivo no
ibnico que interacciona de forma hidrofobica con las especies presentes en la
muestra. Los electroferogramas resultantes se muestran en la Figura 24. Tampoco

en este caso se obtuvo una mejora de la separacion.
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Figura 24. Electroferogramas de AF obtenidos empleando un buffer modificado con TWEEN. (A)
AF estandar disueltos en buffer, (B) AF estdndar disueltos en agua. Condiciones: AF estandar
Elliott Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM + TWEEN 0.24
mM; inyeccién hidrodinamica 4 seg, presion 2 psi, 25° C, A = 214 nm, voltaje de separacion 20 kV,

capilar de silice fundida, polaridad normal. FEO = Flujo electroosmético.

En las Figuras 22, 23 y 24 se muestra que la adicion de modificadores del
buffer no proporciond una mejor separacién que la obtenida con el buffer de acido
bérico 22.5 mM / TRIS 28.8 mM/ EDTA 0.19 mM

Otra modificacion del buffer fue hecha con la adicion de B-ciclodextrinas (-
CDs), sustancias comunmente utilizadas para la separacion de mezclas racémicas
de compuestos enantioméricos. Se sabe que la combinacién de B-CDs con
boratos es una herramienta Util para la separacién de compuestos quirales que
contienen dioles vecinales [75] como pudiera ocurrir en el caso de los AF. Sin
embargo, el resultado que se muestra en la Figura 25, no arroja mejoras en la

separacién de los AF.

Asi, aunque en el electroferograma de la Figura 25 se aprecia una cierta
separacién de los AF se puede ver que la linea base va subiendo rapidamente, lo
que indica la posibilidad de que los AF se adhieren excesivamente con las
paredes del capilar, generando una mayor absorbancia, por o que no se contaria
con electroferogramas confiables.
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Figura 25. Electroferogramas de AF obtenidos empleando un buffer modificado con B-CDs.
Condiciones: AF estandar Elliott Soil 0.5 mM, buffer de acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM /
EDTA 0.75 mM + B-CDs 10 mM; inyeccién hidrodinamica 4 seg, presion 2 psi, 252 C, A = 214 nm,

voltaje de separacion 20 kV, capilar de silice fundida, polaridad normal.

Con base en los resultados anteriores, se decidi® que las mejores
condiciones para el seguimiento de la senal de los AF estandar y su interaccion
con iones metalicos, serian las siguientes: detector de UV a una longitud de onda
de 214 nm, temperatura del capilar a 25 °C, voltaje de 20 kV durante 10 minutos,
inyeccién de forma hidrodinamica (presion) durante 4 segundos a 2 psi, buffer de
acido bérico 90.0 mM / TRIS 115.0 mM / EDTA 0.75 mM con pH =8.128. Sin
embargo, es importante resaltar que, debido a los problemas de estabilidad, se
opt6 por realizar todos los experimentos del monitoreo de la interaccién AF-metal
en el menor tiempo posible para obtener resultados que pudieran compararse con
seguridad.

4.1.2 Estudio de la interaccion Acidos Fulvicos — metal.

Una vez estudiadas las condiciones para la separacion de AF estandar, y
con el conocimiento de los electroferogramas para los AF estandar, se procedi6 a
la obtencion de electroferogramas de soluciones de AF a las que se afadian
diferentes cantidades de iones metalicos. Asi, las diferencias entre ambas clases
de electroferogramas proporcionarian informacion acerca de la interaccion entre

ambas especies quimicas.
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4.1.2.1 Procedimiento

Inicialmente se colocaron en un vial 150 pL de AF estandar 0.5 mM, a los
cuales se les adicioné pequefios volimenes de M?* 1.25 mM (10 pL); entre cada
adicion se obtuvieron los electroferogramas correspondientes. Este procedimiento
se realiz6 de manera ciclica hasta llegar a las relaciones estequiométricas por
arriba y por debajo de la relacién 1:1 AF:metal (Tabla 6). En la Figura 26 se

muestra el procedimiento descrito.

Volumen de M 2+1.25 mM

Agitacion

Electroferograma
resultante

o]
]
2
5
£
5
2
k]
<

=)

150pL AF 0.5 mM Vial para EC

Figura 26. Descripcién gréafica del procedimiento para el seguimiento por EC de la variacién de la

senal de los AF por la adicién de metal.

Tabla 6. Variacién de las concentraciones de M** y de los AF durante el seguimiento de la sefal
de los AF estandar Elliott Soil.

uL de M** adicionados [M*] [AF]
0 - 0.5000 mM
10 0.0781 mM 0.4690 mM
20 0.1380 mM 0.4411 mM
30 0.2083 mM 0.4160 mM
40 0.2632 mM 0.3947 mM
50 0.3125 mM 0.3750 mM
60 0.3571 mM 0.3571 mM
70 0.3977 mM 0.3409 mM
80 0.4347 mM 0.3260 mM
90 0.4687 mM 0.3125 mM
100 0.5000 mM 0.3000 mM
110 0.5288 mM 0.2885 mM
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4.1.2.2 Resultados y discusion

En los electroferogramas de la Figura 27 se pueden apreciar los cambios
que sufren las senales de los AF estandar después de que se van haciendo
adiciones del metal de concentracién 1.25 mM.

En la figura 27 se muestran una serie de electroferogramas de las
soluciones de AF estdndar con metal. El primer y el ultimo electroferograma (de

arriba hacia abajo) corresponde a los AF sin complejar, mientras que el ultimo es

del metal libre.
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AF
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Figura 27. Estudio electroforético de la interaccion del AF estandar Elliott Soil con diversos iones
metalicos. (a) AF-Cu®*, (b) AF-Cd**, (c) AF-Pb**, (d) AF-Hg®* y (e) AF-Co®". Condiciones: Buffer de
acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM, pH = 8.128; inyeccion hidrodinamica 4 seg,

presion 2 psi, 25° C, A = 214 nm, voltaje de separacion 20 kV, capilar de silice fundida, polaridad

normal. FEO = Flujo electroosmético.

También se llevé a cabo el monitoreo de la sefial de los AF extraidos del
suelo de Tulancingo, asi como su variacién mediante la adicién de iones metalicos
(Figura 28).
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ol ""w‘\_"_ Cuz+ 0 ﬁ_w‘_‘___,_ Cde+
T T T2 4 6 8w R R R R R
Tiempo (min) Tiempo (min)
(a) (b)
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Figura 28. Estudio electroforético de la interaccion del AF de Tulancingo con diversos iones
metdlicos. (a) AF-Cu®*, (b) AF-Cd**, (c) AF-Pb**, (d) AF-Hg®* y (e) AF-Co®*. Condiciones: Buffer de
acido bérico 90.0 mM / TRIS 115 mM / EDTA 0.75 mM, pH = 8.128; inyeccion hidrodinamica 4 seg,

presion 2 psi, 25° C, A = 214 nm, voltaje de separacion 20 kV, capilar de silice fundida, polaridad

normal. FEO = Flujo electroosmético.

En las Figuras 27 y 28 se aprecia que cada una de las familias de
electroferogramas es diferente de la otra, lo que nos indica que la complejacién e
interaccion entre los grupos de los AF con los iones metalicos es diferente en cada
una de ellas. Sin embargo, debido a que no se pudieron obtener mejores senales,
en donde los picos fueran bien definidos y simétricos, es dificil hacer una
correlacién de area o altura de pico vs concentraciéon. De esta forma, se concluye

que por este procedimiento no fue posible obtener informacién cuantitativa acerca
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de la interaccién de los AF con el metal, sino simplemente cualitativa, al observar
que los electroferogrmas de los AF sufren modificaciones de manera diferente al
interaccionar con diferentes metales. Por lo que, con la finalidad de poder
comparar de manera mas tangible la diferencia existente durante la interaccidon
AF-metal, se planteé el procedimiento contrario, es decir, el analisis de la sefal del
metal y su alteracion debido a la adicién de AF.

4.2 Seguimiento de la senal del metal y su alteracién debido a la adicion de
Acidos Fulvicos.

4.2.1 Método para el seguimiento de metales.

Para llevar a cabo el seguimiento de la sehal de cada uno de los metales
utilizados, fue necesario seleccionar un buffer con el cual las especies metélicas
estuvieran libres (sin formar hidroxocomplejos), asi como conocer las condiciones
adecuadas para realizar el analisis. Asi que aprovechando que ya se han
realizado experimentos por EC para el seguimiento de iones metalicos [76], se
tomo6 como base el uso de algunos buffers; sin embargo, se corroboré que fueran
los adecuados.

4.2.1.1 Eleccion del buffer para los experimentos por Electroforesis Capilar.

Para el monitoreo de la sefal del metal fue necesario seleccionar un buffer
qgue no interaccionara con la materia organica, con la finalidad de que ésta
estuviera disponible para la interaccién con el metal. De acuerdo a lo reportado en
la literatura tanto el buffer de acetatos como el de carbonatos cumplen este
requisito [42], por lo cual se seleccion6 un buffer de acetatos 50 mM a pH = 3.5
para realizar los experimentos. De igual forma y con ayuda de Diagramas de
Distribucién de Especies (DDE) para los sistemas M?*/acetatos/agua (Figura 29),
se investigo6 si bajo las condiciones de trabajo los iones metalicos se encontrarian

libres o formando complejos con los iones acetato presentes en el buffer.
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Figura 29. DDE’s para los diferentes sistemas M?*/acetatos/agua. (a) Cu®, (b) Pb** y (c) Hg
[Ac']=50 mM.

2+

En los diagramas anteriores se aprecia que los iones metalicos se
encuentran predominantemente en su forma libre (como M?*) a valores de pH
cercanos a 3.5, con excepcion del mercurio. Sin embargo, a pesar que el cation
Hg®* se encuentra como tal sélo a valores de pH menores de 1.5, se opté por
utilizar el buffer de acetatos de pH 3.5, con la finalidad de trabajar en un pH lo mas

cercano posible al que podria tener en suelo real, el cual oscila entre 4y 8 [77-78].
4.2.2 Estudio de la interaccion del Acidos Fulvicos - metal

Empleando el buffer de acetatos 50 mM, se obtuvieron una serie de

electroferogramas de soluciones del idbn metalico a las que se afiadieron diferentes
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cantidades de AF. Asi, las diferencias entre ambas clases de electroferogramas
proporcionaron informacién acerca de la interaccibn entre ambas especies

quimicas.
4.2.2.1 Procedimiento

En un vial que contenia 500 pL del ion metalico M®** a una concentracién
0.01M, se adicionaron volumenes de 50 uL de AF 0.01M; entre cada adicién se
agitdé y se hizo una lectura de la sefal. La operacion se realiz6 consecutivamente
con la finalidad de lograr variaciones estequiométricas por arriba y por debajo de
la relacion 1:1 metal:AF. Tomando en cuenta que la concentracion de los AF y de
cada uno de los metales es 0.01 M y que inicialmente se contaban con 500 uL de
metal, se deduce que la relacion equimolar se logra adicionando una cantidad
igual de AF, es decir 500 pL. En la Figura 30 se muestra esquematicamente el

procedimiento descrito.

Adiciones de Electroferograma
AF 0.01M resultante
—_— ‘H H‘ [ §
X/
500 L M2+ 0.01 M Agitacién Vial para EC

Figura 30. Descripcién gréafica del procedimiento para el seguimiento por EC de la variacién de la

sefal del metal por la adicién de AF.

La condiciones a las cuales se realizé el andlisis por EC fueron las
siguientes: detector UV (A = 214 nm), T capilar = 25 °C, V = 20 kV, t = 10 min;
inyeccién de la muestra (M?*) de forma hidrodinamica (presién) durante 5 seg a
0.3 psi; buffer de acetatos 50 mM con pH = 3.5.
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4.2.2.2 Resultados y discusion

En la Figura 31 se muestra la disminucion consecutiva de las senales de
cada uno de los metales al ir adicionando AF estandar. Sin embargo, cabe
destacar que la disminucién de las senales no es igual para todos los casos, lo
que indica que existe cierta selectividad de complejacién AF-M?*, es decir, que
existe mayor afinidad por algunos metales que por otros.
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Leticia Melo Lopez

0 1 2 3

Tiempo (min)

(b)

68



Andlisis y Caracterizacion de Acidos Fuilvicos y su Interaccidn con Algunos Metales Pesados

Cu2+

Cu?* con 50 pL de AF
Cu?* con 100 uL de AF
Cu?* con 150 pL de AF

Cu?* con 200 pL de AF

Cu?* con 250 pL de AF
Cu?* con 300 pL de AF

20 Cu?* con 350 L de AF
Cu?* con 400 pL de AF
Cu?* con 450 pL de AF
154 \J//;\_,_//v’/ Cu?* con 500 pL de AF
x//;)\—/—/—"‘/ Cu?* con 550 L de AF
Cu?* con 600 pL de AF
104 M Cu* con 650 pL de AF
Cu?* con 700 uL de AF
\_/_H/}———//"/ Cu?* con 800 pL de AF
54 J/M/ Cu?* con 900 L de AF
M Cu?* con 1000 L de AF

Tiempo (min)

(c)
Figura 31. Estudio electroforético de la interaccion lon metalico-AF estandar Elliott Soil. (a) Hg**-
AF, (b) Pb**-AF y (c) Cu®*-AF. Condiciones: Buffer de acetatos 50 mM a pH = 3.5, inyeccion
hidrodinamica de la muestra (M*) 5 seg, presion 0.3 psi, 252 C, voltaje de separacion 20 kV ; A =

214 nm, capilar de silice fundida, polaridad normal. FEO = Flujo electroosmético.

La disminucion de tamano de las sefnales de los metales por la adicién de
AF es evidente en cada familia de electroferogramas; sin embargo, para poder
apreciar y comparar mejor esta disminucion, se realiz6 una grafica (Figura 32) que
relaciona la Altura de pico* vs la concentracion de los metales en cada
experimento. Es importante mencionar que para la Altura de pico* se hizo un
ajuste en las unidades en las que se expresa para poder reunir las tendencias en
una sola grafica, ya que a pesar de que la concentracion mM es la misma para los
tres metales, la absorbancia de cada uno de ellos no es la misma. En este ajuste
se procuré mantener la proporcionalidad entre las alturas de pico de cada familia,

suponiendo como el 100% la altura del pico de mayor tamafio.
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10 9 8 7 6 5 4 3
Concentracion del M2+ en la solucién (mM)

Figura 32. Variacién de la altura de pico con respecto a la concentracién del metal en los estudios

electroforéticos de la interaccion ion metalico-AF.

En la Figura 32 se puede apreciar claramente que la sefal del Hg**
desaparece casi por completo aun antes de llegar a la relacién equimolar AF:M?*.
Una razén por la que esta sefial desaparece casi de manera inmediata podria ser
que desde el principio, el mercurio se encontrara como complejo, en su mayoria
como Hg(CHsCOO0)4* y un poco como Hg(CHsCOO)s', es decir, que la sefial que
se aprecia corresponde a esos dos complejos, y que al interaccionar con los AF, el
tipo de complejo que se forma sea AF-acetatos-Hg y no AF-Hg, generando con
ello la disminuciéon inmediata de la senal por la neutralizacién de cargas de los

complejos con las moléculas de AF.

En la misma figura se observa que la disminucion de la altura de los picos
de las familias de los metales Cu?®* y Pb* no es lineal; ademas, a pesar de
sobrepasar la relacion equimolar AF:M?* sigue apareciendo la sefial del metal, lo
que indica que aun existe Cu®* y Pb?" libre en la solucién.

A partir de los experimentos realizados, podemos concluir que la interaccién
que se genera en un sistema donde estan presentes tanto AF como diferentes
iones metalicos no ocurre de la misma manera para cada uno de ellos, ya que
tanto los electroferogramas correspondientes a los AF como a los iones, no se ven

alterados por igual. Asi, los electroferogramas de los AF se ven modificados en
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diferentes partes de la curvatura de sus picos al adicionarles metal, éstos picos
anchos y poco definidos podrian ser el reflejo de estructuras moleculares
sumamente compactas que a pesar que no se logran separar dentro del capilar, si
poseen diferentes sitios por los cuales pueden interaccionar de diferente manera

con cada metal dependiendo de la afinidad que tengan con él.

Un aspecto importante a resaltar de la figura 32, es el hecho de que las
curvas que muestran la disminucion de la altura de pico se quiebra en diversos
puntos, lo que podria corresponder a la saturaciéon de diferentes sitios en las
moléculas de AF, asi como los diferentes tipos de complejos que se formen
dependiendo el agente complejante (monodentado o bidentado).
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5. ESTUDIO POR ESPECTROSCOPIA
ULTRAVUIOLETA/VISIBLE DE LA
INTERACCION ACIDOS FULVICOS - METAL
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5. ESTUDIO POR ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA/VISIBLE DE LA
INTERACCION ACIDOS FULVICOS - METAL

La absorcion de radiacion en la region UV/Vis del espectro
electromagnético es el resultado de las transiciones electrdnicas desde un estado
basal a un estado excitado de los electrones. Los limites de longitud de onda de
estas regiones son de ~200 a ~400 nm para el UV, y de ~400 a ~800 nm para la
region visible. En moléculas organicas, como son los AF, las transiciones
electrénicas generadas por bajas energias se asocian con la presencia de
cromoforos, por ejemplo, grupos funcionales que contengan enlaces dobles
conjugados y azufre, nitrégeno o atomos de oxigeno con pares de orbitales
deslocalizados. En cambio, las bandas de absorcion mayores se encuentran
asociadas a transiciones electrénicas de electrones de orbitales de enlace hacia

orbitales de antienlace de uno o dos pares de electrones.

Los espectros de UV/Vis de los AH y de los AF comunmente no muestran
informacion relevante, ya que no presentan un maximo o minimo bien definido, y
solo coinciden en que en la mayoria de éstos espectros, la absortividad
incrementa a medida que la longitud de onda disminuye. A pesar de esto, se sabe
que las SH generan un leve maximo entre 200 y 300 nm en la regién UV,
especialmente para los AF [79].

5.1 Equipo y condiciones de estudio

Para estimar el valor de las constantes de complejacion AF-metal, se
llevaron a cabo experimentos espectroscépicos que consistieron en valoraciones
de soluciones de los diferentes metales con una solucibn de AF. Dichos
experimentos fueron llevados a cabo en un espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer
Modelo Lambda 40. Las valoraciones se llevaron a cabo de la siguiente manera:
en un vaso de precipitados se colocaron 3 mL de soluciones de cada uno de los
metales (Cu?*, Pb?", Hg?*, Co®*" y Cd** respectivamente) en una concentracion
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5x10° M; posteriormente, se adicionaron diversos volimenes de AF 0.001 M y se
obtuvieron espectros a cada adicion y a las soluciones iniciales de los iones
metalicos. El procedimiento general se esquematiza en la Figura 33.

AF 0.001M Espectro

resultante

] ¥
Celda I‘ "

Figura 33. Esquema del procedimiento experimental de las valoraciones espectrofotométricas.

Lé
Absorbancia

3 mL de Agitacion
M2+ 5x10-5 M

Como se puede apreciar, el procedimiento llevado a cabo comprende una
metodologia similar a la propuesta para el estudio por EC, con la diferencia que en
este caso no es necesario encontrar las condiciones 6ptimas del método, ya que
Unicamente se mezclan las soluciones de AF y de metal y se mide el espectro

resultante.

5.1.1 Estimacion de las constantes de complejacion con el programa
computacional SQUAD

A partir de las familias de espectros UV/Vis, se analizaron las variaciones
de absorbancia generadas y se calcul6 con ellas la fuerza de interaccion AF-metal,
mediante la alimentacion de estos datos al programa computacional SQUAD [80].

El programa computacional SQUAD esta disefiado para refinar constantes
de equilibrio de un modelo quimico propuesto a partir de datos de absorbancia
obtenidos a diferentes longitudes de onda y con diferente composicién quimica del
sistema. El modelo quimico propuesto puede ser dependiente o independiente del
pH, y puede tener especies del tipo M M’} H; Li L'q, donde m, |, j, i, g 2 0. El

refinamiento de las constantes se logra por medio de una minimizacién de la suma
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de los residuos de absorbancia cuadraticos (entre absorbancias teoricas vy
calculadas) empleando el algoritmo de Gauss-Newton:

U=z 2

1

(A,-A)

1

Ec. 1
donde

El proceso de minimizacion de la Ecuacion 1 requiere el calculo de las
absorbancias a la k-ésima longitud de onda de la i-ésima solucién. Por otro lado,
para conocer los valores de absorbancia se necesita resolver la ecuacién de Beer;
SQUAD propone los coeficientes de absortividad molar por especie, y modifica los
valores de las constantes de equilibrio originalmente alimentadas, determinando la
concentracion de cada una a partir del modelo quimico propuesto, empleando el
algoritmo de Newton-Raphson.

La convergencia se da si la diferencia en la minimizacién de un ciclo
iterativo a otro difiere como maximo en 0.001 unidades. Que el criterio anterior se
cumpla no significa que se tiene el mejor refinamiento de constantes, debido a que
se puede caer en una convergencia en un minimo relativo. El analisis estadistico
que presenta SQUAD, depende en gran medida de la precision del
espectrofotometro empleado, de la cantidad de datos alimentados y sobre todo, de
la complejidad quimica del sistema bajo estudio.

5.2 Resultados y discusion

Un ejemplo de la familia de espectros resultantes a partir de la valoracién
de cada uno de los metales con AF es el que se muestra en la Figura 34, el cual
corresponde al sistema Pb?* - AF. Es importante destacar que solo se muestra un
ejemplo de estas familias de espectros porque estos son similares entre si, y a

simple vista no proporcionan informacién relevante.
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Aumento de la
2548 concentracion de
1 AF

0 : _
200 300 400 500
A (nm)

Figura 34. Espectro de absorcion para la valoracion de Pb® 5x10° M con AF estandar Elliott Soil
0.001 M.

Los espectros de absorcion revelan el caracter multifuncional de los AF. Es
decir, debido a los diversos grupos funcionales de las moléculas de los AF, éstos
presentan espectros que absorben en toda la regiéon UV y Vis.

A partir de los resultados obtenidos de cada valoracion (como la mostrada
en la Figura 34), se seleccionaron un conjunto de datos mismos que se
alimentaron al programa computacional SQUAD. Dichos datos corresponden al
intervalo de A de 213 nm a 495 nm, y las concentraciones utilizadas de las
soluciones de cada uno de los metales como de los AF varian de 4.63x10°M a
4.95 x 10° My de 9.9 x 10°M a 7.407 x 10°M respectivamente por efecto de la

dilucioén.

Asi, se estimaron los valores de las constantes de equilibrio que se
muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Valores de las constantes de equilibrio AF — Metal.
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Metal Log (Bn)
Cu (Il) 418 (+0.11)
cd (1) 4.47 (+0.05)
Pb (1) 4.50 (+ 0.06)
Ha 4.31 (+0.08)
g 9.32 (+0.11)
Co (il 4.65 (+ 0.04)
o 10.98 (+ 0.16)

Es importante mencionar que si bien la mayoria de los sistemas se ajusta a
un modelo de un complejo 1:1 (metal:AF), en el caso de Hg(ll) y Co(ll) fue
necesario contemplar dos complejos para obtener una buena convergencia. De
esta forma, se puede afirmar que la afinidad de los metales con los AF, al formar
complejos 1:1, decrece en el siguiente orden: Pb?* > Cd** > Cu?*; y que el orden

de afinidad para los complejos 1:2 (metal:AF) es el siguiente: Co?* > Hg?".
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6. CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

ESTUDIOS DE CARACTERIZACION DE LOS AF:

A partir del analisis elemental se encontraron relaciones O/C y H/C de los
AF, las cuales indican que los AF que cuentan con mayor cantidad de
oxigeno en su estructura son los provenientes del suelo hidalguense; esto
se debe a un mayor contenido de grupos COOH y/o polisacaridos. No
obstante, no se puede descartar la posibilidad de que en la muestra inicial
no hubieran tantos grupos COOH y que éstos se hubieran formado durante
el proceso de extraccibn mediante reacciones de oxidacion de grupos
ceténicos y aldehidicos a pesar de las precauciones tomadas (atmdsfera
inerte de Ny).

A partir de la relacion E4/Eg correspondiente a los AF de Tulancingo (4.649),
se puede decir que éstos poseen altos valores de: peso molecular, grado
de humificacién, condensacion y tiempo de residencia; al grado de entrar a

los limites correspondientes a los que poseen los AH (valores menores a 5).

ESTUDIOS DE AF POR EC:

Conforme las experiencias acumuladas durante la realizacion de éste
trabajo, se concluye que los AF poseen muy poca estabilidad en sus
estructuras moleculares. Al inicio de la experimentacion no se esperaba que
las senales de los AF obtenidas por EC fueran cambiando con el tiempo, ya
que es un dato que no se encuentra reportado en ninguna de las
referencias consultadas. Por ello, al principio no se encontraba la razén por
la cual los electroferogramas no eran reproducibles, llegando a pensar que
las soluciones estaban contaminadas o mal preparadas. Sin embargo, entre
mas experimentos se realizaban, mas evidente era que las estructuras de
los AF no son estables y por consiguiente sus sefales no son reproducibles
en intervalos de tiempo prolongados.
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e Aunado al hecho de que los electroferogramas de los AF no son
reproducibles, los buffers evaluados para la obtencién de sefales bien
definidas en su mayoria no lograron su objetivo, con excepcion del buffer de
acido borico / TRIS / EDTA con el cual se obtuvieron resultados
relativamente mejores. Sin embargo, al ser un buffer preparado con tres
componentes, el sistema se complica en sobremanera, haciendo mas dificil
el estudio y entendimiento de la interaccion de los AF con las moléculas del
buffer.

e A pesar de la complejidad del sistema generado con la interaccién del
buffer de éacido bérico / TRIS / EDTA con los AF, en las figuras que
muestran las familias de electroferogramas de AF con la adicién de cada
uno de los metales se puede apreciar que la forma de las sefiales cambia
de diferente manera en todos los casos, indicando con ello que la
interaccion de los AF-metal es diferente en cada uno. Esta diferencia se
corrobora con las familias de electroferogramas de los metales a los que se
les va adicionando AF, en las cuales se aprecia que la altura de pico
disminuye o desaparece a diferentes concentraciones de AF adicionado.

ESTUDIOS DE AF POR ESPECTROSCOPIA UV/VIS:

e La diferente interaccion de los AF con cada uno de los metales es evidente
en cada uno de las familias de electroferogramas presentados, sin
embargo, para poder correlacionar de una manera mas sustancial, se
realizaron estudios por espectroscopia UV/Vis, a partir de los cuales se
pudo alimentar al programa computacional SQUAD. Es evidente que en
algunos casos la complejacion no se limita a la interaccién de un catién con
“una molécula” de AF, sino que en ocasiones es necesario involucrar dos
moléculas de AF, concluyendo con esto que la afinidad de los metales con
los AF que forman complejos cuya relacién estequiométrica es 1:1, decrece
en el siguiente orden: Pb?* > Cd** > Cu®*, y que el orden de afinidad para
los complejos 1:2 (metal:AF) es : Co®* > Hg?*. En el caso de los complejos
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1:2, es posible que estén involucradas 2 moléculas de AF, sin embargo
también cabe la posibilidad de que el complejo que se esté formando sea
un quelato, en donde el enlace con el ibn metdlico ocurre entre un grupo
carboxilico y un grupo OH fendlico adyacentes o entre dos grupos

carboxilicos tipo ftalato.
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