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Introduccion

La materia organica encontrada en el suelo incluye una clase de compuestos conocidos como
HUMUS o SUSTANCIAS HUMICAS, las cuales son moléculas altamente funcionalizadas, ricas
en carbon y con una fuerte tendencia a agregarse. Esto significa que pueden unirse a casi todo y
son demasiado reactivas. La familia de las sustancias humicas estd formada por los acidos
humicos, 4cidos fulvicos y huminas'.

Los Acidos Humicos (AHs) son polimeros naturales (extraidos principalmente de varias fuentes:
suelo, carbon, turba y leonardita) altamente reactivos de los cuales, en términos generales, se
postula que pueden retener agua en una proporcion de veinte veces su peso, lo cual es muy
importante si se considera su posible uso en el enriquecimiento de desiertos. Por otra parte,
debido a su gran polifuncionalidad, durante largo tiempo se ha buscado su composicion y
estructura, lo cual ha sido una de las tareas mas importantes de la quimica de los suelos y de
muchos cientificos que han estado trabajando en ella. Sin embargo, hasta nuestros dias es ain
desconocida, pero independientemente del desconocimiento de su estructura y el gran esfuerzo
por tratar de esclarecerla, unicamente se tienen muy bien identificados sus principales y mas
abundantes grupos funcionales, los cuales son principalmente carboxilicos, fenolicos, hidroxilos,
carbonilos, aminas, amidas y cadenas alifaticas, entre otros.

Sin embargo, para conocer mas detalladamente las fuentes de su capacidad intercambiadora, asi
como el tipo de interacciones llevadas a cabo, se hace necesario el estudio analitico y sistematico
de las soluciones acuosas de AHs con el fin de conocer o al menos describir mas precisa y
detalladamente sus propiedades termodinamicas y fisicoquimicas. Por lo tanto, en este estudio se
pretende fraccionar a los AHs (provenientes de leonardita) obtenidos de una compaiia mexicana
(GBM Co., México) utilizando la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) con la
finalidad de comparar los resultados con otros AHs de diferentes origenes (suelo, turba y carbon)
y paises (México, EU, etc) ya que como es bien sabido, la formacion y cantidad de AHs en cada
suelo es diferente, debido a que dependen del clima, temperatura, topografia, pH, luz del sol,
entre otros factores.

Experimentacion

Preparacion de la solucion acuosa de acido humico: Una solucion madre de AH se prepard

disolviendo 10 mg de AH sélido en 360 ul de NaOH 1 M y se afor6 con agua desionizada hasta
10 ml (1000 ppm)°.

Columnas y condiciones para el estudio de HPLC: Para estos estudios se filtraron las
soluciones, solventes y la muestra con filtros de membrana millipore de 0.45 pum, las soluciones y
solventes se desgasificaron durante 5 s con gas Helio grado cromatografico.

Las columnas y las condiciones estudiadas en este trabajo se resumen en la Tabla 1.
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Columna

Condiciones

Columna SAX de 50 X 4.6 mm,
Diametro de particula de 8 pum.

Detector: UV a 234 nm, Indice de Refraccion a 230 nm y Fluorescencia
con una A excitaciéon = 330 nm y A emision = 430 nm.
Elusion: isocratica.

Flujo: 0.5 mL min™

Inyecciones de 20 pm.

Tiempo total de corrida: 15 minutos.

Fases moviles:

- Buffer (Ac. Bérico/Tris/ EDTA) pH = 8.5,

- Mezclas: Buffer al 80% pH 9.3 y al 60% pH 10.4 (NaOH),
- Mezcla: 90% Agua con 10% MeCN pH = 11 (NaOH)

-Y AguaapH=12 (NaOH).

Columna C8 de 250 X 4.6 mm,
Didmetro de particula de 8 pum.

Detector: UV a 200 y 210 nm.

Elusion: isocratica.

Flujo: 0.5 mL min™

Inyecciones de 20 pm.

Tiempo total de corrida: 40 y 60 minutos.

Fases moviles:

- Buffer (Ac. Borico/Tris/EDTA) pH = 8.5,

- Mezcla: 50% Agua con 50% MeCN pH = 11 (NaOH),
- MeCN pH= 5.1 (H3PO,)

-Y AguaapH= 4.1,7.0y 12 (H;PO4y NaOH).

Columna C18 de 250 X 4.6 mm
Diametro de particula de 8 pm.

Detector: UV a 200 y 210 nm.

Elusion: isocratica y en gradiente.

Flujo: 0.5 mL min™'

Inyecciones de 20 pm.

Tiempo total de corrida: 30, 40 y 50 minutos.

Fases moviles:

- Agua pH=4.0, 7.0, 7.3, 7.6, 8.0 y 9.0 (H;PO, y NaOH),

- Mezcla: 50% Agua con 50% MeCN pH=9.0 (NaOH),

- Mezcla: Buffer al 1%y al 10% (Ac. Bérico/Tris/EDTA) pH= 8.5,
- Mezcla: 50% Agua con 50% MeCN pH=4.4y 7.0 (H;PO,yNaOH )
- Y Agua pH=7.0 y Agua pH= 8.0 (NaOH) (en gradiente).

Tabla 1. Resumen de las condiciones llevadas a cabo por HPLC para el fraccionamiento de AHs

Resultados y discusion

En primer lugar, debido a la gran reactividad de los AHs (aun con el O, y CO; del aire), se
prepard la solucion de AH y se mantuvo sellada en un frasco de vidrio. Posteriormente, en el
cromatografo de liquidos se inyectaron diferentes volumenes de AH y se probaron también
diversas columnas, fases moviles, flujos, detectores, longitud de onda de deteccion, etc., con la
finalidad de obtener cromatogramas con el mayor nimero de picos resueltos lo mejor posible

(mayor cantidad de fracciones de AH).

Debido a esta inestabilidad de los acidos huimicos con el aire, se hicieron pruebas para seguir los
cambios en los cromatogramas después de varios dias de preparar la solucion de AH bajo las
mismas condiciones experimentales. En las Figuras 1, 2 y 3 se muestran los cromatogramas
obtenidos los primeros dias después de preparar la solucion de AH (1, 3 y 30 dias

respectivamente).
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Figura 1. Cromatograma de separacion de HA de leonardita después de 1 dia de preparado. Columna Fase Inversa
C8, de 250 X 4.6 mm, diametro de particula de 8 pum, detector de arreglo de diodos, fase movil: agua acidulada a pH
=4.14, Flujo de 0.5 mL/min, tiempo de corrida de 40 min.
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Figura 2. Cromatograma de separacion de HA de leonardita después de 3 dias de preparado. Columna Fase Inversa
C8, de 250 X 4.6 mm, diametro de particula de 8 pm, detector de arreglo de diodos, fase movil: agua acidulada a pH
=4.14, Flujo de 0.5 mL/min, tiempo de corrida de 40 min.

224



Memorias in extenso XVI11 Congreso Nacional de Quimica Analitica. Editadas por la UAM-I. Area de Quimica Analitica. México, 2004.
ISBN-970-31-0302-2

ASUADD D . FRaMAS

za.59

4.725.08 1061

Figura 3. Cromatograma de separacion de HA de leonardita después de 30 dias de preparado. Columna Fase Inversa

C8, de 250 X 4.6 mm, diametro de particula de 8 um, detector de arreglo de diodos, fase mévil: agua acidulada a pH
=4.14, Flujo de 0.5 mL/min, tiempo de corrida de 40 min.

Cabe resaltar que los cromatogramas de las Figuras anteriores (1, 2 y 3) se obtuvieron a las
mismas condiciones de trabajo y lo unico que varid fueron los dias de “afiejamiento” de la
solucion de AH. En estas figuras se demuestra como las soluciones de HA tienen cinética ya que
al paso de los dias los perfiles de los cromatogramas varian (la intensidad del pico 5 conforme
pasa el tiempo va disminuyendo, mientras que los picos 1,2 y 4 van aumentando su intensidad a
pesar de que la diferencia es de pocos dias), es decir, se observa el cambio en las intensidades de
los picos conforme pasa el tiempo.

Con el objeto de realizar separaciones reproducibles se decidi6 utilizar para el fraccionamiento
soluciones de AH preparadas con al menos 3 semanas de “afiejamiento”.

Por otra parte, al intentar fraccionar los AHs utilizando una fase movil con pH bésico (Figura 4),
se observo que el AH no se logrd separar (unicamente 3 sefiales), pero debido a que la intensidad
del pico era bastante alta se propone que quiza esto es debido a la solubilidad que presentan los
AHs a valores de pH basicos, por lo que se puede pensar que no hay interaccion de la muestra en
la columna y se eluye completamente toda la solucion de AH al mismo tiempo sin lograr
fraccionamiento.

Mientras que con una fase movil a pH neutro o 4cido hay mayor interaccion de los diferentes
grupos del AH en la columna y se logra separar, pero la intensidad de los picos es muy baja por
esta razon no se puede tener una buena recoleccion de las fracciones. Esto se debe como ya se
menciono anteriormente a la solubilidad que presentan el AH ya que a valores de pH acidos los
AHs son poco solubles y a pH < 2 precipitan completamente, por lo tanto quiza gran parte del
AH se reteniene en la columna (Figura 5).
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Figura 4. Columna C8 de 250 X 4.6 mm, didmetro de particula de 8 um, detector UV 210 nm, Fujo de 0.5 mL/min,
Fase movil agua pH= 9.0 (NaOH ), Elusion isocratica, Tiempo total de corrida 40 min.
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Figura 5. Columna C8, de 250 X 4.6 mm, diametro de particula de 8 um, Detector UV 210 nm, Fujo de 0.5 mL/min,
Fase movil agua pH= 7.0, Elusion isocratica, Tiempo total de corrida 40 min.

En conclusion, se considera que la mejor separacion es la presentada en la Figura 3, ya que las
condiciones experimentales utilizadas permiten ver el fraccionamiento de los AHs en cinco
sefales principales, las cuales se panean seguir rompiendo hasta llegar a los componentes
basicos. Por otra parte, el fraccionamiento de los AHs sigue bajo estudio variando factores que
puedan contribuir al rompimiento del AH.
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Conclusiones

En este trabajo se probaron tres tipos de columnas (SAX, C8 y la C18), de las cuales s6lo con la
C8 se ha podido fraccionar el AH de la mejor manera, en las condiciones que ya se mencionaron
anteriormente ahora lo que se pretende es reproducir esta separacion y también recolectar las
fracciones obtenidas y analizarlas.

Para esto se ha tratado de separar en “fracciones” al AH para determinar la estructura de cada
fraccion, las cuales pueden ser estudiadas independientemente.

Estudios recientes se han enfocado mas hacia las fracciones, ya que son las fracciones mas que
los AHs, en general, las que son de gran interés debido a que cada fraccion brinda mas
informacion con respecto a las propiedades de estos compuestos, y puesto que cada fraccion tiene
mayor capacidad de interaccion con metales pesados, compuestos xenobidticos, pesticidas, entre
otros.
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