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RESUMEN

Aun con la existencia en la literatura de varias metodologias de extraccion y purificacion
de material humico (MH), se desarrollé un método alternativo (M-110) que minimiza la
alteracion composicional e incrementa la pureza de los extractos himicos y fulvicos. La
evaluacion de tres soluciones de extraccion en el M-IIO indico que la mejor opcidn es la
solucion 1:1 v/v de NaOH 0.1M y NasP,O7 0. 1M (N/N). La ventaja de N/N es que extrae
fracciones humicas y fillvicas que no se obtienen a partir de las soluciones de NaOH 0.1M
y 0.5M. Adn cuando el MH de N/N no presentd los mayores grados de pureza, estos
pueden mejorarse con un intercambio cationico exhaustivo. Al comparar las técnicas del
M-ITO con las que utilizan otras metodologias (incluyendo al método de Schnitzer que
también fue implementado en la presente investigacion), se determind que para el acido
humico el M-IIO-N/N sigui6 constituyendose como la mejor opcion. Sin embargo para el
acido fulvico, el método de Holtzclaw puede ser tan recomendable como el M-IIO-N/N si

es que se desarrolla utilizando la solucion de N/N.
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I. INTRODUCCION

Las sustancias fulvicas y humicas, designadas generalmente como material himico (MH),
constituyen un grupo de compuestos organicos formados por la descomposicion de
organismos de suelos, agua, y sedimentos. Debido a su compleja composicion, Buffle
(1990) los define como los compuestos organicos de suelos, agua, o sedimentos, que no
son proteinas, lipidos, polisacaridos, ni las unidades estructurales de estos. Ya que los
organismos vivos se constituyen por un gran nimero de compuestos organicos diferentes,
la degradacion y posible recombinacion de los productos resultantes, produce una gran
cantidad de moléculas fulvicas y hiimicas diferentes. Esta amplia variabilidad hace que el
MH muestre propiedades diversas (e.g.,, grados de solubilidad, condensacion vy
humificacion, peso molecular, actividad superficial), y que influya en un gran nimero de
procesos ambientales. Asi, el MH influye en el comportamiento geoquimico de una gran
cantidad de compuestos organicos (e.g., pesticidas y PCB's) e inorganicos (e.g., metales),
al llevar a cabo diferentes mecanismos de reaccion con ellos (Livens, 1991). Asimismo, los
compuestos fulvicos (principalmente) y himicos juegan un papel trascendente en la
productividad primaria oceanica y terrestre, al estimular el crecimiento fitoplanctonico y
de plantas superiores respectivamente. Tal estimulacion biologica se logra con su
influencia en varias funciones fisiol6gicas y/o con la mayor disponibilidad de nutrientes
para los productores primarios (Rashid, 1985). Ademas, las sustancias fulvicas y himicas
(principalmente) constituyen una poderosa fuente de informacion para determinar
condiciones contemporaneas y paleoambientales;, por lo que se utilizan como indicadores
ambientales de contaminacion organica e inorganica 0 como marcadores geologicos para
conocer las fuentes de materia organica (MO), paleotemperaturas, geocronologias,
procesos sedimentarios, cambios climaticos, etc. (Rashid, 1985).

En el medio marino el MH representa la fraccion de MO mas resistente a
degradacion microbiana, y una vez en el sedimento, llega a constituirse como su principal
componente organico (Nissenbaum y Kaplan, 1972). Para Yariv y Cross (1979) esta
fraccion representa entre el 60-80%, para Yunqian ef al, (1986) es entre el 30-60%,

mientras que para Buffle (1990) comprende un 70%. Sin embargo, esta discrepancia en el



contenido de MH en sedimentos se debe a diferencias en las propiedades fisicas y quimicas
que operan en los distintos cuerpos sedimentarios, siendo particularmente importante el
contenido de oxigeno presente. El caracter refractario del MH es para Eglinton y Barnes
(1978) el resultado de un gran “entrecruzamiento” de diferentes enlaces, que provocan
una alta estabilidad quimica. Barnes ¢/ a/,, (1984) indican que la “irregularidad” en los
enlaces, las voluminosas estructuras tridimensionales, y la presencia de grupos fendlicos,
hacen que el MH sea poco accesible a ser atacado por enzimas microbianas. Buffle (1990)
menciona que el MH debe estudiarse no solo porque constituya el componente organico
principal de suelos, agua, y sedimentos, sino porque es muy representativo de sistemas
ambientales complejos, tal como un suelo o sedimento.

Dada su compleja naturaleza quimica, la extraccion y purificacion de MO de suelos
y sedimentos constituye uno de los principales problemas en su investigacion.
Consecuentemente, no existe un método estandarizado para lograr dichos fines. Esta
problematica se debe a la dificultad en evitar alteracion quimica de la MO durante su
extraccion y purificacion, asi como la obtencién de productos con bajo contenido en
compuestos inorganicos (CI) (King, 1967, Malcolm, 1976; Rice y MacCarthy, 1989).
Debido a esto se hace necesario crear condiciones de extraccion més "suaves" y mejorar
los procedimientos de purificacion del MH, con el objeto de causar una minima alteracion
composicional, y obtenerlo a la vez con una alta pureza (bajo contenido de ceniza).

De acuerdo a Piccolo (1988), la ausencia de condiciones de extraccion "suaves" y
la aplicacion de ciertos procedimientos de purificacion (i.e., HCI/HF) en el MH, provocan
alteracion en su composicion; lo cual se traduce en modificaciones en algunas de sus
caracteristicas y/o propiedades (e.g., absorbancia de luz, razones elementales e isotopicas,
grados de solubilidad y condensacion, estabilidad quimica, reactividad superficial, tamaiios
y pesos moleculares). De igual manera, Malcolm (1976) menciona que la obtencion de
MH ultrapuro (> 99%) es necesario para caracterizar adecuadamente la reactividad
organica en sistemas naturales. La asociacion de la fase organica con impurezas
inorganicas [e.g., minerales de arcilla (cristalinos y amorfos) o varios iones metalicos],
provocan falsos resultados en reactividad organica que a su vez se traducen en

interpretaciones erroneas. El problema de la asociacion organica-inorganica se debe a que



los minerales arcillosos exhiben propiedades similares a los compuestos organicos
respecto a reactividad superficial, capacidad de intercambio idnico, complejacion,
capacidad de retencion de agua, capacidad calorifica, etc.. Consecuentemente, la presencia
de CI es la principal limitante en el uso de MH para interpretar procesos geoquimicos
(Malcolm, 1976). Por otra parte, la falta de protonacion del MH (sal acida) en algunos
estudios de caracterizacion del mismo, da como consecuencia inconsistencias en los
resultados obtenidos, lo que origina una pobre comparacion de estos. Tales inconsistencias
resultan de una saturacion ionica heterogénea en los grupos funcionales de las moléculas
fulvicas y himicas. Asimismo, comparar los resultados obtenidos a partir de sales organo-
metalicas con las formas acidas no es adecuado, ya que las propiedades de las primeras

son diferentes y ademas varian con el tipo de sal metalica asociada (Malcolm, 1976).

I1. OBJETIVOS

Desarrollar una metodologia alternativa de extraccion, aislamiento, y purificacion de

material hiumico presente en sedimentos marinos, que tenga las siguientes caracteristicas:

a) Que genere una mayor recuperacion de material humico respecto a la
metodologia de Schnitzer (M-SCH), que es la mas utilizada, y que se

realiza en la presente investigacion.

b) Que genere fracciones organicas de mayor pureza (bajo contenido de
ceniza) que las obtenidas por la M-SCH y por otros métodos existentes
que reportan la cantidad de ceniza de algunos de sus extractos fulvicos

y/o humicos (datos bibliograficos).

c) Que genere extractos organicos con una menor alteracion composicional

que los obtenidos por el M-SCH.



III. METODOLOGIAS

En esta seccion se incluyen los diagramas de flujo de los métodos realizados en el
laboratorio. Por una parte se desarroll6 una metodologia nueva: M-I1O (Fig. 1), y por
otro lado se aplico la metodologia mas utilizada: M-SCH (Fig. 2). Tanto el marco tedrico
que fundamenta las técnicas aplicadas en el M-I1O, asi como aquellas que resultan ser
inconvenientes y que son utilizadas por uno o varios métodos, son explicadas
detalladamente en el Apéndice.

Inicialmente se busco un sedimento que mostrase un alto contenido de MO para
asi tener la posibilidad de obtener cantidades relativamente grandes de MH-sedimentario.
Se colectaron aproximadamente 10 kgs. de sedimento (muestra) en el Estero de Punta
Banda, el cual se congel0 inmediatamente a -25°C. Posteriormente, la muestra
sedimentaria fue secada a -55°C por la técnica de liofilizacion. Una vez seca, la muestra
fue homogenizada para tratar de asegurar una distribucion homogenea de todos los
tamarios de grano, y tener por tanto la misma probabilidad de encontrar iguales cantidades
de MO en cualquier parte de la misma. Una vez realizado lo anterior, se dividio la muestra
en pseudoréplicas de 100 grs, para asi reducir la posibilidad de extraer cantidades minimas
de MH en cada una de ellas. En seguida, se dividieron las pseudoréplicas en cinco grupos
(submuestras), resultando finalmente: tres submuestras con 20 pseudoréplicas cada una,
una submuestra con 14, y otra con 13. Las submuestras de 20 pseudoréplicas fueron

utilizadas para la aplicacion del M-I10O, y las dos restantes para aplicarles el M-SCH.

| Muestra Inicial (10 kgs.) _|

L | | 1
Submuestra J I Submuestra I I Submuestra | | Submuestra | I Submuestra
20 20 20 14 13
Pseudoréplicas | | Pseudoréplicas Pseudoréplicas | | Pseudoréplicas | | Pseudoréplicas
(100 grs. c/u) (100 grs. c/u) (100 grs. c/u) (100 grs. c/u) (100 grs. c/u)

| Mroosm | | M-100.0M | | M-HONN | | M-SCH0.5M || M-SCH 0.1M |




Fig. 1: Diagrama de Flujo del M-110

Sedimento Liofilizado

Lavar con HC1 0.1M (Elimina Carbonatos, Disminuye Degradacion Biologica del MH)

Lavar con H,O destilada hasta pH =~ 7 (Neutralizacion del Sedimento)

Los siquientes pasos con la menor luz posible (Disminuye Degradacion Quimica del MH)

En Atmosfera de N> : Solucion de Extraccion* + Sedimento [10:1 v/p]. * NaOH 0.1M,
NaOH 0.5M, NaOH 0.1M/NaP,07 0.1M (1:1 v/v) (Elimina O; , Extraccion de MH)

|

Centrifugar AH-Na/AF-Na (Elimina Fracc. Inorg.) H A pH 1~2 con HCI (Coagula AH-Na)

LCentrifugar AH-Na/AF-Na (Separacion de AH-Na y AF-Na) ]

| Precipitado: AH-Na

Solucion: AF -Na\l

5 Ciclos: Acido <> Base
(Elimina Fracc. Inorg.)

H

Liofilizacion y Pesado

Liofilizacion y Pesado
(AF-Na Extraido)

(AH-Na Extraido)
I

Los siguientes dos recuadros para AH—Na y AF-Na (por separado)

| Redisolucion en NaOH 0.1M H Filtrar en 0.45 pm y 0.20 um (Elimina Fracc. Inorg.)

Cromatog. Intercambio Cationico
(Elimina MO-labil y Fracc. Inorg.)

AF-Na a pH 3~4 con HCI (Maximiza
Volumen de M. Arcilla Expandibles)

Liofilizacion y Pesado (AH-H Recuperado)

Filtrar en 0.20 um (Elimina Fracc. Inorg.)

i |

AH-H: Desecador, Vacio, Oscuridad
(Evita Humedad y Degradacion)

A pH = 2 con HCI (Neutraliza G. F. Polares)

Cromatog. Absorcion (Elimina MO-libil) |
|

Igual a lo posterior al recuadro:




Fig. 2: Diagrama de Flujo del M-SCH

[ Sedimento Liofilizado |

[ Lavar con HC1 0. 1M (Elimina Carbonatos, Disminuye Degradacion Biologica del MH)

Lavar con H,O destilada hasta pH =~ 7 (Neutralizacion del Sedimento)

En Atm. de N> : Solucion de Extraccion* + Sedimento [10:1 v/p]
* NaOH 0.1M, NaOH 0.5M (Elimina Q;, Extraccion de MH)

|

| Centrifugar AH-Na/AF-Na (Elimina Fracc. Inorg.) H A pH 1~2 con HCI (Coagula AH-Na)
|

I Centrifugar AH-Na/AF-Na (Separacion de AH-Na y AF-Na)

|Precipitado: AH-Na Solucion: AF-NaI
i
Lavar con HCVHF (Elimina Fracc. Cromatog. Intercambio Cationico
Inorg. y Formacion del AH-H) (Elimina MO-labil y Fracc. Inorg.)
Lavar con H,O desionizada, Liofilizacion y Pesado Liofilizacion y Pesado
(Elimina Exceso de Acido, AH-H Recuperado) (AF-H Recuperado)
AH-H: Desecador, Vacio, Oscuridad AF-H: Desecador, Vacio, Oscuridad
(Evita Humedad y Degradacion) (Evita Humedad y Degradacion)




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Esta seccion muestra dos divisiones. La primera corresponde a resultados obtenidos en el
laboratorio y se denomina: Resultados Analiticos. 1.a segunda consiste en resultados
comparativos entre el M-IIO y metodologias disponibles de la bibliografia: Resultados

Comparativos.

RESULTADOS ANALITICOS:

Acido Huamico (AH):

Metodologia 110:

Se presenta la capacidad de extraccion de cada solucion utilizada por el M-I1O, asi como

las cantidades de CI que se eliminan por medio de los filtrados.

AH-Na Extraido:

Para extraer MH-sedimentario por el M-IIO, se recurrio a tres soluciones diferentes:
NaOH 0.5M, NaOH 0.1M, y NaOH 0.1M / Na,P;0,; 0.1M (N/N). Cada solucién fue
utilizada con la misma proporcion solucion—sedimento (10:1 v/p) en tres submuestras
sedimentarias distintas, constituidas cada una por 20 pseudoréplicas de 100 grs. Los datos
totales obtenidos para los AH-Na extraidos se encuentran en la Tabla: AH-1 (Apéndice
AH). Las Tablas I (a y b) muestran el promedio de extraccion, y los resultados de las

pruebas estadisticas realizadas entre las soluciones utilizadas.



Tablas L Resultados de AH-Na Extraido por M-11O: (a) Promedio de Af-Na Extraido (mng.) por cada
solucion utilizada. (b) Pruebas Estadisticas entre las soluciones de extraccion.

Tabla La
Sin. de Extraccion Promedio de AH-Na Extraido (mg.)
NaOH 0.5M 2829 +£29.1
NaOH 0.1M 3011 £15.9
N/N 412.0 + 8.1
Tabla Lb

Prueba de Kruskall-Wallis de 1 Via: P <0.000] = D.E.S.

Prueba de Contrastes de Tukey: P <0.05

SIn. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N
NaOH 0.5M IGUALES D.E.S.
NaOH 0.1M — D.E.S.

* D.E.S. = Diferencias Estadisticamente Significativas

AH-Na Extraido (mg)

Fig. 3: AH-Na Extraido por M-IIO. Promedio en
cantidades extraidas de AH-Na. 20 pseudoréplicas por

solucion, N/N = NaOH 0.1M / NasP-O, 0.1M (1:1 v/v).
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En base a lo obtenido en las Tablas Ia y Ib, y a lo observado en la Fig. 3; la solucion de
N/N presenta una mayor capacidad de extraccion que las soluciones de NaOH. De
acuerdo a Kononova (1982), tal hecho puede deberse a que el ion pirofosfato (P07 b
forma sales con cationes trivalentes (e.g., Fe ' y Al™) que estaban unidos a una fraccion de
AH. consecuentemente esta fraccion se libera a la solucion. Asimismo, las soluciones de

NaOH no extraen dicha fraccion himica, por lo cual son selectivas.

Purificacion por filtracion.

En cada solucion de extraccion utilizada en el M-110, se determind el peso de la fraccion
inorganica retenida en filtros de nitrato de celulosa de 0.45um y 0.20 pm. Esto fue para
saber si en filtros de la misma nominacion, existian diferencias en CI incorporados por las
tres soluciones. Asimismo, en cada solucion se compararon los pesos retenidos en ambos
filtrados. Los datos totales de las retenciones se encuentran en las Tablas: AH-2 (para
0.45 pm) y AH-3 (para 0.20 pum), ambas en el Apéndice AH. Las Tablas II (a — d)
muestran el promedio de CI retenidos, y los resultados de las pruebas estadisticas
realizadas entre las soluciones utilizadas.

Tablas II. Resultados de Purificacién por Filtracion de AH-Na en M-IIO: (a) Promedio de CI
Retenidos (mg.) en filtros de nitrato de celulosa de 0.45 pm y 0.20 um (por cada solucidn utilizada).

Pruebas Estadisticas: (b) Enire soluciones a 0.45 um, (¢) Entre soluciones a 0.20 um, (d) Para comparar
las retenciones a 0.45 uym y 0.20 um.

Tabla IL.a
Solucion Promedio de CI Retenidos (mg.)
de AH-Na: 0.45 pm 0.20 pm
NaOH 0.5M 26 £ 0.5 37 + 05
NaOH 0.1M 28 £ 0.3 39 + 04
N/N 354 02 47 £ 03




Tabla ILDb

Tabla IL¢

Filtracion en 0.45 pm:

Filtracion en 0.20 pm:

Kruskall-Wallis de 1 Via: P <0.000] = D.E.S.

ANOVA de 1 Via: P <0.01 = D.E.S.

Prueba de Contrastes de Tukey: P < 0.05

Prueba de Contrastes de Tukey: P < 0.05

SlIn. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N SlIn. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N
NaOH 0.5M IGUALES D.ES. NaOH 0.5M [GUALES DE.S.
NaOH 0.1M — D.E.S. NaOH 0.1M —_ DE.S.

Tabla ILd

Filtraciones: 0.45 pm vs 0.20 pm

Sin. de Extraccion:

t-Student: P <0.0001

Mann-Whitney: P < 0.0001

NaOH 0.5M DES. —
NaOH 0.1M - DES.
N/N DES. —

* D.E.S. = Diferencias Estadisticamente Significativas

Ceniza Retenida en Filtros de 0.45 pm (mg)

Fig, 4: Purificacion de AH-Na en 0.45 pm por
M-II0. Promedio en compuestos
retenidos. 20 pseudoréplicas por solucion. N/N =

NaOH 0.1M / NasP>O, 0.1M (1:1 v/v).

inorganicos

Cenizs Retenida en 0.20 ym {(mg)

ol

Fig. 5: Purificacion de AH-Na en 0.20 pm por
M-TIO. Promedio en compuestos inorganicos
retenidos. 20 peudoréplicas por solucion. N/N=

NaOH 0.1M / Na,P,0, 0.1IM (1:1 v/v).
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De acuerdo a las Tablas Ila — IId, y a lo que se observa en las Figs. 4 y 5; la solucion de
N/N incorporo mas CI > 0.45 um y > 0.20 um que las otras dos soluciones. Tales
constituyentes en “exceso”, pueden provenir de la fraccion hiimica que estaba asociada a
los cationes trivalentes cuando esta se encontraba en el sedimento, y que no fue extraida
por las soluciones de NaOH. Por otra parte, parece ser que para las tres soluciones de
extraccion, dominaron los CI comprendidos entre 0.20-0.45 um sobre los > 0.45 um. Sin
embargo, esto no significa que una posible fraccion inorganica < 0.20 um no haya sido la

mas dominante.

Metodologia 110 vs Metodologia Schnitzer:

Se realizan comparaciones entre los AH-H obtenidos por el M-IIO y el M-SCH (ambos
con todas sus soluciones de extraccion) en cuanto a las cantidades recuperadas, grados de
pureza, y en los espectros IR de aquellos extractos que mostraron el menor contenido de

ceniza en cada submuestra.

Recuperacion de AH-H:

Una vez obtenidos y pesados los AH-H de las submuestras del M-110 y del M-SCH, se
determinaron los promedios de recuperacion en cada una de ellas y fueron comparados. El
total de datos de las recuperaciones de AH-H se encuentran en la Tabla: AH-4 (Apéndice
AH). Las Tablas III (a — d) muestran el promedio de recuperacion, y los resultados de las

pruebas estadisticas realizadas entre las soluciones utilizadas.
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Tablas ITL. Resultados de AH-H Recuperado: (a) Promedio de AH-H Recuperado (mg.) por cada
solucion utilizada. Pruebas Estadisticas: (b) Entre soluciones por M-1O, (¢) Enire soluciones por M-
SCH (d) Para comparar las recuperaciones en ambos métodos.

Tabla IlLa
Solucion Promedio de AH-H Recuperado (mg)
de Extraccion M-I10 M-SCH
NaOH 0.5M 275.5 £29.3 2493 +5.7
NaOH 0.1M 2934 £16.0 2649 +£8.6
N/N 4023 £ 82 —
Tabla ITLb Tabla IlLc
M-110:
Kruskall-Wallis de 1 Via: P <0.000! = D.E.S. M-SCH :

Prueba de Contrastes de Tukey: P <0.05 Prueba t-Student: P <0.0001
Sin. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N Sin. de Extraccion: NaOH 0.1M
NaOH 0.5M IGUALES DE.S. NaOH 0.5M D.E.S.

NaOH 0.1M - D.E.S.
Tabla IILd
M-IIO vs M-SCH
Sln. de Extraccion: Mann-Whitney: P <0.0051 t-Student: P < 0.0001
NaOH 0.5M D.E.S. —
NaOH 0.1M — D.E.S.

* D.E.S. = Diferencias Estadisticamente Significativas
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AH-H Recuperado (ma)

100 -

NCH NeCH NN NeCH NaCH
oM 0IM oM O

Fig. 6: AH-H Recuperado por M-110 y M-SCH. Promedio en cantidades recuperadas de
AH-H. [M-I10] : 20 pseudoréplicas por solucion. [M-SCH] : 14 pseudoréplicas en NaOH
0.5M., v 13 pseudoréplicas en NaOH 0.1M. N/N = NaOH 0.1M / Na4P-O, 0.1M (1:1 v/v).

Considerando lo encontrado en las Tablas 1lla — IIId, y lo que muestra la Fig. 6, al
aplicar el M-TIO se recupera una mayor cantidad de AH-H si este se extrae con la
solucion de N/N. Para las submuestras del M-SCH, la recuperacion fue mayor para el
AH-H extraido con NaOH 0.1M. Esto indica que el NaOH 0.5M extrajo menos AH, lo
que Schnitzer (1982) atribuye a una condicion menos hidrofilica de las moléculas himicas
en este medio de mayor fuerza idnica. El mayor contenido de Na disminuye la cantidad de
sitios anionicos libres necesarios para hidratar a las moléculas, lo que finalmente se traduce
en una extraccion limitada. Por otro lado, una comparacion entre el M-IIO vs M-SCH
consistio en evaluar las cantidades recuperadas de AH-H a partir de la misma solucion.
Esto se realiz6 con NaOH 0.5M y 0.1M. Como teoricamente, la aplicacion de la misma
solucion en ambos métodos debid extraer iguales cantidades de AH-Na (por ser la misma
muestra), la compararacion de las recuperaciones de AH-H se considerd6 como un
parametro para discriminar cual de las dos metodologias causé una menor pérdida de la
fraccion humica durante su desarrollo. Los resultados para ambas soluciones de NaOH

indicaron que durante el desarrollo del M-ITO se di6 una menor pérdida de AH (-Na y/o
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H) respecto al M-SCH, ain cuando el primero involucré una mayor manipulacion.
Probablemente las pérdidas importantes de AH en el M-SCH se efectuaron durante los

lavados con la solucion de HCI/HF.

Fraccion Inorganica de Extractos Humicos:

En todas las pseudoréplicas de las cinco submuestras se determino el contenido
inorganico. Posteriormente se calcularon los promedios de las cantidades de ceniza para
todas las submuestras y fueron comparados entre si. Los datos totales en los contenidos
de ceniza de los AH-H se encuentran en la Tabla: AH-5 (Apéndice AH). Las Tablas IV (a
— d) muestran el promedio de ceniza, y los resultados de las pruebas estadisticas
realizadas entre las soluciones utilizadas.

Tablas IV. Resultados de la Fraccion Inorginica en los Extractos Hamicos: (a) Contenido promedio
de ceniza (en %) en los AH-H (por cada solucién utilizada). Pruebas Estadisticas: (b) Entre soluciones

por M-110, (¢) Entre soluciones por M-SCH, (d) Para comparar los contenidos de ceniza en ambos
métodos.

Tabla IV.a
Solucion Contenido promedio de ceniza (en %) del AH-H

de Extraccion M-I10 M-SCH

NaOH 0.5M 05 £0.1 2.0 £0.1

NaOH 0.1M 1.3 £0.2 32 +£0.1

N/N 14 + 0.1 -
Tabla IV.b Tabla IV.c
M-110:
Kruskall-Wallis de 1 Via: P <0.0001 = D.E.S. M-SCH :
Prueba de Contrastes de Tukey: P <0.05 Prueba de Mann-Whitney: P <0.0001
Sin. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N Sin. de Extraccion: NaOH 0.1M

NaOH 0.5M D.E.S. D.ESS. NaOH 0.5M D.ES.
NaOH 0.1M - IGUALES




Tabla IV.d
M-TIO vs M-SCH

Sin. de Extraccion: Mann-Whitney: P <0.0001
NaOH 0.5M DES.
NaOH 0.1M DES.

* D.E.S. = Diferencias Estadisticamente Sigpificativas

% Ceniza del AH-H

Fig. 7: Fraccién Inorganica de Extractos Hamicos por M-U0 y M-SCH. Promedio
en grados de pureza de AH-H, obtenido por cada solucion de extraccion utilizada. [M-
110] : 20 pseudoréplicas por solucion. [M-SCH] : 14 pseudoréplicas en NaOH 0.5M. y
13 pseudoréplicas en NaOH 0.1M. N/N = NaOH 0.1M / Na;sP,O, 0.1IM (1:1 v/v).

Si para las submuestras del M-IIO relacionamos lo obtenido en las Tablas [Va — IVdy
Fig. 7, con los resultados de las retenciones en los filtros, se encuentra el mismo grado de
pureza entre los AH-H extraidos con NaOH 0.1M y N/N; a pesar de que esta ultima haya
incorporado una fraccién inorganica mayor durante la extraccion. Sin embargo, los
extractos hamicos mas puros se obtuvieron a partir de NaOH 0.5M, ain cuando los CI
incorporados por esta misma hayan sido aparentemente similares a los de la solucion de
NaOH 0.1M. Entre las submuestras del M-SCH se obtuvo asimismo una mayor pureza en

el AH-H extraido con NaOH 0.5M. Aunando este resultado con las recuperaciones de



AH-H por este método, se observo que una mayor fuerza ionica en la solucion extractora
implicd una mayor pureza, pero a la vez provoco una menor recuperacion de la fraccion
humica. Por otra parte, al compar la pureza de los extractos himicos obtenidos por las dos
metodologias, se encontré que utilizando la misma solucion (NaOH 0.1M 6 0.5M) el M-
IO produce AH-H con menores cantidades de ceniza que los que se obtienen a partir del
M-SCH. Esto es indicativo de que el M-TTO es un método mas efectivo para remover las

impurezas inorganicas que se incorporan durante la extraccion del AH-sedimentario.

Espectros IR de AH-H:

En cada submuestra del M-IIO y el M-SCH se escogié la pseudoréplica que tuviese el
mayor grado de pureza y se prepard para correr el TR. Dicha preparacion consistio en lo

siguiente:

Pseudoréplica

Mezclar y Moler en Mortero de Agata: 0.5 mg de AH-H (liofilizado) + 25 mg de Kbr seco (grado IR) |

Hacer una pastilla de superficie uniformﬂ

Colocar la pastilla en la celda del espectrofotéometro de IR = Obtener el EspeclroJ

Una vez obtenidos los espectros, estos fueron comparados entre si para determinar
posibles diferencias composicionales entre los extractos himicos obtenidos. Los AH-H

utilizados para el analisis de IR fueron:

M-IIO : Submuestra con NaOH 0.5M = Pseudoréplica # 2 (% Ceniza = 0.3)
M-IIO : Submuestra con NaOH 0.1M = Pseudoréplica # 4 (% Ceniza = 0.9)
M-IIO : Submuestra con N/N —> Pseudoreplica # 1 (% Ceniza =1.2)
M-SCH : Submuestra con NaOH 0.5M => Pseudoréplica # 4 (% Ceniza = 1.8)
M-SCH : Submuestra con NaOH 0.1M = Pseudoréplica # 2 (% Ceniza=3.1)
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(AH-TTIO-0.5); pseudoréplica de submuestra con NaOH 0.1M (AH-TIO-0.1).

pseudoréplica de submuestra con NaOH 0.1 / Na,P,0- 0.IM (AH-IIO-N/N). Para el M-SCH:
pseudoréplica de submuestra con NaOH 0.5M (AH-SCH-0.5). pseudoréplica de submuestra con NaOH

Fig. 8 Espectros TR de AH-H Extraidos por M-IIO y M-SCH. Para el M-IIO: Pseudoréplica de
0.1M (AH-SCH-0.1).

submuestra con NaOH 0.5M
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Tomando como referencia cuantitativa para cada espectro el pico que se encuentra en el
intervalo de frecuencia 2910-2932 cm™ (enlaces C-H) de la Fig. 8, se obtuvo lo siguiente:
Para la region 3394-3447 cm™' (grupos OH-libres), Piccolo (1988) menciona que un mayor
contenido de OH-libres indica una mayor pureza del extracto. Sin embargo, lo
mencionado por este autor no se cumplio al analizar los cinco espectros en general (M-
IO y M-SCH), ya que el AH-IIO-0.5 fue el extracto mas puro, pero el AH-SCH-0.5 fue
el que presento mas OH-libres. Entre los AH-H del M-SCH si se cumplio lo indicado por
Piccolo (1988). Para los AH-H del M-11O también se hubiera cumplido tal indicacion si
no fuera por la relacion entre el AH-IIO-N/N (mas OH-libres y menor pureza) y el AH-
[10-0.1. Esto sugiere que la fraccion humica asociada a cationes trivalentes, y que
solamente fué extraida por la solucion N/N, es rica en grupos OH. Si lo anterior es cierto,
entonces se podria argumentar que el AH-IIO-0.5 (mas OH-libres que los dos anteriores)
tampoco extrajo la fraccion unida a cationes trivalentes, y que por lo tanto debio tener una
menor cantidad de OH-libres que el AH-IIO-N/N. Sin embargo la gran diferencia en la
pureza de los dos extractos, AH-II0-0.5 (0.3 %) y AH-IIO-N/N (1.2 %), bien pudo
provocar que el AH-IIO-N/N mostrase menos OH-libres, a pesar de estar constituido con
mas grupos funcionales con OH. Por otro lado, los AH-H del M-SCH presentaron mas
OH-libres que los AH-H del M-IIO. Esto sugiere diferencias composicionales en los
extractos obtenidos por ambos métodos. Probablemente el tratamiento con HCVHF
durante el M-SCH produjo modificaciones composicionales en el AH-natural (Dubach er
al., 1964; y Piccolo, 1988). Por su parte, la region 1715-1730 cm’ corresponde a enlaces
C=0 de grupos carboxilos, ésteres, y/o carbonilos (Zhen-Di et al., 1990). El hecho de que
solamente los AH-H del M-ITO hayan mostrado picos en esta region, sugiere una
composicion diferente de los extractos obtenidos por los dos métodos. La ausencia de
sefial en los AH-H del M-SCH sugiere que su alto contenido de OH-libres debe provenir
de estructuras tipo alcohélicas. Quizas la solucion de HCI/HF indujo cambios que dieron
lugar a la pérdida parcial de grupos originalmente presentes. Asi, pudo suceder que grupos
carboxilos se hayan reducido y grupos carbonilos hayan verificado condensacion,
promoviendose en ambos casos el desarrollo de estructuras tipo alcoholicas. Esto puede

explicar tanto el alto contenido de OH-libres, asi como la pérdida de enlaces C=0 en los



AH-H del M-SCH. Entre los AH-H del M-IIO, existe una notable diferencia en la
cantidad de enlaces C=0 del AH-ITO-N/N (mayor cantidad) respecto al AH-IT0-0.1.
Asociando este resultado con el contenido de OH-libres, parece resaltarse la riqueza de
grupos carboxilos en la fraccion humica extraida solamente por la solucion N/N. La region
1550-1660 cm™ corresponde a enlaces C=C de estructuras tipo olefinicas (Portal ef al.,
1986; y Pillon ez al., 1986). En los AH-H del M-SCH los picos ocurrieron a 1577 cm™, y
en los del M-I1O se presentaron entre 1622-1627 cm™'. Esta diferencia puede deberse a un
efecto de traslape del pico a 1718 cm™ en los extractos humicos del M-IIO. Los AH-H
del M-SCH presentaron cantidades significativamente mayores de enlaces C=C, lo cual
hace pensar en una produccion de los mismos durante el desarrollo del M-SCH.
Probablemente parte de las estructuras tipo alcohdlicas producidas artificialmente,
sufrieron deshidratacion al encontrarse en el medio acido de la solucion HCVHF,
resultando por tanto en la formacion de enlaces C=C. Entre los AH-H del M-IIO hay una
similitud en los contenidos de enlaces C=C, lo que sugiere que tales cantidades
corresponden al contenido real en el AH natural. Para Senesi et al., (1989), la region
1350-1470 cm™ corresponde a enlaces C-H de estructuras tipo parafinicas. La menor
resolucion y magnitud en los picos de los extractos hiimicos del M-ITO, pueden deberse a
un efecto de traslape de sefiales que ocurren solamente en estos AH-H. Asimismo, puede
ocurrir que una parte de los enlaces C=C que presumiblemente produjo la solucion de
HCVHF, sufrio reacciones de adicion con estos acidos, formando consecuentemente
nuevos enlaces C-H parafinicos. La region 1100-1300 ¢cm™ es asignada a enlaces C-O de
grupos carboxilicos, ésteres, y/o éteres (Tan y Giddens, 1972). Si para los AH-H del M-
SCH asociamos esta asignacion, al hecho de que tales extractos no muestran picos en esta
region ni en la comprendida entre 1715-1730 cm’, parece confirmarse la pérdida de
grupos carboxilos en estos AH-H. Debysér et al., (1978) y Piccolo (1988) indican que los
picos en la regién 1030-1100 cm™ deben atribuirse a enlaces Si-O de material siliceo, y
que el MH con menor pureza mostrara sefiales mas intensas. Sin embargo, esta asociacion
no se presentd en los extractos obtenidos. Piccolo (1988) hace esta aseveracion basado en
la intensidad de los picos de submuestras a las que solo habia purificado parcialmente. Sin

embargo el contenido de ceniza de dichas submuestras era muy diferente (50.0 %, 56.0 %,
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8.2 %, 11.8 %, y 11.0 %). Esto provoco que los espectros de las submuestras con 50.0 y
560 % ceniza, mostrasen picos ampliamente mayores respecto a las submuestras
restantes. Cuando Piccolo completd la purificacion, el contenido final de ceniza por
muestra analizada fue: 1.0 %, 1.0 %, 2.48 %, 1.1%, y 3.4 %. En esta segunda serie de
espectros, no pueden visualizarse diferencias en las seriales de los enlaces Si-O, a pesar de
tener valores desde 1.0 a 3.4 % ceniza. Basado en estos ultimos espectros, el autor
concluye que los picos de Si-O son ligeramente notables en los cinco espectros. Dado que
la maxima diferencia en el contenido de ceniza de los AH-H de la presente investigacion,
fué equivalente a la de los AH-H purificados por Piccolo (2.8 y 2.4 respectivamente), se
entiende porque no se observan diferencias entre los picos de las submuestras del M-ITO y
el M-SCH. Lo anterior nos lleva a tomar con reserva la relacion de que a mayor sefial en
la region 1030-1100 ecm™ — menor grado de pureza (o mayor contenido de enlaces Si-O)
de los extractos hiimicos. Al parecer, tal relacion solo se manifiesta cuando las diferencias
en el contenido de ceniza son amplias. Para finalizar, parece ser que los AH-H del M-
SCH fueron modificados composicionalmente debido al efecto del HCI/HF. Lo mas
critico de esto fue la pérdida de grupos carboxilos, ya que estos marcan la pauta de la
reactividad de las moléculas; lo que finalmente se traduce en el papel geoquimico del AH

en el medio del cual fue extraido.

Acido Fulvico (AF):
Metodologia 110:
Se muestra la capacidad de extraccion de AF-Na por cada solucion utilizada, asi como las

cantidades de CI que van eliminandose por los filtrados. En particular para los AF, las

filtraciones en 0.20 pm se llevan a cabo tanto a pH basico como acido.



AF-Na Extraido:

En el M-ITO la fraccion fulvica sedimentaria fue extraida conjuntamente con el AH-Na,
por lo cual se obtuvieron al final tres submuestras que utilizaron NaOH 0.5M, NaOH
0.1M, o N/N. Los datos correspondientes al AF-Na extraido se muestran en la Tabla: AF-
1 (Apéndice AF). Las Tablas V (a y b) muestran el promedio de extraccion, y los
resultados de las pruebas estadisticas realizadas entre las soluciones utilizadas.

Tablas V. Resultados de AF-Na Extraido por M-I1O: (a) Promedio de AF-Na Extraido (mg.) por cada
solucion utilizada. (b) Pruebas Estadisticas entre las soluciones de extraccion.

Tabla V.a
Sin. de Extraccion Promedio de AF-Na Extraido (mg.)
NaOH 0.5M 119.1 + 6.9
NaOH 0.1M 978 £ 5.9
N/N 160.1 + 9.0
Tabla V.b

ANOVA de 1 Via: P <0.000]1 = D.E.S.

Prueba de Contrastes de Tukey: P <0.05

Sin. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N
NaOH 0.5M D.E.S. D.ES.
NaOH 0.1M - D.E.S.

* D.E.S. = Diferencias Estadisticamente Significativas
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Fig. 9: AF-Na Extraido por M-IIO. Promedio en
cantidades extraidas de AF-Na. 20 pseudoréplicas por
solucion. N/N = NaOH 0.1M / Na,P>,O, 0.1M (1:1 v/v)

De acuerdo a lo encontrado en las Tablas Va y Vb, y a lo que muestra la Fig. 9; la
solucion de N/N presentd mayor capacidad para extraer la fraccion fulvica. Esta mayor
efectividad pudo promoverse por el efecto complejante del ion P,O;™" en los cationes
trivalentes unidos a una fraccion de AF-sedimentario. Entre las soluciones de NaOH, el
AF fue mayormente extraido por la solucion con mayor fuerza ionica (0.5M). Esto parece
indicar que una fraccion del AF, no la unida a cationes trivalentes, no fue hidratada por la
solucion de molaridad 0.1; sin embargo, es dificil de explicar este resultado. Lo que si es
un hecho es que para el AF, una mayor fuerza ionica del medio no inhibié su solubilizacion
como ocurrio con el AH. Esta diferencia entre los dos materiales puede ser ocasionada por
la mayor éarea superficial, mayor acidez total y mayor reactividad de las moléculas filvicas

respecto a las hiimicas.



Purificacion por filtracion:

Por cada solucion extractora se determino el peso de los CI retenidos a 0.45 pm y 0.20
um con el medio basico. En particular para el AF, la filtracion mas fina se realizo también
con el medio acido. Los datos totales de las retenciones se encuentran en las Tablas: AF-2
(para 0.45 pm), AF-3 (para 0.20 pm-basico), y AF-4 (para 0.20 pm-acido); todas ellas
en el Apéndice AF. Las Tablas VI.a — VI.h muestran el promedio de CI retenidos, y los

resultados de las pruebas estadisticas realizadas entre las soluciones utilizadas.

Tablas VI. Resultados de Purificacion por Filtracion de AF-Na en M-ITO [a—f] y Comparaciones en
retenciones en AH-Na y AF-Na [g, h]: (a) Promedio de CI Retenidos (mg.) a 0.45 um'y 0.20 um (basico
v dcido). Pruebas Estadisticas: (b) Entre soluciones a 0.45 um, (c) Entre soluciones a (.20 um-bdsico,
(d) Entre soluciones a 0.20 uim-acido, () Entre retenciones a 0.45 um y 0.20 um-bdasico, (f) Entre
retenciones a 0.20 um-basico y 0.20 um-dcido, (g) Entre retenciones en AH-Na y AF-Na en 0.45 um, (h)
Entre retenciones en AH-Na y AF-Na en 0.20 um-basico.

Tabla VLa
Solucion Promedio de CI Retenidos (mg.)
de AF-Na: 0.45 pm 0.20 pm-basico 0.20 pm-acido
NaOH 0.5M 33 +04 47 + 03 56 £04
NaOH 0.1M 33 £03 47 £ 04 57 £ 06
N/N 42 £02 55 +03 59 +£03
Tabla VLb

Filtracion en 0.45 pm:

Kruskall-Wallis de 1 Via: P <0.0001 = D.E.S.

Prueba de Contrastes de Tukey: P < 0.05
Sin. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N
NaOH 0.5M IGUALES DE.S.
NaOH 0.1M — D.E..S.
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Tabla VLd

Filtracion en 0.20 pm-basico:

Kruskall-Wallis de 1 Via: P <0.000]1 = D.E.S.

Filtracion en 0.20 pm-acido:

Prueba de Contrastes de Tukey: P < 0.05

ANOVA de 1 Via: P <0.01 = IGUALES

Sin. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N NaOH 0.5M = NaOH 0.1M = N/N
NaOH 0.5M IGUALES D.E.S.
NaOH 0.1M — D.E.S.
Tabla Ve

Filtraciones: 0.45 pm vs 0.20 pm-basico:

Sin. de Extraccion:

Mann-Whitney: P <0.0001]

NaOH 0.5M D.E.S.
NaOH 0.1M D.E.S.
N/N DES.

Tabla VL.f

Filtraciones: 0.20 pm-basico vs 0.20 pm-acido:

Sin. de Extraccion:

f-Student: P <0.0001

Mann-Whitney: P <0.0027

NaOH 0.5M D.E.S. —
NaOH 0.1M D.E.S. —
N/N — D.E.S.
Tabla VI.g
Filtracion en 0.45 pm:
Prueba t-Student: P <0.0001
Sin. de Extraccion: NaOH 0.5M NaOH 0.1M N/N
AH-Na vs AF-Na D.E.S. D.E.S. D.ES.

Tabla VLh

Filtracion en 0.20 pm-basico:

Prueba Estadistica:

Mann-Whitney: P < 0.0001

t-Student: P < 0.0001

Sin. de Extraccion:

NaOH 0.5M

NaOH 0.1M N/N

AH-Na vs AF-Na

DES.

D.ES. D.ES.

* D.E.S. = Diferencias Estadisticamente Significativas
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Fig. 10: Purificacion de AF-Na en 0.45um por M- Fig. 11: Purificacién de AF-Na en 0.20pm-bisico por
HO. Promedio en compuestos inorginicos retenidos M-ITO. Promedio en compuestos inorganicos retenidos en
en (.45 pm. 20 pseudoréplicas por solucion. N/N = 0.20 pm-bésico. 20 pseudoréplicas por solucion. N/N =
NaOH 0.1M / Na,P.O 0.1M (1:1 v/v). NaOH 0.1M / NayP;0; 0.1M (1:1 v/v).
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Fig. 12: Purificacion de AF-Na en 0.20pm-4cido por
M-IIO. Promedio en compuestos inorganicos
retenidos en 0.20 pm-acido. 20 pseudoréplicas por
solucion. N/N = NaOH 0.1M / NasP,O; 0.1M (1:1 v/v)



De acuerdo a los resultados de las filtraciones basicas (0.45 um y 0.20 um), la solucion de
N/N presentd mas CL > 0.45 umy > 0.20 um que las otras soluciones. Tal parece que este
excedente inorganico se incorporo junto con la fraccion fulvica que estuvo asociada a los
cationes trivalentes. Entre las submuestras que utilizaron NaOH se obtuvieron
equivalencias en las retenciones basicas. Sin embargo el hecho de que al final la
submuestra con 0.5M haya mostrado una mayor pureza, indica que la submuestra con
0.1M incorporo mas CI < 0.20 um. Por su parte los tres filtrados acidos (pH: 3~4)
mostraron retenciones equivalentes de CI. Hecho que sugiere una similitud en el contenido
de arcillas expandibles en las tres extracciones. Al parecer, este material arcilloso se
constituyé como la tinica fraccion inorganica retenida en 0.20 um-acido. Sin embargo, las
filtraciones acidas bien pudieron retener AF-Na en los filtros, ya que las asociaciones
organo-arcillosas se favorecen a pH’s acidos. Por cada filtracion basica (0.45 um o 0.20
um) de cada solucion extractora, se comparo la cantidad de CI retenidos en los AH-Na y
AF-Na. En todos los casos se obtuvieron mayores retenciones en las filtraciones de las
soluciones fulvicas. Esto indica que el AF se asocié mas a las fracciones inorganicas >
0.45 pm y > 0.20 um que que el AH; hecho posible debido a la mayor reactividad de las
moléculas fulvicas. Por otro lado y por cada solucion, se compararon los pesos de los CI
retenidos en los filtrados a 0.45 pm y 0.20 um. Se encontrd que para las tres soluciones,
dominaron los CI comprendidos entre 0.20-0.45 um sobre los > 0.45 um. Al comparar las
retenciones inorganicas en los dos filtrados a 0.20 um (acido y basico) de las tres
soluciones de extraccion, se encontro en todos los casos que los filtrados acidos resultaron
con mayores retenciones. Esto viene a significar que las filtraciones acidas resultan mas
efectivas en la remocion de CI. Asimismo, de acuerdo a las retenciones en todos los
filtrados, fueron los minerales de arcilla expandibles los CI dominantes en las tres
soluciones. Sin embargo, puede suceder que la fraccion inorganica < 0.20 um haya sido

mas incorporada en las extracciones.



Metodologia 110 vs Metodologia Schnitzer:

Se comparan los AF-H recuperados por el M-IIO y el M-SCH (ambos con todas sus
soluciones de extraccion). Asimismo, se realizan comparaciones en cuanto a los grados de
pureza de los extractos fulvicos, y en los espectros IR de aquellos con menor contenido de

ceniza por cada submuestra.

Recuperacion de AF-H:

Ya obtenidos y pesados los AF-H de las submuestras del M-IIO y el M-SCH, se
determinaron y compararon los promedios de recuperacion de cada una de ellas. Los datos
totales de recuperacion de AF-H se encuentran en la Tabla: AF-5 (Apéndice AF). Las
Tablas VII (a — d) muestran el promedio de recuperacion, y los resultados de las pruebas
estadisticas realizadas entre las soluciones utilizadas.

Tablas VIL Resultados de AF-H Recuperado: (a) Promedio de AF-H Recuperado (mg.) por cada

solucion utilizada. Pruebas Estadisticas: (b) Entre soluciones por M-110, (¢) Entre soluciones por M-
SCH, (d) Para comparar las recuperaciones en ambos métodos.

Tabla VILa
Solucion Promedio de AF-Na Recuperado (mg)
de Extraccion M-I10 M-SCH
NaOH 0.5M 100.5 £7.0 924 +82
NaOH 0.1IM 78.7 £5.7 117.6 £4.6
N/N 1386 £9.2 —
Tabla VILb Tabla VILc¢
M-I10:
ANOVA de 1 Via: P <0.0001 = D.E.S. M-SCH :

Prueba de Contrastes de Tukey: P <0.05

Prueba de Mann-Whitney: P <0.0001

Sln. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N SIn. de Extraccion: NaOH 0.1M
NaOH 0.5M DES. D.E.S. NaOH 0.5M D.E.S.
NaOH 0.1M — D.E.S.




Tabla VILd
M-110 vs M-SCH
Sin. de Extraccion: t-Student: P < 0.0042 t-Student: P < 0.000/
NaOH 0.5M DE.S. C—_
NaOH 0.1M e D.E.S.

* D.E.S. = Diferencias Estadisticamente Significativas
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Fig. 13: AF-H Recuperado por M-TIO y M-SCH. Promedio en
cantidades recuperadas de AF-H. [M-110] : 20 pseudoréplicas por solucion.
[M-SCH] : 14 pseudoréplicas en NaOH 0.5M. v 13 pseudoréplicas en
NaOH 0.1M. N/N = NaOH 0.1M / Na;P,0, 0. 1M (1:1 v/v).

De acuerdo a lo obtenido en las Tablas VIla — VIId, y a lo que se observa en la Fig. 13;
se encuentra que aplicando el M-IIO y utilizando la solucion de N/N, se recupera una
mayor cantidad de AF-H. Por su parte, al aplicar el M-SCH se obtiene mas AF-H si la
soluciéon extractora es NaOH 0.1M. Asimismo, al comparar las cantidades filvicas
recuperadas con NaOH 0.5M en los dos métodos, se encontrd que durante el desarrollo
del M-11O se di6 una menor pérdida de AF (-Na y/o -H) respecto al M-SCH, aun cuando
el primero involucré una mayor manipulacion. Sin embargo, con la solucion de NaOH

0.1M se obtuvo una mayor pérdida en el M-ITO. Es dificil de explicar tal resultado, ya que



si se argumentara que el M-IIO involucré mayor manipulacion, y por tanto, mayor
perdida de AF (-Na y/o -H), entonces se hubiese encontrado lo mismo para la submuestra
que utilizo NaOH 0.5M. Posiblemente la Amberlita XAD-8 retuvo cantidades
“relativamente grandes” del AF extraido con NaOH 0.1M. Sin embargo, esto nos lleva a
una nueva problematica de explicar porque dicha retencion ocurrié solamente con el AF

extraido con NaOH 0.1M.

Fraccion Inorgdnica de Extractos Fulvicos:

Se determinéd el contenido de ceniza de las pseudoréplicas, se calcularon los
promedios de todas las submuestras y se compararon entre si. Los datos totales de
contenido de ceniza de los extractos fllvicos se encuentran en la Tabla: AF-6 (Apéndice
AF). Las Tablas VIII (a — d) muestran el promedio de ceniza, y los resultados de las
pruebas estadisticas realizadas entre las soluciones utilizadas.

Tablas VIIIL Resultados de la Fraccion Inorginica en los Extractos Filvicos: (a) Contenido promedio
de ceniza (en %) en los AF-H (por cada solucion utilizada). Pruebas Estadisticas: (b) Entre soluciones

por M-IIO, (¢) Entre soluciones por M-SCH, (d) Para comparar los contenidos de ceniza en ambos
métodos.

Tabla VIILa
Solucion Contenido promedio de ceniza (en %) del AF-H
de Extraccion M-110 M-SCH
NaOH 0.5M 28 £0.3 44 +02
NaOH 0.1M 38 +£0.6 43 +0.1
N/N 44 +04 —
Tabla VIILb Tabla VIILe
M-TIO :
Kruskall-Wallis de 1 Via: P <0.0001 = D.E.S. M-SCH :
Prueba de Contrastes de Tukey: P < 0.05 Prueba t-Student: P <(0.1785
Sin. de Extraccion: NaOH 0.1M N/N Sin. de Extraccion: NaOH 0.1M
NaOH 0.5M D.E.S. D.E.S. NaOH 0.5M IGUALES
NaOH 0.1M —— D.E.S.
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Tabla VIILd
M-110 vs M-SCH

Sin. de Extraccion: t-Student: P < 0.0001 Mann-Whitney: P <0.0027
NaOH 0.5M D.E.S. - -
NaOH 0.1M —_ DES.

*D.E.S. = Diferencias Estadisticamente Significativas

% Ceniza del AF-H

Fig. 14: Fraccion Inorgdnica de Extractos Filvicos por M-IIO y M-SCH. Promedio en grados
de pureza de AF-H. obtenido por cada solucion de extraccion utilizada. [M-110] : 20 pseudoréplicas
en soluciones de NaOH, y 19 pseudoréplicas en N/N. [M-SCH] : 14 pseudoréplicas en NaOH 0.5M,
y 13 pseudoréplicas en NaOH 0.1M. N/N = NaOH 0.1M / NasP>O- 0.1M (1:1 v/v).

A partir de estos resultados y de los obtenidos en las filtraciones basicas de los AF-Na por
el M-TIO, se obtuvo que la solucion de N/N incorporé mucho mayores cantidades de CI
que las soluciones de NaOH. Asimismo, la solucion de NaOH 0.5M produjo la fraccion
fulvica de mayor pureza. Para los AF-H obtenidos con las dos soluciones extractoras por
el M-SCH se presentd un nivel de purificacion equivalente. Tal hecho parece significar
que las cantidades de CI incorporados a ambas soluciones fueron similares, atin cuando las
cantidades recuperadas de AF-H hallan sido sustancialmente mayores al utilizar NaOH
0.1IM. Contrariamente a lo encontrado para el AH-H, y a io mencionado por Schnitzer
(1982), de este resultado se infiere que una mayor fuerza ionica de la solucion extractora

no implica necesariamente una mayor pureza del AF-H. Sin embargo, se obtienen menores
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cantidades del mismo con la solucion de NaOH 0.5M (tal como menciona este autor). Por
otro lado, al comparar la pureza de los extractos fulvicos obtenidos por las dos
metodologias, se obtuvo que al utilizar la misma solucion, el M-IIQ fue mas efectivo para

producir AF-H de mayor pureza.

Espectros IR de AF-H:

Al igual que lo realizado para los AH-H, en cada submuestra del M-IIO y el M-SCH se
escogid la pseudoréplica con menor cantidad de ceniza, y se preparo para determinar su
espectro de IR. Asimismo, los espectros se compararon entre si para determinar posibles
diferencias composicionales entre los extractos fulvicos. Los AF-H utilizados para este

analisis espectral fueron:

M-IIO : Submuestra con NaOH 0.5M = Pseudoréplica # 8 (% Ceniza = 2.4)
M-IIO : Submuestra con NaOH 0.1M => Pseudoréplica # 1 (% Ceniza = 2.8)
M-TIO : Submuestra con N/N = Pseudoréplica # 6 (% Ceniza =4.1)
M-SCH : Submuestra con NaOH 0.5M => Pseudoréplica # 5 (% Ceniza = 4.1)
M-SCH : Submuestra con NaOH 0.1M = Pseudoréplica # 2 (% Ceniza = 4.0)
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Tomando el pico que se encuentra en el intervalo de frecuencia 2921-2942 c¢m™ (enlaces
C-H) de la Fig. 15, como referencia cuantitativa para cada espectro, se encontrd lo
siguiente: Para la region 3422-3446 cm™ se observo que los AF-H del M-SCH mostraron
diferencias significativas en su contenido de OH-libres (mas para AF-SCH-0.1). Sin
embargo, ambos presentaron mayores cantidades que los AF-H del M-IIO obtenidos de
las soluciones de NaOH. En el AF-IIO-N/N se encontro una cantidad equivalente al AF-
SCH-0.5. Posiblemente el mayor contenido de OH-libres en los extractos fulvicos del M-
SCH, se deba a la presencia de MO-labil e hidrofilica enriquecida en OH de carboxilos
pertenecientes a hidroxiacidos, &acidos urénicos, etc.. Si esto es valido, entonces
podriamos pensar que la purificacion del AF-IIO-N/N por cromatografia de adsorcion fué
menos efectiva que para los otros AF-H del M-IIO. Sin embargo, también puede suceder
que la composicion de la fraccion fulvica asociada a los cationes trivalentes sea rica en
OH. En los AF-H no se encontro la relacion mencionada por Piccolo (1988), quien
sugiere que a mayor contenido de OH-libres, mayor grado de pureza de la fraccion
organica total. De hecho esta fué contraria, ya que las tres submuestras con mas OH-libres
fueron, a la vez, las mas impuras. En la region 1717-1719 em’ se encontrd que los AF-H
del M-SCH contienen mayores cantidades de enlaces C=0 que los tres AF-H del M-I10.
Esto parece confirmar la presencia de MO-labil e hidrofilica enriquecida con grupos
carboxilos en los AF-H del M-SCH. El hecho de que el AF-SCH-0.1 mostrase mas
enlaces C=0 y una mayor recuperacion de material que el AF-SCH-0.5, sugiere que la
solucion de NaOH 0.1M extrajo una fraccion fulvica adicional. Aunque también pudo
haber sucedido que la MO-labil que acompari¢ al AF-SCH-0.1 fue mayor. Entre los AF-H
del M-TIO, el extraido con N/N mostréo mas enlaces C=0. Lo cual puede deberse a una
purificacion organica limitada, o a una composicion rica en grupos carboxilos en la
fraccion fulvica asociada a los cationes trivalentes. Tanto en la region 1638-1654 cm’
(enlaces C=C de estructuras tipo olefinicas) como en la region 1392-1399 cm™ (enlaces C-
H de estructuras tipo parafinicas), se encontraron equivalencias cuantitativas en las cinco
submuestras. Esto indicé que tanto la MO-labil asociada a los AF-H del M-SCH (y quizas
al AF-IIO-N/N) asi como la fraccion filvica previamente enlazada a cationes trivalentes,

no presentaron ambos tipos de enlaces. Por tanto, las cantidades mostradas por todas las



submuestras constituyen una parte de la composicion de las moléculas fllvicas (y no de
MO-labil). Asimismo, las tres soluciones tuvieron la misma capacidad para extraer la
fraccion filvica que presentaba en su composicion tales estructuras. En la region 1221-
1243 cm™ (enlaces C-O de grupos carboxilos), las submuestras mostraron el mismo
ordenamiento cuantitativo que en la region 3422-3446 cm’'. Este resultado parece
reafirmar algunas ideas expuestas con anterioridad: 1) la existencia de diferencias
composicionales entre los extractos fulvicos que se obtuvieron por las dos metodologias;
2) la presencia de MO-labil e hidrofilica enriquecida en grupos carboxilos de
hidroxiacidos, acidos urdnicos, etc...; 3) la posibilidad de una purificacion organica menos
efectiva en el AF-IIO-N/N respecto a las otras submuestras del M-110; 4) la posibilidad
de que la composicion de la fraccion fllvica que se asocid a los cationes trivalentes
pudiese ser rica en grupos carboxilos. Al igual que lo encontrado para los AH-H, en la
region 1046-1080 cm™ (enlaces Si-O de material siliceo) tampoco se encontro que los AF-
H con mayor contenido de ceniza (o mayor contenido de enlaces Si-O) mostraran picos
mas intensos. De aqui se concluye que en espectrometria IR, la region 1030-1100 cm™ no
ayuda a distinguir entre una mayor o menor pureza de los extractos fulvicos (o humicos)
que presenten pequerias diferencias en su contenido de impurezas inorganicas (ceniza). De
los dos tipos de MH, solo los AF-H mostraron sefiales en la region 900-1040 c¢cm™, a la
cual Senesi ef al., (1989) relacionan con enlaces C-O y O-H de carbohidratos simples. De
estos, solo se manifestaron los AF-H del M-SCH, y ligeramente el AF-I10-0.5. En base a
esto, podemos suponer que tales enlaces forman parte de la MO-labil que acomparié al
material filvico durante el proceso de extraccion. Por otra parte, anteriormente se
menciono la posibilidad de que las altas sefiales del AF-IIO-N/N en las regiones 3422-
3446y 1717-1719 ecm™ podrian deberse a una limitada purificacion organica. Sin embargo,
al ver que dicha submuestra no mostré serial en la region 900-1040 cm™, entonces parece
ser que su alto contenido en grupos carboxilos se debio a la naturaleza de la fraccion

fulvica que se asocio a los cationes trivalentes.
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RESULTADOS COMPARATIVOS:

Aqui se realizan comparaciones en el grado de pureza del MH (AH-H y AF-H) obtenido
con el M-IIO contra el reportado en la bibliografia (usando otros métodos). El M-I10,
M-P, y M-SCH de la bibliografia (M-SCH®) se consideran mas de una vez, ya que estas

metodologias han utilizado mas de una solucion de extraccion.

Acido Hiimico (AH):

Metodologia 110 vs Otras Metodologias de la Bibliografia:

Los datos totales de contenido de ceniza de los AH-H obtenidos por los diferentes
métodos se encuentran en la Tabla: AH-6 (Apéndice AH). Las Tablas IX (a — g) y la Fig,
16, muestran resultados comparativos entre diferentes metodologias. Dado que existen
meétodos de los cuales solo se pudo recopilar un solo dato, la comparacion de estos con el
M-IIO (y sus tres variantes) solo se baso en el valor del dato en si, y por tanto, no se
realizaron pruebas estadisticas (Metodologias Bibliogrdficas con un dato). Por su parte
los métodos que presentaron mas de un dato, fueron comparados con el M-ITO mediante

pruebas estadisticas (Metodologias Bibliogrdficas con mas de un dato).

Tablas IX. Resultados Comparatives en la Pureza de AH-H Obtenidos por M-IIO y Otras
Metodologias de la Bibliografia: (a) Promedio del contenido de ceniza en AH-H obtenidos por
diferentes métodos. (b) Métodos que mostraron D.E.S. respecto al M-IIO 0.IM. (¢) Métodos que No
mostraron D.E.S. respecto al M-110 0.IM. (d) Métodos que mostraron D.E.S. respecto al M-IIO N/N. (e)
Meétodos que No mostraron D.E.S. respecto al M-I1I0 N/N. (f) Métodos que mostraron D.E.S. respecto al
M-TIO 0.5M. (g) Métodos que No mostraron D.E.S. respecto al M-110 0.5)1.

Tabla IX.a
Método: M-K M-HyO M-OdeS M-PyF M-NyK M-M M-PyM M-THSS M-M.F
" 58 2 5 1 8 4 3 15 3
Contenido 5.2 1.2 2.0 12.2 6.7 0.7 32 1.4 49
promedio de +2.8 0.6 22 - +4.7 0.5 1.2 13 12
ceniza (%)
Método: M-SCH" M-SCH" M-IIO | M-IIO | M-TIO M-P M-P M-P M-P M-P
0.5M 0.1M 0.1M 0.5M N/N 0.5M Na,P;0,0.1M | Acetona | DMSO | DMF
n: 8 6 20 20 20 1 1 1 1 1
Contenido 1.1 1.1 1.3 0.5 1.4 1.0 1.0 34 2.48 1.1
promedio de +0.4 +0.5 +0.2 +0.1 +0.1 - = = = ==
ceniza (%)
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Metodologias Bibliograficas con un dato:

Pureza Similar: M-IIO (0.1M y N/N) = M-P (0.5M, NasP,0; 0.1M, y DMF).

Inconvenientes: M-P usa HCI/HF —»> altera la composicion del AH.

Mayor Pureza: M-TTIO 0.5M.

Metodologias Bibliogrdficas con mas de un dato:

Tabla IX.b
Métodos que mostraron: D.E.S. respecte al M-110 0.1}
M-K (P <0.0001) M-NyK (P <0.0001) M-PyM (P <0.007)
M-M.F (P <0.007) M-M (P <0.0163) M-SCH® 0.5M (P <0.0306)

* M-SCH" 0.1M = Prueba t-Student : Otros Métodos — Prueba de AMann-Whitney

Métodos de Mayor Pureza que M-110 0.IM. M-M y M-SCH® 0.5M.

Inconvenientes. M-M usa Dialisis — pérdida de fracciones de bajos pesos moleculares.

M-SCH® 0.5M utiliza HC/HF.,

Tabla IX.c
Meétodos que No mostraron: D.E.S. respecto al M-110 0.1M

M-HyO (P <0.909) M-SCH® 0.1M (P <0.1144)
M-OdeS (P <0.5185) M-IHSS (P <0.2174)

* Todos los Métodos — Prueba de Mann-Whitney

Inconvenientes: M-HyQO realiza congelado/descongelado del AH — destruye
propiedades intrinsecas del mismo. Los otros tres métodos usan HCI/HF. M-OdeS y M-

THSS utilizan Dialisis.



Tabla IX.d

Métodos que mostraron: D.E.S. respecto al M-110 N/N

M-K (P <0.0001) M-M.F (P <0.007)

M-PyM (P < 0.007)

M-M (P <0.0032)

M-NyK (P <0.0001)

M-SCH® 0.1M (P <0.0207)

M-SCH" 0.5M (P <0.0047)

*

Todos los Métodos — Prueba de \ann-iWhitney

Meétodos de Mayor Pureza gue M-IIQ N N. M-M y M-SCH" 0.IM y 0.5M.

Inconvenientes: M-M utiliza Dialisis. M-SCH" 0.1My 0.5M usan HCI/HF.

Tabla IX.e

Métodos que No mostraron: D.E.S. respecto al M-110 N/N

M-IHSS (P <0.0989)

M-OdeS (P < 0.5184)

M-HyO (P <0.909)

*

Todos los Metodos — Priceba de Mann-W hitney
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Inconvenientes: M-HyO recurre al congelado/descongelado del AH. Los otros dos

métodos utilizan Dialisis y HCI/HF .

Tabla IX.F

Métodos que mostraron: D.E.S. respecto al M-I110 0.5M

M.F (P <0.007)

M-K (P < 0.0001)

M-NyK (P <0.0001)

M-HyO (P <0.0298)

M-IHSS (P <0.0001)

M-PyM (P <0.007)

M-SCH® 0.1M (P <0.0001)

M-SCH® 0.5M (P <0.0001)

*  Todos los Métodos — Prueba de Mann-Whitney

Meétodos de Mayor Pureza que M-1I0 0.5M: No Hay.

Tabla IX.g

M¢étodos que No mostraron: D.E.S. respecto al M-110 0.5M

M-OdeS (P <0.083)

M-M (P <0.6418)

¥ Todos los Mélodos — Prueba de Mann-Whitney

Inconvenientes: M-OdeS utiliza HCI/HF. Los dos métodos realizan Dialisis.
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Fig. 16 : Fraccion Inorgdnica en Extractos Hiamicos obtenidos por M-110 y otras Metodologias de la
Bibliografia. Los nimeros entre paréntesis representan el nimero de datos disponibles por cada método.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en las Tablas IX, y a lo observado en la Fig. 16; se
encontro que el M-I10-0.5M, el M-OdeS, y el M-M tuvieron la misma capacidad de
purificacion inorganica. Ademas, estos métodos se constituyeron como los mas
convenientes para alcanzar tal objetivo. Sin embargo el M-OdeS y el M-M muestran
inconvenientes de otra indole. Asi, en el M-OdeS se utiliza la solucion de HCI/HF, la cual
promueve alteraciones composicionales en el AH-natural. Asimismo, tanto el M-OdeS
como el M-M recurren a la dialisis, misma que produce pérdidas de las fracciones humicas
de menores tamarios y pesos moleculares, y que representan las moléculas de mayor
reactividad. A primera instancia pareciera que el M-II0-0.5M es la mejor opcion
metodolégica para obtener AH. Sin embargo el NaOH 0.5M fue selectivo al momento de
extraer este material. A nuestro juicio el M-IIO-N/N es el mas recomendable, ya que se
extrae una fraccion humica mas representativa y no provoca mayores alteraciones
composicionales. Aun cuando el M-ITO-0.5M produjo los extractos hiimicos de mayor
pureza, tal parece que realizando una limpieza mas exhaustiva (e.g., ciclos acido <> base e

intercambio cationico) en el M-I1O-N/N se alcanzaria el mismo nivel de purificacion.

Acido Fulvico (AF):

Metodologia I10 vs Otras Metodologias de la Bibliografia:

Los datos totales en el contenido de ceniza de los extractos fulvicos obtenidos por las
diferentes metodologias se encuentran en la Tabla: AF-7 (Apéndice AF). Las Tablas X (a
— g) v la Fig. 17, muestran resultados comparativos entre diferentes metodologias. Al
igual que en el AH, las comparaciones del M-IIO con los métodos con un solo dato se
encuentran en: Mefodologias Bibliogrdficas con un dato. Asimismo, las comparaciones
cuando los métodos presentaron mas de un dato estan en: Mefodologias Bibliogrdficas

con mas de un dato.



40

Tablas X. Resultados Comparativos en la Pureza de AF-H Obtenidos por M-IIO y Otras
Metodologias de la Bibliografia: (a) Promedio del contenido de ceniza en AF-H obtenidos por
diferentes métodos. (b) Métodos que mostraron D.E.S. respecto al M-1I0 0.IM. (¢) Métodos que No
mostraron D.E.S. respecto al M-110 0.1M. (d) Métodos que mostraron D.E.S. respecto al M-IIO N/N. (e)
Métodos que No mostraron D.E.S. respecto al M-110 N/N. (f) Métodos que mostraron D.E.S. respecto al
M-110 0.5) . (g) Métodos que No mostraron D.E.S. respecto al M-110 0.5M.

Tabla X.a
Método: M-K M-OdeS M-NyK M-M M-IHSS M-PyM M-H
n 14 3 1 5 2 3 9
Contenido 10.5 9.1 83 4.6 22 S.1 1.8
promedio de +28 +3.7 - +5.8 +1.9 +1.8 +0.8
ceniza (%)
Método: M-SCH” 0.1M M-SCH” 0.5M M-110 0.1M | M-IIO 0.5M | M-ITO N/N
n: 5 8 20 20 19
Contenido 33 1.6 3.8 2.8 4.4
promedio de +3.0 +0.6 +0.6 +03 +0.4
ceniza (%)

Metodologias Bibliogrdficas con un dato:

Pureza Similar: No Hay.

Mayor Pureza: M-TIO 0.5M

Metodologias Bibliogrdficas con mas de un dato:

Tabla X.b
Métodos que mostraron: D.E.S. respecto al M-110 0. 1M
M-K (P <0.0001) M-OdeS (P <0.0071) M-M (P <0.045)
M-H (P <0.0001) M-SCH® 0.5M (P <0.0001)

* M-HyM-SCH" 0.5M — Prueba t-Student / Otros Métodos — Prueba de Mann-Whitney

Meétodos de Mayor Pureza que M-110 0. IM: M-H y M-SCH® 0.5M.

Inconvenientes: 1.os dos métodos no eliminan la MO-1abil.

Tabla X.c
Métodos que No mostraron: D.E.S. respecto al M-110 0. 1M
M-PyM (P <0.2012) M-IHSS (P <0.1231) M-SCH" 0.1M (P <0.359)

* Todos los Métodos — Prueba de Mann-Whitney

Inconvenientes. M-SCH® 0.1M no elimina MO-labil. Los otros dos métodos usan Dialisis.
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Tabla X.d

Métodos que mostraron: D.E.S. respecto al M-110 N/N

M-K (P <0.0001) M-OdeS (P < 0.0073) M-M (P < 0.0464)
M-H (P <0.0001) M-IHSS (P < 0.0265) M-SCH" 0.5M (P <0.0001)

¥ Todos los Métodos —> Prueba de Mann-iVhitney

Meétodos de Mayor Pureza que M-IIQ N'N- M-H, M-IHSS, y M-SCH® 0.5M.

Inconvenientes: M-THSS utiliza Dialisis. Los otros dos métodos no eliminan la MO-labil.

Tabla X.e

Métodos que No mostraron: D.E.S. respecto al M-110 N/N
M-PyM (P < 0.6665) M-SCH" 0.1M (P <0.2703)

* Todos los Métodos — Prueba de Mann-Whitney

Inconvenientes: M-PyM utiliza Dialisis. M-SCH” 0.1M no elimina la MO-abil.

Tabla X.f
Métodos que mostraron: D.E.S. respecto al M-110 0.5M

M-K (P <0.0001) M-OdeS (P < 0.0071) M-M (P <0.045)
M-H (P <0.003) M-PyM (P <0.0071) M-SCH® 0.5M (P <0.0001)

*  Todos los Métodos — Prueba de Mann-Whitney

Métodos de Mayor Pureza que M-I10 0.5M: M-H y M-SCH® 0.5M.

Inconvenientes: L.os dos métodos no eliminan la MO-labil,

Tabla X.g
M¢étodos que No mostraron: D.E.S. respecto al M-110 0.5M

M-IHSS (P < 0.9544) M-SCH" 0.1M (P <0.5186)

¥ Todos los Métodos — Prueba de Mann-Whitney

Inconvenientes: M-IHSS utiliza Dialisis. M-SCH® 0. 1M no elimina la MO-labil.
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Fig. 17: Fraccién Inorgdnica en Extractos Filvicos obtenidos por M-1IQ y otras Metodologias de la
Bibliografta. Los nameros entre paréntesis representan el nimero de datos disponibles por cada método.
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Entre los AF-H del M-II1O los de mayor pureza fueron los extraidos con NaOH 0.5M. Sin
embargo, de acuerdo a las Tablas X y a la Fig. 17, al comparar el M-T10-0.5M vs
metodologias de la bibliografia, se observd que el M-H y el M-SCH® 0.5M tuvieron
mayor capacidad de purificacion inorganica. Aun asi, estos dos métodos no realizan un
tratamiento especifico para eliminar MO-labil que se incorpora durante la extraccién. Por
otra parte, el M-THSS y el M-SCH® 0.1M mostraron ser equivalentes al M-TIO-0.5M.
De cualquier manera, el primero utiliza la dialisis con la subsecuente pérdida de fracciones
de bajos pesos moleculares, y el segundo no realiza una limpieza organica. Atn con esto,
el M-IIO-N/N es mas conveniente que el M-I10-0.5M ya que extrae una muestra fulvica
mas representativa, y el problema de la pureza puede resolverse con un intercambio
cationico mas exhaustivo. Hay que aclarar sin embargo, que atin cuando el M-H no utilize
un tratamiento especifico para remover MO-labil, su exhaustivo intercambio catidnico
auxilia en su eliminacion. Al parecer, si el M-H utilizara la solucion de N/N entonces
extraeria fracciones fulvicas equivalentes al M-ILO-N/N, y se constituiria por tanto como
un método mas apropiado para la obtencién de fracciones fulvicas altamente
representativas y de muy alta pureza de CI. Sin embargo, si el M-TIO-N/N realizara un
intercambio catidnico tan exhaustivo como el M-H, entonces seria mas conveniente; ya
que contempla un tratamiento especifico para eliminar la MO-labil que se incorpora

durante la extraccion.

V. CONCLUSION

El material himico representa la fraccion organica mas importante de los medios acuaticos
y sedimentarios. Aun cuando se constituya como el material organico de mayor
abundancia en los mismos, su importancia realmente radica en el papel que juega en la
geoquimica de la region en que se encuentra. Sin embargo para evaluar correctamente este
papel, es necesario caracterizarlo habiendolo obtenido con una minima alteracién
composicional y con altos grados de pureza organica e inorganica. Debido a que los

métodos conocidos hasta el presente no cumplen satisfactoriamente con uno o ambos de
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los requisitos mencionados, el objetivo del presente trabajo fue desarrollar una nueva
metodologia (M-I1O) que cumpliese tales condiciones. Al evaluar al M-IIO con tres
soluciones de extraccion, se determino que la mejor opcién es la de utilizarlo con la
solucion NaOH 0.1M / NasP,0, 0.1M (1:1 v/v). Aun cuando los extractos himicos y
falvicos de la misma no presentaron los mayores grados de pureza (pero puden mejorarse
con un intercambio cationico exhaustivo), esta fue capaz de extraer fracciones hiimicas y
fulvicas que no fueron obtenidas con las otras soluciones. Por otra parte, la recuperacion
de acido humico fue de 97.5 % y para el acido fulvico de 83.8 %. Esta baja recuperacion
de la fraccién filvica pudo deberse a retenciones en los filtros, particularmente en las
filtraciones acidas y/o durante la cromatografia de adsorcion, aunque visualmente no se
evidencio una adsorcién irreversible en la Amberlita XAD-8. Por otro lado, al comparar al
M-IIO-N/N con la otra metodologia desarrollada (M-SCH) y con métodos de la
bibliografia, este siguid constituyendose como la mejor opcion para obtener la fraccion
humica. Para la fraccion fiilvica continuo considerandose al M-ITO-N/N. Aun asi, dado
que el M-H muestra una mayor efectividad para eliminar fracciones inorgéanicas, parece
ser que si utilizara la solucion: NaOH 0.1M / Na,P,0; 0.1M (1:1 v/v), entonces su
capacidad extractora equivaldria a la del M-IIO-N/N, y se constituiria por tanto como un
método mas apropiado para obtener fracciones fillvicas altamente representativas y de
muy alta pureza de compuestos inorganicos. Sin embargo, si en el M-IIO-N/N se realizara
un intercambio cationico tan exhaustivo como en el M-H, entonces seria la metodologia
mas conveniente; ya que contempla un tratamiento especifico para eliminar la MO-l4bil

que se incorpora durante la extraccion.
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Diagrama de Flujo del M-I10:

sedimento total lioﬁlizado—l Ksedimcmo total homogem'zadoJ |scdimcmo para extraer MH (100 grs/réplica)—l

lavar con HC1 0.1M. ajuste del pH~1-2 con HCI 12M (gotas). agitar 12
h. asentar 24 h. (elimina carbonatos , evita degradacién bioldgica).

sifoneo sin HCI, lavado exhaustivo con H.O destilada
hasta pH=7. asentar 24 h. sifoneo del sobrenadante,
liofilizar el sedimento (neutralizacidn del sedimento)

tados los pasos siquientes con lo minimo de luz posible.
(disminucion en posible degradacion de MH)

en bolsa con atm Na: sln extraccién* (previo burbujeo con No)+sedimento [10:1 p/v], agitar 24 h, asentar
24 h. (elimina O,, , extraccion de MH). *NaOH 0. 1M, NaOH 0.5M. NaOH 0.1M/Na,P,0- 0.1M (1:1 viv)

sin AH-Na/AF-Na sifoncada a vaso, burbujeada con N, centrifugada a 17.500 rpm/10 min. (eliminacion
de O, separacion sedimento-solucion AH-Na/AF-Na, eliminacion de una fraccion inorgdnica)

SIn. AH-Na/AF-Na decantada a vaso, burbujeada con N,. Agitar y aplicar HCl 12M (gotas) hasta
un pHx1-2. (eliminacion de O, , coagulacién y formacién de suspension de AH-Na/AF-Na).

suspension de AH-Na/AF-Na centrifugada a 17,500 rpm/10 min. (precipitacion del AH-Na)

[precipitado: AH-Na ] |soluci6n: AF-Na]

extraido de tubos con el minimo de NaOH 0.1M., y a
vaso. burbujeado con N, , agitacién y aplicacion de| |decantada en kitasato, en liofilizador y
HCI 12M (en gotas) hasta  un pHx1-2, reposar 10 | preconcentracion, descongelado, con ayuda de
min. centrifugar 17,500 rpm/5 min, sin decantada-| |H,O desionizada llevarla a vaso chico. liofilizado.
desechada. [ lo anterior es 1 ciclo écido-base ]. registro del peso ( cantidad de AF-Na extraido )
(realizar 5 ciclos acido-base). ( elimina O,
eliminacion de una fraccion inorgdnica ).

el AH-Na que quedo precipitado después del 5°
ciclo acido-base, se¢ extrae de tubos con el
minimo de sin. de NaOH 0.1M, y a vaso chico,
burbujeado con N,, liofilizado, registro del peso
del AH-Na (eliminacion de O, , cantidad de eliminacion de O ).
AH-Na extraido por solucion extractora).

disolucion del AF-Na en NaOH 0.1M a [< 0.30
mg/ml],  burbujeado con N,  (mdxima
concentracion que evita coagulacién del AF-Na,

disolucion del AH-Na en NaOH 0.1M a [< 0.25 mg/ml], los siquientes dos recuadros para
burbujeado con N, (mdxima concentracion que evita AH-Na y AF-Na ( por separado ).
coagulacion del AH-Na, eliminacién de O, ).




Diagrama de Flujo del M-110 (continua).....

[filtro de nitrato de celulosa de 0.45 pm (lavado exaustivo con H-O desionizada. secado. registro del peso)].
Sln AH-Na (AF-Na) se filtra. burbujeada con N. . secado de filtro, registro del peso. (elimina MO-libil en
filtro, eliminaQ- , cantidad de inorgdnicos retenidos en 0.45 pan, elimina una fraccion inorgdnica).

igual que el recuadro anterior pero con filtro de 0.2 pm. [ para AF-Na es 0.2 pm - bésico |

Columna con Dowex 50W-X8 AH-Na eluido en
columna (flujo—goteo), efluente (pH=3-5) colectado
en Kkitasato. (elimina fraccion de MO-iabil y
fraccion inorgdnica por intercambio catidnico).

suspension del kitasato a liofilizador y
preconcentracion, descongelado. y con la
ayuda de H>,O desionizada a vaso chico,
liofilizado, registro del peso. ( ebtencion
y cantidad final de AH-H recuperado ) .

AH-H en desecador, al vacio, en oscuridad (se
preserva de humedad, se evita degradacion)

sln. de AF-Na con agitacion y aplicando
HCI 12M (en gotas) hasta obtener un pH
~ 3-4. ( maximizacion del volumen de
los minerales de arcilla expandibles ).

igual que el recuadro de filtracion
en 0.2 pm-bdsico, pero aqui sin
burbujeo de N,. [serd 0.2 pm-acido|

sln. de AF-Na con agitacion y aplicando HCI
12M (en gotas) hasta obtener un pH=2.
(neutralizacion de grupos funcionales polares

Fraccion para espectroscopia IR.
[para determinar caracteristicas

Columna con Amberlita XAD-8, sln. AF-Na eluida por
columna (flujo — goteo) y primer efluente desechado,
paso de NaOH 0.1M por columna v efluente recibido en
vaso chico (hasta obtener un efluente incoloro). (elimina
una fraccion de MO-libil por cromatog. de adsorcidn)

composicionales del AH-H (por
cada sin. de extraccion)).

Fraccion para el % ceniza. (determinacion
del grado de pureza de AH-H obtenidos) .

sin. de AF-Na burbujeada con N,
liofilizada (elimina O., obtencion de AF-
Na que pasard por columna de
intercambio cationico).

igual que el recuadro de
disolucion del AF-Na

igual a todos los procedimientos que
siguen al recuadro marcado:




Diagrama de Flujo del M-SCH:

[icdimenlo total lioﬁ]imdo" lgcdjmcnlo total homogcnizado—l l sedimento para extraer MH (100 grs/réplica)

lavar con HCI 0.1M. ajuste del pH~1-2 con HC1 12M (gotas), agitar 12
h. asentar 24 h. (elimina carbonatos, evita degradacion biolégica).

sifonco de sin. HCL lavado exhaustivo con H-O destilada hasta un pH~7. asentamiento
24 h, sifoneo del sobrenadante. liofilizacion de sedimento (neutralizacion del sedimento)

en bolsa con atm N.: sln de extraccion* (previo burbujeo con N,)+sedimento [10:1 p/v], agitar 24 h.
ascntamiento 24 h. ( eliminacion de Q- , extraccion de MH-sedimentario ) * NaOH 0.1M. NaOH 0.5M

solucion AH-Na/AF-Na sifoneada a vaso, burbujeada con N,, centrifugada a 10,000 rpm/10 min.
(elimina O, , separacion: sedimento - sin AH-Na/AF-Na, elimina una Jfraccion inorgdnica)

sln AH-Na/AF-Na decantada a vaso. burbujeada con N, agitacion y aplicacion de
HCI 12M (en gotas) hasta pH~1-2. (eliminacién de O , coagulacion del AH-Na)

suspencion AH-Na/AF-Na centrifugada a 10.000 rpm/10 min. (precipitacion del AH-Na).

[ precipitado : AH-Naj [solucién : AF-NaT

| preparar solucién de HCI 0.1M/HF 0.3M ]. AH-Na| |Columna con Dowex 50W-X8. AF-Na eluido en
extraido de los tubos con la solucion de HCI/HF y a| |columna (flujo—>goteo), ecfluente  recibido en
un vaso, agitacion 24 h. (elimina una fraccién kitasato. (elimina una fraccion de MO-libil y
inorgdnica, inicio de formacion del AH-H) una fraccion inorgdnica por cromatog. de
intercambio catiénico).

[ filtros de nitrato de cclulosa de 0.45 pm (lavado - e =
exhaustivo con H;O desionizada)]. AH-Na/AH-H al sln del kitasato en liofilizador y preconcentracion,
sistema de filtracion y sobre 0.45 um, se lava con descongelado, con ayuda de H;0 desionizada a vaso

HCVHF nuevo, se lleva a vaso, agregar HCI/HF. chico, liofilizado, registro del peso. (ebtencion y
agitar 24 h, se regresa al sistema de filtracion cantidad total del AF-H recuperado).

(realizar este ciclo 4 veces). (termina formacion de
AH-H, elimina una fraccion inorgdnica)

AH-H después del 4° ciclo HCI/HF, lavado exhaustivo con H,O desionizada y a vaso
chico, liofilizado, registro del peso. (obtencion y cantidad de AH-H recuperado)

los siquientes recuadros para AH—H y AF-H (por separado).

AH-H (AF-H) en desecador, al vacio, en oscuridad. (se preserva de humedad, se evita degradacion)

Fraccion para espectroscopia IR (determina Fraccion para el % ceniza. [determinacion del
las caracteristicas composicionales). grado de pureza de AH-H (AF-H) obtenidos)




Tabla AH-1: AH-Na Extraido por M-110

Cantidad de AH-Na Extraido (mg)

Meétodo 110

No. Réplica NaOH 0.5M NaOH 0.1M NaOH 0.1M / NayP,07 0.1M
1 301.4 308.1 408.9
2 2522 289.3 402.0
3 232.1 272.8 410.7
B 312.8 314.4 415.7
5 274.6 299.7 402.5
6 276.0 267.6 407.1
7 291.2 301.5 421.0
8 313.8 305.6 425.8
9 3o03.2 302.4 413.7
10 309.6 326.9 417.2
11 296.0 309.3 414.8
12 237.6 306.6 398.1
13 253.6 279.9 400.7
14 274.9 314.3 407.2
15 314.9 279.8 411.9
16 310.7 292.5 416.1
17 303.6 308.1 405.3
18 223.0 313.4 414.1
19 287.9 315.1 422.2
20 289.3 313.8 425.7

Prom: 282.9 +29.1 301.1 +15.9 412.0 + 8.1

Tabla AH-2: Purificacion de AH-Na en 0.45 ym por M-110

AH-Na : Ceniza Retenida en 0.45 pm (mg)

Método 110
No. Réplica NaOH 0.5M NaOH 0.1M NaOH 0.1M / Na,P,07 0.1M
1 2.7 2.7 34
2 2.6 3.0 3.7
3 3.0 2.4 3.3
4 2.0 2.6 3.5
5 3.1 3.0 3.6
6 1.8 2.8 3.7
7 2.5 2.7 32
8 3.2 24 3.7
9 34 3.1 35
10 1.8 3.0 3.4
11 2.6 2.3 35
12 2.5 2.6 3.8
13 2.4 2.7 33
14 3.0 2.7 38
15 33 3.1 32
16 2.0 3.0 3.6
17 2.8 2.6 34
18 23 3.3 3.4
19 32 2.5 3.3
20 2.6 2.3 3.8
Prom: 2.6 +£0.5 2.8+0.3 3.5+0.2




Tabla AH-3: Purificacion de AH-Na en 0.20 um por M-110

AH-Na : Ceniza Retenida en 0.20 pm (mg)
Meétodo 110
No. Réplica NaOH 0.5M NaOH 0.1M NaOH 0.1M / Na,P,0, 0.1M
| 4.4 3.7 4.5
2 33 4.3 4.7
3 4.0 4.7 4.3
4 2.7 4.2 4.6
5 3.9 3.5 4.8
6 3.5 3.6 4.9
7 33 3.7 3.3
3 4.0 3.4 4.2
9 2.8 3.4 4.5
10 4.0 4.3 4.9
11 3.3 4.7 5.0
12 4.3 3.6 4.8
13 3.0 4.0 4.3
14 3.5 4.4 4.6
15 4.0 4.1 5.1
16 3.8 3.8 4.5
17 3.3 3.8 4.8
18 4.7 3.5 4.4
19 3.4 3.8 4.5
20 4.0 3.7 4.6
Prom: 3.7+0.5 3.9+04 4.7+0.3
Tabla AH-4: AH-H Recuperado por M-110 y M-SCH
Cantidad de AH-H Recuperado (mg)
Método 110 Métode SCH
No. Réplica | NaOH 0.5M | NaOH0.1M | NaOH 0.1M/NaP,0; 0.1M | NaOH 0.5M | NaOH 0.1M
1 293.2 300.8 399.2 254.1 263.7
2 2454 281.1 392.2 250.2 267.0
3 224.0 264.5 401.4 243.8 244.6
4 306.7 306.5 406.3 256.2 276.5
S 266.8 292.2 392.8 244.0 260.6
6 269.9 259.8 396.7 258.3 256.1
7 284.2 294.3 410.9 246.7 272.3
8 305.6 298.9 416.6 242.7 276.3
9 296.0 295.0 404.0 255.0 267.4
10 303.0 318.4 407.5 246.9 268.3
11 288.8 301.1 404.9 241.8 260.7
12 229.5 299.0 388.1 247.3 262.0
13 246.9 272.0 391.8 246.7 267.6
14 267.3 306.3 397.0 257.1
15 306.3 271.6 402.0
16 304.0 284.9 406.7
17 296.8 300.5 395.5
18 214.6 305.7 404.9
19 280.1 307.7 412.8
20 281.6 306.7 415.5
Prom: 275.5 +29.3 293.4 £ 16.0 402.3 +8.2 249.3 +5.7 264.9 + 8.6




Tabla AH-5: Fraccion Inorgdnica de Extractos Hiimicos por M-110 y M-SCH

Fraccion Inorganica de Extractos Hiamicos (% Ceniza)

Método 110 Método SCH
No. Réplica | NaOH 0.5M NaOH 0.1M | NaOH 0.1M/NaP;070.1M | NaOH 0.5M | NaOH 0.1M

1 0.7 1.6 1.2 2.1 3.2
2 0.3 1.0 1.4 2.1 3.1
3 0.6 1.6 1.5 1.9 3.1
4 0.5 0.9 1.4 1.8 32
5 0.6 1.0 1.4 2.1 33
6 0.6 1.0 1.4 2.0 3.2
7 0.3 1.3 1.6 2.0 3.2
8 0.3 1.3 1.3 1.8 33
9 0.3 1.3 1.6 2.1 32
10 0.3 1.2 1.5 2.1 3.3
11 0.5 1.1 1.5 2.2 33
12 0.6 1:2 1.5 2.2 3.1
13 0.6 1.3 1.4 2.0 32
14 0.4 1.3 1.3 1.9

15 0.5 1.4 1.4

16 0.4 1.3 1.6

17 0.6 1.3 1.5

18 0.6 1.4 1.4

19 0.5 1.4 1.2
20 0.4 1.6 1.2

Prom: 0.5 +0.1 1.3+0.2 1.4 +0.1 2.0+0.1 32401




Tabla AH-6: Fraccion Inorganica de Extractos Hiimicos por M-110 y otras Metodologias de la Bibliografia.

Fraccion Inorganica de Extractos Hiimicos Obtenidos por Diferentes Metodologias

M K HyO OdeS PyF NyK M PyM [HSS MF SCH | SCH o 1o 1o P P P P P
E Y - 'Y P - - Ann . - - L * - ey L Ll -1 2 -3
T e bd
1 2.1 1.6 0.4 12.2 12.0 1.0 34 1.0 S 1.9 0.9 16 0.7 1.2 1.0 1.0 34 2.5 1.1
2 12.1 0.7 0.7 113 1.2 1.9 0.1 58 0.7 0.9 1.0 0.3 1.4
k) 6.0 5.5 2.0 0.2 4.3 34 3.5 1.2 1.0 1.6 0.6 1.5
4 5.0 3.0 2.0 0.4 0.0 0.7 2.1 0.9 0.5 1.4
5 8.3 0.5 24 0.8 1.0 1.0 1.0 0.6 14
6 4.1 12.6 22 0.9 13 1.0 0.6 1.4
i 2.9 7.9 0.9 0.7 1.3 0.3 1.6
8 2.1 3.3 0.9 0.9 13 0.3 1.3
9 5.5 1.7 1.3 0.3 1.6
10 3.3 1.1 1.2 03 1.5
11 4.3 5.1 1.1 0.5 1.5
12 6.0 1.8 1.2 0.6 1.5
13 5.0 0.5 1.3 0.6 1.4
14 5.9 0.8 1.3 04 1.3
15 5.0 1.1 1.4 0.5 14
16 8.2 1.3 0.4 1.6
17 2.1 13 0.6 1.5
18 12.1 14 0.6 1.4
19 53 14 0.5 1.2
20 4.3 1.6 0.4 1.2
21 15.5

22 5.0

23 64

24 3.3

25 2.1

26 6.1

27 53

28 2.7

29 29

30 0.9

31 6.6

32 4.3

33 10.8

34 39

35 84

36 4.8

37 5.9

38 4.7

39 38

40 32

41 5.1

42 3.0

43 10.2

44 3.7

45 1.7

46 4.2

47 3.8

48 5.2

49 5.9

50 5.9

51 3.0

52 1.7

53 4.3

54 1.6

55 5.5

56 6.4

57 3.3

58 3.7

J o 52 1.2 2.0 122 6.7 0.7 d2 L4 4.9 11 11 13 0.5 L4 10 1.0 34 25 1.1
+ 2.8 0.6 2.2 — 4.7 0.5 1.2 13 1.2 0.5 0.4 0.2 0.1 0.1 - - - - -




—~ DE TABLA AH-6 -

Referencias de datos:

1,1 £ 14 IE——————— King (1967): Rashid y King (1969. 1970. 1971): Rashid (1971)

[M-HYOJ: ...........oovenn, Hori v Okuda (1961)

[M-OdeS}: ........................ Ortiz de Serra y Schnitzer (1973)

[MPYE]: .....ooovvnnicnniicannrens Picard y Felbeck (1976)

IM-NYK]: Nissenbaum y Swaine (1976)

IME=MS s iinsmsssssssonsissios Malcolm (1976)

[M-PyMJ: .........ooooeerinn Poutanen y Morris (1983)

[M-THSS]: ..o, Calderoni y Schnitzer (1984); Senesi ef al., (1989): Reid et al., (1990);
Wershaw y Pinckney (1990)

IM-MLF]: ..o Gonzalez-Vila et al., (1992)

[MESCHE: . coiniiiiiinissimmusnn Chen y Schnitzer (1976); Ghosh y Schnitzer (1980); Tan ef al., (1992):

Lobartini ef al., (1991, 1992)

IV i s msssnssmasammeny Piccolo (1988)

Simbologia de las Soluciones de Extraccién:

B i i s TR SRR NaOH 0.1M

e SO NaOH 0.5M

B et teeat s ya i snbe NaOH 0.1M / Na4P,0, 0.1M
R i r Na,P,0, 0.1M

) O Acetona

R LT TE DMSO



Tabla AF-1: AF-Na Extraido por M-110

Cantidad de AF-H Extraido (mg)

Método 110
No. Réplica NaOH 0.5M NaOH 0.1M NaOH 0.1M / Na,P,07 0.1M
1 109.7 100.2 1594
2 127.2 84.8 176.4
3 126.4 93.3 162.6
-4 114.8 100.6 166.2
5 130.5 98.9 171.9
6 121.1 92.8 171.2
7 111.2 96.9 156.8
8 108.3 96.3 160.0
9 118.0 99.1 148.1
10 123.1 106.1 172.2
11 108.5 93.6 163.9
12 116.3 103.7 171.0
13 116.3 93.8 156.6
14 123.3 104.0 151.9
15 125.3 101.1 155.8
16 119.5 88.4 157.3
17 120.1 91.9 150.8
18 111.2 103.0 153.5
19 122.5 105.3 150.2
20 128.9 102.9 146.4
Prom: 119.1 + 6.9 978+ 5.9 160.1 + 9.0

Tabla AF-2: Purificacién de AF-Na en 0.45 um por M-IIQ

AF-Na : Ceniza Retenida en 0.45 pm (mg)

Método 110
No. Réplica NaOH 0.5M NaOH 0.1M NaOH 0.1M / Na,P,0, 0.1M
1 33 3.6 4.1
2 3.7 3.4 4.0
3 2.9 3.2 4.2
4 2.9 3.7 4.3
5 3.8 3.8 4.0
6 2.8 3.1 4.5
7 2.7 3.7 4.2
8 3.2 3.2 4.2
9 4.0 3.6 44
10 3.5 3.4 3.9
11 2.9 4.2 4.5
12 34 3.2 4.4
13 2:7 2.9 4.0
14 4.1 3.2 42
15 34 3.4 42
16 3.6 2.8 4.3
17 3.5 34 42
18 3.8 2.9 4.4
19 3.6 3.3 4.5
20 2.9 3.2 3.9
Prom; 33+04 3.3+0.3 4.2+0.2




Tabla AF-3: Purificacién de AF-Na en 0.20 pm-bdsico por M-110

AF-Na : Ceniza Retenida en 0.20 pm -basico (mg)

Método 110
No. Réplica NaOH 0.5M NaOH 0.1M NaOH 0.1M / NaP,0, 0.1M
1 42 4.4 54
2 43 4.1 5.2
3 4.6 4.8 5.3
4 4.7 4.4 5.6
5 45 5.4 5.8
6 4.8 42 5.3
7 4.4 4.8 5.7
8 5.1 4.2 5.9
9 4.7 4.8 5.0
10 4.8 4.6 5.8
11 5.2 4.8 5.7
12 4.9 5.0 5.7
13 4.9 5T 5.0
14 4.4 4.8 5.4
15 5.1 5.0 5.3
16 5.0 4.2 54
17 4.8 5.0 5.7
18 4.6 5.1 5.3
19 4.7 4.8 5.7
20 4.4 4.2 5.8
Prom: 4.7+0.3 4.7+ 0.4 55+0.3

Tabla AF-4: Purificacion de AF-Na en 0.20 pm-dcido por M-110

AF-Na : Ceniza Retenida en 0.20-acido pm (mg)

Método ITO
No. Réplica NaOH 0.5M NaOH 0.1M NaOH 0.1M / Na,P,0, 0.1M
1 5.4 55 6.2
2 52 4.7 5.8
3 5.5 6.7 5.6
4 6.2 5.4 5.8
5 5.7 4.8 5.4
6 5.8 57 5.5
7 5.0 5.6 6.1
8 5.4 5.0 5.4
9 S 5.6 6.2
10 6.2 6.5 55
11 6.0 5.6 5.8
12 6.2 5.9 6.4
13 52 5.3 5.8
14 5.8 5.8 5.7
15 6.1 5.8 6.3
16 5.8 6.7 6.3
17 5.1 6.2 5.5
18 3.6 5.2 6.2
19 4.9 6.8 6.1
20 6.2 5.9 5.6
Prom: 56+ 0.4 5.7+ 0.6 5.9+ 0.3




Tabla AF-5: AF-H Recuperado por M-IIO y M-SCH

Cantidad de AF-H Recuperado (mg)

Meétodo 110 Método SCH
No. Réplica NaOH 0.5M | NaOH 0.1M NaOH 0.1M / Na,P,0,0.1M NaOH 0.5M | NaOH 0.1M

1 91.2 81.8 137.6 85.1 114.8
2 109.3 66.8 156.3 81.5 119.9
3 108.2 72.3 141.4 96.4 118.8
4 96.8 81.6 1443 101.6 111.2
5 I11.5 80.0 151.3 84.1 114.5
6 102.4 74.0 150.3 86.9 125.1
7 93.9 77.1 134.2 91.5 120.8
8 90.0 78.6 138.5 81.8 117.9
9 99.0 80.3 126.6 86.6 113.6
10 103.3 86.4 151.0 99.6 115.5
11 88.6 74.2 142.3 99.1 116.8
12 96.6 84.2 148.6 105.7 126.7
13 98.6 75.1 136.0 101.8 113.3
14 1045 84.7 130.4 91.8

15 105.5 81.0 134.2

16 100.4 69.9 135.6

17 101.8 72.5 130.0

18 922 84.1 131.6

19 104.7 85.5 127.4

20 110.6 84.6 125.2

Prom: 100.5+ 7.0 78.7 +5.7 138.6 + 9.2 92.4 +8.2 117.6 + 4.6

Tabla AF-6: Fraccién Inorganica del Extracto Fiilvico por M-110 y M-SCH

Fraccion Inorginica de Extractos Filvicos (%o Ceniza)

Método 110 Método SCH
No. Réplica | NaOH0.5M | NaOH 0.1M | NaOH 0.1M / Na,P,0,0.1IM | NaOH 0.5M | NaOH 0.1M

1 3.0 2.8 4.7 4.2 44
2 2.6 3:F 4.2 4.5 4.0
3 29 3.2 5.1 4.6 4.2
4 3.0 4.0 4.4 4.2 4.2
5 3.1 4.5 4.5 4.1 4.2
6 2.6 3.9 4.1 4.8 44
7 3.0 2.9 4.2 4.5 4.4
8 2.4 3.8 4.3 43 4.3
9 24 4.4 4.2 44 4.2
10 2.7 4.6 5.2 4.4 4.5
11 24 2.9 - 4.2 4.4
12 24 3.1 4.2 4.5 4.5
13 2.4 4.4 4.1 4.6 4.3
14 2.5 3.8 42 4.3

15 3.0 3.7 4.2

16 2.8 4.2 5.0

17 2.9 4.1 4.1

18 2.7 4.0 4.1

19 3.1 3.7 4.1
20 3. 3.2 4.1

Prom: 2.8+03 3.8+0.6 44+04 4.4+0.2 43101




Tabla AF-7: Fraccion Inorgdnica de Extractos Fiilvicos por M-110 y otras Metodologtas de la Bibliografia.

Fraceidn Inorganica de Extractos Fiilvicos Obtenidos por Diferentes Metodologins

Método: K OdeS NyK M )8 PyM [HSS SCH SCH o 11O 1(0]
L L * * % R * * L LI * % *%
1 9.5 12.9 8.3 15.0 1.0 3.6 0. 4.3 1.0 2.8 3.0 4.7
2 7.1 3.7 2.3 2.6 4.5 3.5 8.1 2.4 3.7 2.6 4.2
3 10.6 8.6 1.9 2.7 21 1.6 1.1 3.2 2.9 5.1
4 12.5 1.7 1.0 1.0 1.5 4.0 3.0 4.4
5 10.7 1.9 2.8 1.3 2.6 4.5 3.1 4.5
6 14.9 1.8 2.0 3:9 2.6 4.1
7 12.7 1.0 1.5 2.9 3.0 4.2
8 10.5 1.5 1.0 3.8 2.4 4.3
9 7.0 2.1 4.4 24 4.2
10 12.8 4.6 2.7 5.2
11 11.3 2.9 2.4 -
12 13.0 3.1 2.4 4.2
13 4.5 4.4 2.4 4.1
14 9.4 3.8 2.5 4.2
15 37 3.0 4.2
16 42 2.8 5.0
17 4.1 2.9 4.1
18 4.0 2.7 4.1
19 3.7 3.1 4.1
20 32 3.1 4.1
Prom 10.5 2.1 83 4.6 1.8 51 22 33 1.6 38 2.8 4.4
+ 2.8 3.7 - 5.8 0.8 1.8 1.9 3.0 0.6 0.6 0.3 0.4

Referencias de datos:

IMEKLS oiviinnsismimsssinisionsions

M-OdeS]: :...:...c.coconiianiind

[M-NYKJ: oo

[y B (L) ———

[M-SCHJ: ..o,

Holtzclaw ef al., (1976)

Senesi ef al., (1989)

Simbologia de las Soluciones de Extraccion:

NaOH 0.1M
NaOH 0.5M
NaOH 0.1M / Na.,P:O-, 0.1M

Nissenbaum y Swaine (1976)

Poutanen y Morris (1983)

Ortiz de Serra v Schnitzer (1973)

Malcolm (1976); Aiken ef al., (1979)

King (1967); Rashid v King (1969, 1970)

Chen y Schnitzer (1976); Ghosh y Schnitzer (1980); Tan ef al., (1992):
Lobartini et al., (1991, 1992)




ESQUEMA DE LAS CARACTERISTICAS DE LOS METODOS QUE EXTRAEN MH-SEDIMENTARIO:

Método Tipo Secado | Limp. | Sedim. | Atm Sk Tratemientos de Purificacién Aplicados Pre- Liof.
MH Sedim. Org. pH=7 N, Extracc, Gone. MH
Centrifugacion Filtracion Ciclos Congelar » | HCV Dialisis Cromatografia
AeB Descongelar HF
Adsorcion Cationica
HyO AH Amb. 3 ° ° ° ° ° .
PyF AH 100°C 2 ° . .
P AH Amb. 255 - . ° . -
M.F AH ? ° ? ? 1 b4 ? ? T ? ? ? i ? ?
K AH/AF Amb. ° 2 ® ° . - . ° . .
OdeS AH/AF Amb. ° 2 ° . . ° ° ° °
NyK AH/AF Liofil. ° 1 . . . .
M AH/AF Liofil. s 1 - ° . . . °
PyM AH/AF Amb. ° 4 ° . - ° ® .
[HSS AH/AF Liofil. ® ° 1 ° ° ° °
SCH AH/AF Liofil. ® 1.2 ° ° . .
1o AH/AF Liofil. ° . 1,24 . ° ™ . e .
H AF Liofil. . 2 . ° . ° ®
| 3 4

NaOH 0.IM, > NaOH 0.5M,

Na;P;(h 0.1 NL

NaOH 0.1M / Na,P,0; 0.1M,

? Soluciones Orginicas (DMSO; N,N,-DMF; Acetona)




MARCO TEORICO CONCEPTUAL DEL M-110:

Liofilizacion del Sedimento:

En las metodologias que extraen MH de suelos y sedimentos, la temperatura de secado de los
mismos ha sido muy variable. En el método M-PyF (Picard y Felbeck, 1976) el secado se realizo a
100°C. En las metodologias M-HyO (Hori y Okuda, 1961); M-P (Piccolo, 1988); M-K (King,
1967, Rashid y King, 1969, 1970, 1971, Rashid, 1971); M-OdeS (Ortiz de Serra y Schnitzer,
1973); y M-PyM (Poutanen y Morris, 1983) el secado fue verificado a temperatura ambiente
(~25°C). Finalmente, en los métodos M-NyK (Nissenbaum y Kaplan, 1972; Nissenbaum y
Swaine, 1976), M-M (Malcolm, 1976; Aiken e al., 1979); M-H (Holtzclaw er al., 1976); M-
SCH (Chen y Schnitzer, 1976; Ghosh y Schnitzer, 1980; Tan ef al., 1992; Lobartini ef al., 1991,
1992); y M-IHSS (Calderoni y Schnitzer, 1984; Senesi ef a/., 1989; Reid et al., 1990; Wershaw et
al., 1990) el suelo o sedimento fue liofilizado. El inconveniente de no secar a muy bajas
temperaturas es una persistencia en la actividad microbiana, misma que provoca cambios fisico-
quimicos por oxidacion, hidrolisis, y desnaturalizacion de la MO (Malcolm, 1968). A pesar de su
caracter altamente refractario, el MH no esta exento a modificaciones mediadas microbialmente.
En la liofilizacion el secado se realiza a muy baja temperatura y bajo una condicién de vacio; por
lo cual el secado es mas completo y se minimiza la actividad microbiana (Malcolm, 1968). Dado lo
anterior, el M-I1O realiza el liofilizado a = -55°C; tal técnica se aplica en el sedimento previo a la

extraccion de MH, en pasos intermedios del M-IIQ, y en los extractos fulvicos y humicos finales.

Limpieza Acida Previa del Sedimento:

En los métodos estudiados se observo que un tratamiento—acido previo a la extraccion de MH, se
realizo solamente cuando se presumia la presencia de carbonatos en la muestra. Sin embargo Aiken
(1985) y Pignalosa er al., (1991) indican que un tratamiento con HCI o H,SO;, diluidos (pH:1-2)
debe realizarse en cualquier muestra para destruir bacterias (e.g., Pseudomonas spp.) que actuan
sobre las porciones fenélicas del MH, coadyuvando a su degradacion biolégica. En base a esto, el
M-IIO realiza tal acidificacion independientemente del contenido o ausencia de carbonatos en el

sedimento.



Problematica en la Influencia Luminica:

De las metodologias estudiadas, ninguna contempld n1 hizo referencia al efecto que pudiese tener la
luz en el MH. Al respecto, Kieber er al.. (1990) realizaron experimentos tendientes a conocer
posibles efectos de la luz solar sobre este material. Sus resultados indicaron que la region UV-B
(280-320 nm) fue responsable de la degradacion parcial del MH, con la subsecuente
fotoproduccion de compuestos carbonilos de bajos pesos moleculares (e.g., formaldehido,
acetaldehido, y acido glyoxilato o-ceto). Asimismo Aiken (1985) recomienda preservar al MH en
la oscuridad, pues de lo contrario podria oxidarse quimicamente si se verifican reacciones
fotoquimicas. En base a esto, en el M-IIO se minimiza la cantidad de luz incidente a partir de la

aplicacion de la solucién extractora.

Atmaosfera Inerte:

De los métodos estudiados, los que utilizan una atmosfera inerte al momento de extraer MH son:
M-K, M-OdeS, M-NyK, M-M, M-PyM, M-SCH, y M-IHSS. Para Haddad ef al.. (1990) y
Jakobsen (1992) una atmosfera inerte al extraer con soluciones de pH basico, disminuye las
reacciones de autooxidacion de la MO. Para estudiar tal hecho, Tan ef al, (1991 y 1992)
investigaron sobre posibles diferencias entre MH extraido al aire (MH-aire) y bajo atmosfera inerte
(MH-N;). En ambos trabajos y para las dos condiciones mencionadas, se midié y/o compard:
cantidad de MH extraido; contenido elemental en C, H, O, N, y S; espectroscopia IR y NMR-"C;
y acidez total (grupos carboxilos + grupos hidroxifenélicos). Los resultados indicaron que las
unicas diferencias significativas fueron en la acidez total, donde el MH-N, exhibié valores
notablemente mayores. Los autores concluyen que este resultado no confirma la idea de mayor
oxidacion del MH-aire; aun cuando la oxidacién de carbono-organico en C-OH y COOH deba
ocurrir mas rapidamente en condiciones airadas. Probablemente, el empobrecimiento en grupos
funcionales del MH-aire se deba a la verificacion de reacciones de condensacion en el mismo. Con
lo cual, el MH-N, reflejaria mas la acidez total del MH-natural. En el M-IIO se utiliza una
atmosfera de N, durante la extraccion, y en los pasos donde las soluciones fillvicas y hiimicas se

encuentran a pH basico; para asi disminuir su razén de oxidacion quimica.



Soluciones de Extraccion:

Las soluciones utilizadas para extraer MH de suelos y sedimentos varian en su naturaleza y/o en su
concentracion. Por un lado se a recurrido a mezclas organicas-inorganicas de H,O-HCl-solventes
aproticos dipolares [dimetilsulfoxido (DMSO); N,N-dimetilformamido (DMF); y acetona (Hayes
et al.. 1975; Piccolo, 1988); o sulfolano (Hayes, 1985)]. Por otra parte se han usado soluciones
exclusivamente inorganicas. La utilizacion de NaOH 0.1M a sido reportada por Tschapek y
Wasowski (1976), Frizado (1979), Lobartini ef al, (1991), Tan ef al.. (1992), v Gonzalez-Vila ef
al.. (1992). Solucién de NaOH 0.5M se registra en los trabajos de Shon y Hughes (1981), Hatcher
et al.. (1983), Francois (1987), Ghosh y Schnitzer (1980), Piccolo (1988), y Lobartini et al.,
(1992). Otros han preferido el Na,P,0; 0.1M (Hori y Okuda, 1961; Kononova, 1982; Piccolo,
1988; 1992), o una solucion compuesta de NaOH 0.1M / Na,P,0, 0.1M (Cronin y Morris, 1982;
Hayase y Tsubota, 1983; Wenda ef al., 1987). En menor medida se ha optado por NH;OH 0.5M
(Baker, 1986).

El uso de mezclas de H;O-HCl-solventes aproticos dipolares, se basa en la creencia de que
el alto momento dipolar de los solventes organicos favorece la formacion de fuertes enlaces de
hidrégeno entre el solvente y las moléculas fillvicas y humicas (Hayes et al., 1975, Hayes, 1985;
Piccolo, 1988). Asimismo, se asume que el HCI 0.6M protona al MH, y el H,0 promueve una
eficiente solvatacion del mismo, debido a su alta constante dieléctrica (Piccolo, 1988). En el
trabajo de Piccolo (1988) se indica que la extraccion con solventes apréticos dipolares es mas
“suave” que al realizarla con NaOH 0.5M y Na,P,0; 0.1M. Ademas se menciona que los AH
obtenidos de los primeros, y sin tratamiento con HCI/HF, presentan menor contaminacion
inorganica. Sin embargo este autor encuentra que una vez aplicada la purificacion con HCI/HF, los
contenidos de ceniza de los AH de NaOH y Na,P,0; son menores (ambos: 1.0%) que los de
DMSO, N,N-DMF, y acetona (2.48%, 1.10%, y 3.40%, respectivamente). Por otra parte, Hayes
(1985) indica que el MH extraido con sulfolano se enriquece con azufre; lo cual atribuye a una
adsorcion del solvente por parte del MH. Finalmente Hayes et al., (1975), Hayes (1985), y Piccolo
(1988) mencionan que los solventes apréticos dipolares realizan una extraccion selectiva hacia las
fracciones de MH que no han desarrollado fuertes enlaces con arcillas; lo cual provoca intervalos
“artificiales” en la distribucion de pesos moleculares. En contraparte, el MH extraido con NaOH y
NayP,0; presenta un mayor intervalo en tal distribucion, por lo cual informa mas verazmente sobre

los diferentes tamarios de las moleculas himicas y fillvicas en el medio natural.



En las soluciones de NaOH 0.1M, 0.5M, Na,P,0; 0.1M, y NaOH 0.1M / Na,P,0, 0.1M,
los aspectos importantes son un pH > 9 y la presencia de cationes monovalentes (Na'). Por una
parte, el pH > 9 provoca la disociacion de grupos funcionales del MH. Por otro lado, el hecho de
que los cationes de las soluciones sean monovalentes, hace que estos sean f‘écilmente disociados de
los grupos funcionales, lo que permite que los sitios aniénicos de las bases conjugadas sean
hidratados. Rashid (1985) y Stevenson (1985) no recomiendan el uso de soluciones mas
concentradas; ya que el MH debe conservar sitios anionicos que puedan hidratarse (caracter
hidrofilico). En caso contrario, la ausencia de sitios anidnicos libres causaria un caracter
hidrofébico, y el agua de la solucion hidrataria mas bien al exceso de iones Na' presentes
(Tschapek y Wasowski, 1976).

En relacion a las soluciones constituidas exclusivamente de NaOH, Schnitzer (1982) y
Aiken (1985) mencionan que el NaOH 0.1M extrae mas MH que la solucién de 0.5M; de cualquier
manera esta ultima extrae MH con menos ceniza. Sin embargo una desventaja de extraer con estas
soluciones, es que si la naturaleza de los cationes polivalentes asociados al MH son principalmente
Fe (III) y/o Al (III), entonces el Na de la solucion no podra desplazarlos o el reemplazamiento seria
tan limitado que la extraccion seria minima. Esto se debe a que los cationes trivalentes forman
fuertes complejos de coordinacion con el MH. En caso de que el cation polivalente mas asociado
sea el Ca (II) la extraccion seria mayor;, ya que este no forma complejos de coordinaciéon muy
fuertes (Hopner y Orliczek, 1978, Stevenson, 1985; Snoeyink y Jenkins, 1990).

En la solucion de NaOH 0.1M / Na,P,0; 0.1M (N/N), el pirofosfato se manifiesta como
un fuerte agente quelante, por lo cual forma complejos de coordinacion mas estables con el Fe (I1I)
y Al (II), que los que forman estos con el MH. Tal hecho permite que el MH se separe de estos
cationes y se disuelva en la solucion (Kononova, 1982; Stevenson, 1985). Los iones Na™ del NaOH
y del Na4P,0, realizan un intercambio cationico por los di-, -trivalentes enlazados al MH, siendo
los productos principales unos quelatos de Na consistentes de sales solubles de AF-Na y AH-Na,
mismas que son facilmente disociables y por tanto hidratadas en sus bases conjugadas (Kononova,
1982; Stevenson, 1985; Wenda e al., 1987). Con el uso de N/N se obtiene una mayor extraccion
de MH de suelos y sedimentos (Kononova, 1982; Stevenson, 1985; Calvert ef al., 1985; Wenda et
al., 1987; Fengler ef al., 1989). De acuerdo a Wenda ef al., (1987) esta solucion extrae hasta diez
veces mas AH y dos veces mas AF que el NaOH 0.5M.

La utilizacion de NH,OH se limita a pocos trabajos que incluyen al de Baker (1986). Sin
embargo Stevenson y Schnitzer (1982), Hatcher et al., (1983), y Aiken (1985) no recomiendan su



uso. Estos autores mencionan que el ion amonio (NH,") puede interactuar fuertemente con el MH y
su eliminacion del extracto final ser dificil, coadyuvando a elevar “artificialmente” el contenido de
nitrogeno en el material aislado.

Dadas las ventajas y desventajas de los diferentes solventes, en el M-TIO se decidi6 aplicar
las soluciones: NaOH 0.1M, 0.5M, y N/N. Posteriormente para las tres soluciones, se determino si
existian diferencias estadisticamente significativas en cuanto a capacidad de extraccion,
incorporacion de CI, cantidad de MH recuperado, pureza y alteracion composicional de los

extractos obtenidos.

Centrifugacion:

La centrifugacion es una técnica muy utilizada para remover particulas, por lo cual todas las
metodologias estudiadas recurrieron a ella, aunque sin embargo no coincidieron con la velocidad y
tiempo del centrifugado. Ejemplos: 15,000 rpm/20 min (Holtzclaw et al., 1976), 10,000 pm/10
min (Schnitzer, 1982), 8,000 rpm/60 min (Hayase y Tsubota, 1983), 3,000 rpm/45 min (Baker,
1986), y 15,000 rpm/15 min (Tan ef al., 1991 y 1992). En particular Holtzclaw er al., (1976)
mencionan que una velocidad » 15,000 rpm o un tiempo » 20 min. pueden provocar una
destruccion parcial del AF. En base a estas discrepancias, en el M-IIO se realizaron pruebas
tendientes a precipitar lo mejor posible el soluto, aunado a un menor tiempo de centrifugado. Los

resultados indicaron que una combinacion ptima se constituyé a 17,500 rpm/10 min.

Filtracion:

En contraparte a la centrifugacién, la técnica de filtracién no a sido imprecindible para purificar al
MH. Asi, solo cinco metodologias estudiadas recurrieron a la misma. Ain cuando el comin
denominador fue la filtracion de soluciones con pH basico, la composicién y nomio de los filtros o
la técnica de filtracion en si, fueron diferentes en todos los métodos. En el M-HyO no se especifica
la composicion ni el nomio de los filtros. En el M-P y el M-H se utilizan filtros de fibra de vidrio,
pero no se aclara el tamario nominal. En el M-M se recurre a filtros de membrana de 0.45 pm. En
la M-PyM se verifican tres tipos de filtracion, la primera con filtros de fibra de vidrio GF/C y
GF/F; la segunda a través de membranas de ultrafiltracion Diaflo XM-300, XM-100, PM-30, y
PM-10; y la tercera utilizando una celda de ultrafiltracion Amicon modelo 2000 A.



Malcolm (1976) considerd conveniente filtrar el MH a traves de filtros de membrana de
0.45 um, ya que Sholkovitz (1976) indica que este nomio separa operacionalmente al material
disuelto del particulado. No obstante, Aiken (1985) menciona que el tamafio de los coloides-
arcillosos va de 0.001 um a 1.0 pm, con lo cual los filtros de 0.45 pm no liberan las soluciones
falvicas y humicas de coloides-arcillosos menores de este nomio. En la investigacion realizada por
Aiken (1985) se estudio la relacion entre el MH y filtros de diferente composicion (fibra de vidrio,
nitrato de celulosa, y plata). Este autor indico que el filtro de fibra de vidrio tiene la desventaja de
no poseer un tamario de poro uniforme, por lo cual deja pasar a través de el hasta un 10% de CI
mayores al tamarfio nominal. Por su parte, el filtro de nitrato de celulosa exhibe un tamario de poro
mas uniforme que el anterior, pero presenta MO-labil que puede contaminar las soluciones de MH,
ademas de retener hasta un 5% del mismo. Aun asi, el problema de la MO-labil puede superase si
el filtro se lava exhaustivamente con agua desionizada. Aiken (1985) cataloga al filtro de plata
como el mas ventajoso, ya que ademas de presentar un tamario de poro uniforme, muestra
propiedades bactericidas que ayudan a disminuir una posible descomposicién biolégica del MH.
Asimismo, este autor estima que el filtro de plata retiene MH hasta en un 3 %.

El M-IO utiliza filtros de nitrato de celulosa, y contempla dos filtraciones para el AH-Na
y tres para el AF-Na. Para ambos materiales se realizan filtraciones a 0.45 um y 0.20 pm (ambas
a pH = 13-14). Sin embargo el AF-Na verifica una nueva filtracién a 0.20 um y con pH = 3-4. Las
filtraciones a pH ~ 13-14 se deben a que en esta condiciéon hay una minima asociacion: minerales
de arcilla <> MH. Lo cual es debido a la repulsion de cargas negativas que experimentan entre si el
MH y los hidroxidos metalicos. En condiciones muy basicas se producen cargas negativas en las
superficies de estos ultimos (los H de los -OH estan disociados), con lo cual né forman puentes de
enlace entre el MH y los minerales de arcilla. Si se empezace a disminuir el pH, se llegaria a un
punto denominado “punto de cero carga”, en el cual se reabsorberia la cantidad de H necesaria
para formar todos los OH, resultando con esto una superficie sin carga neta. Finalmente si se
llevase la solucion hasta un pH ~ 1-2, los hidroxidos metalicos absorberian H™ de la solucion
quedando cargados positivamente; consecuentemente se incrementaria la cantidad de puentes de
enlace que darian lugar a una gran asociacion organo-arcillosa (Rashid, 1985). Debido a esto, en
las filtraciones muy basicas debe retenerse una fraccion de minerales de arcilla con una minima
asociacion al MH. Por otra parte, a pesar de la mayor asociacion organo-arcillosa en pH 4cido, se
verificé una filtracién a pH ~ 3-4 en el AF-Na, misma que es posterior a la filtracion 0.20 pm-

basica. Esta filtracion acida se realiza porque en esta condicion los minerales de arcilla expandibles



(e.g. monmorillonitas, smectitas, vermiculitas) aumentan su volumen al incrementar su espacio
interlaminar; algo que no sucede en medio basico (Rashid, 1985). Debido a esto se penso que
algunos minerales de arcilla no-retenidos en las filtraciones anteriores se retuvieran en 0.20 um-

acido. Hay que aclarar que esta filtracion puede provocar retenciones (pérdidas) de AF-Na.

Ciclos Acido-Base:

Un tratamiento para liberar al AH-Na de impurezas metalicas consiste en realizar varios ciclos
continuos acido <> base. En el M-IIQ, un ciclo acido <> base consiste en tener la solucion humica
a pH =13-14 — llevarla drasticamente a pH ~1-2 / 10 min.— centrifugar a 17,500 rpm / 5 min. —»
decantar-desechar el sobrenadante. Esta técnica se realiza en seis metodologias estudiadas: M-
HyO, M-K, M-OdeS, M-NyK, M-M, y M-PyM. El objetivo de efectuar cambios drasticos y
continuos del pH es para remover la fraccion metalica enlazada al AH-Na. Cuando la solucién
humica se encuentra a pH > 9 se promueve la complejacién de metales por la disociacion de grupos
funcionales. Sin embargo al bajar drasticamente el pH a 1-2, la solucion se transforma en una
suspencion (coagulacion del AH-Na) y se verifica una competencia entre los iones H' afiadidos y
los metales; resultando en una alta neutralizacion de grupos funcionales por H, y una liberacion de
metales a la solucion que posteriormente se desecha (Rashid, 1985). Aun asi, la remocion metalica
es solo parcial, ya que no ocurre cuando los complejos organo-metalicos son muy estables. En el
M-IIO se aplican cinco ciclos acido <> base, considerando que esta cantidad es suficiente para

remover los metales que realmente puedan liberarse de las interacciones organo-metalicas.

Cromatografia de Adsorcion:

Las resinas adsorbentes Amberlita XAD estan formadas por copolimeros macroporosos no-ionicos
constituidos de estireno-divinilbenceno (XAD-1, XAD-2, XAD-4) o ester-acrilico (XAD-7 y XAD-
8). Estas se han utilizado para purificar y preconcentrar AF del agua (Malcolm, 1989 y 1990;
Aiken, 1985). En el mecanismo de adsorcion, los grupos no-polares del AF (e.g., carbonilos y
metilos) son adsorbidos en la fase estacionaria de la columna cromatografica, mientras los grupos
polares (e.g., hidroxilos y carboxilos) se orientan hacia la fase moévil. La adsorcion ocurre a pH =
2, cuando el AF se encuentra en forma no-idnica (caracter hidrofobico) (Hatcher ef al., 1985). La

desadsorcion se logra al ionizar los grupos no-polares (pH > 5.5), cuando el AF toma un caracter



hidrofilico y se solubiliza (Hatcher et al, 1983). Thurman (1985) indica que el caracter
parcialmente hidrofobico del AF promueve su purificacién cuando pasa a través de resinas XAD.
Al eluir la solucion fulvica, una fraccion de MO-labil e hidrofilica (e.g., carbohidratos simples,
acidos uronicos, e hidroxiacidos) eluye de la columna al momento mismo de la adsorcion del AF.

Algunas metodologias que extraen AF del agua han usado las resinas Amberlita,
observandose una preferencia en los tipos XAD-2 (Cronin y Morris, 1982; Hayase y Tsubota,
1983) y XAD-8 (Hatcher er al., 1983, Thurman et al, 1978, Thurman y Malcolm, 1981;
MacCarthy et al., 1979, Malcolm, 1989 y 1990; Aiken er al., 1979). En los trabajos donde se
recomienda la XAD-8 se efectuaron estudios sobre el comportamiento del AF en las distintas
resinas XAD. Estos mostraron mayor dificultad en desadsorcion y una adsorcion irreversible en las
resinas de estireno-divinilbenceno; lo cual fue atribuido a fuertes interacciones hidrofébicas y
posibles interacciones m-m con la matriz aromatica de la resina. La eficiencia en las eluciones en las
resinas fueron: XAD-1 (70%), XAD-2 (75%), y XAD-4 (70%). Por otra parte, en las resinas mas
hidrofilicas de ester-acrilico (XAD-7 y XAD-8) la adsorcion del AF fue mas rapida y la elucién se
verificd con mayor facilidad y eficacia (98% para ambas resinas). Sin embargo cuando la fase
movil fue NaOH se observaron problemas de sangrado en las columnas con XAD-7, con lo cual la
resina XAD-8 fue mas recomendada.

De las metodologias estudiadas, solo la M-K recurrié a la cromatografia de adsorcion (con
alumina) para purificar el AF extraido. Sin embargo King (1967) y Aiken (1985) hacen referencia
a problemas de adsorcion irreversible en la alumina, llegando a recuperarse solo entre el 60-80%
del AF original. Ademas hay formacion de complejos organo-aluminicos por la reaccion del AF en
la superficie de la alimina, produciendose alteraciones composicionales del AF eluido. Aun cuando
las resinas Amberlita XAD se han empleado para extraer AF del agua, el M-IIO recomienda el
uso de Amberlita XAD-8 en la solucion de AF-Na.

Cromatografia de Intercambio Catidnico:

Una técnica de purificacion consiste en contactar al MH con resinas de intercambio cationico (en
forma protonada). Esto sirve para que el MH intercambie el Na proveniente de las soluciones de
extraccion por H de la resina. Tales resinas permiten también la remocion de metales traza y otros
cationes que se asociaron al MH desde el mismo sedimento (Aiken, 1985; Thurman y Malcolm,

1983; Thurman, 1985; Malcolm, 1989; Plummer, 1981).



Algunas metodologias que protonan al MH por medio de cromatografia de intercambio
cationico han utilizado las siguientes resinas: Amberlita IR-120 (Yonebayashi y Hattori, 1990;
Malcolm, 1976; Schnitzer, 1982); K4-2 y KB-4 (Kononova, 1982); AG-MP-50 (Thurman y
Malcolm, 1981); Rexin 101 (King, 1967, Ortiz de Serra y Schnitzer, 1973); AG 50W-X8
(Malcolm, 1989); y finalmente Dowex 50W-X8 (Hatcher er al., 1983; Sohn y Hughes, 1981;
Schnitzer, 1982). De los métodos estudiados, la mitad usaron cromatografia de intercambio
cationico: M-HyO, M-K, M-OdeS, M-M, M-H, y M-SCH.

En el M-ITO se utiliza Dowex 50W-X8, la cual consiste de un enrejado constituido por un
copolimero poroso, insoluble, y fuertemente acido, formado de estireno-divinilbenceno. Se unen al
enrejado los grupos funcionales anidnicos (iones sulfito: $057), y unidos a estos se encuentran los
cationes; mismos que representan la forma i6nica de la resina (en este caso H) (Plummer, 1981;
Bio Rad, 1991). Cuando el MH (que posee — en forma neta — la misma carga que los grupos
funcionales de la resina) fluye a través de una columna con Dowex 50W-X8 protonado, se produce
un intercambio catiénico donde los H' que estaban unidos a los SO;” son reemplazados por
metales traza y otros cationes (incluyendo al Na de la solucion extractora) que se encontraban a su
vez unidos al MH; tal intercambio provoca que el pH del efluente disminuya de 13-14 a 3-5 debido
al enriquecimiento en H del MH (Aiken, 1985; Plummer, 1981; Malcolm, 1989). De acuerdo a
Thurman (1985), las resinas de intercambio cationico retienen MO-labil como aminoacidos y
aminas, pero no hace referencia a una posible retencion del mismo MH. Por otra parte, en el M-
IO se considera necesario la adicion de H al MH, pues de lo contrario se concentrara cualquier
soluto inorganico presente. Ademas, existen los problemas de tipo comparativo e interpretativo que
pueden sucitarse con una saturacion ionica heterogenea, y que fueron comentados en la seccion

introductoria del presente trabajo.

Liofilizacion de Extractos Fulvicos y Humicos:

La liofilizacion se realiza para evitar degradacion quimica tanto del MH por extraer, como de las
fracciones fulvicas y hiumicas purificadas. Ademas, Malcolm (1989) sugiere que el MH no debe
secarse al aire libre, ya que el solido resultante seria “duro”, “quebradizo”, y dificil de disolver. En
cambio el MH liofilizado es “suave”, “flexible”, y facil de disolver en solventes acuosos con pH
ligeramente basico. La conveniencia de esta técnica de secado hace que todas las metodologias

estudiadas y la M-IIO recurran a ella.



INCONVENIENTES DE LAS METODOLOGIAS PREVIAS:

Hay que aclarar que algunos aspectos inconvenientes de los métodos estudiados (en técnicas en

comun con las del M-IIO) ya fueron discutidos anteriormente.

Limpieza Orgdnica Previa del Sedimento:

De todas las metodologias estudiadas, solo el M-M.F (Gonzalez-Vila et al., 1992) realiza en el
sedimento una limpieza organica previa a la extraccion del MH. Los autores mencionan que una
solucion de hexano/tolueno removera MO-labil que pudiese ser extraida junto con el MH, y por
tanto contaminarlo organicamente. Aun cuando ningun otro método estudiado realiza la remocion
de MO-1abil de esta manera, tampoco la han criticado o recomendado. Sin embargo, el M-IIO
sostiene que la aplicacion de una solucion organica ya sea como en el M-M.F o inclusive siendo la
solucion de extraccion, como en tres variantes del M-P y el sulfolano de Hayes (1985), puede
generar una contaminacion organica del MH-natural por reacciones de este con tales solventes. Por
un lado, esto se fundamenta en que Rashid (1985) menciona que la gran reactividad que muestra el
MH puede provocar intensas interacciones organicas-inorganicas y organicas-organicas. Por otra
parte, Hayes (1985) confirmo la adsorcion del sulfolano al MH. Ademas, existié la posibilidad de
contaminacién organica en algunos AH-H obtenidos por Piccolo (1988), ya que se efectuaron
extracciones con soluciones organicas e inorganicas, y se obtuvo un mayor contenido de grupos
metilo en el MH extraido organicamente (principalmente con DMSO y N,N-DMF). Debido a lo
anterior, existe la posibilidad de formacion de artificios fiilvicos y/o hiimicos por el uso de
solventes organicos para limpieza y/o extraccion. Para evitar lo anterior el M-IO utilizo

soluciones inorganicas para extraer al MH y cromatografia de adsorcion para remover MO-labil.

Neutralizacion del Sedimento:

Una vez que el sedimento se lava con HCI o H,SO; diluidos para eliminar carbonatos, se le aplica
NaOH 1M hasta alcanzar un pH = 7 en la solucién intersticial. De los métodos estudiados solo el
M-IHSS aplica este tratamiento al sedimento. Esto se realiza con el fin de tener un pH neutro en la
solucion intersticial, justo antes de la aplicacion de la solucién extractora; ya que de lo contrario,

disminuiria la cantidad de MH extraido al decrecer el pH requerido para una maxima extraccion



(pH~13-14). Para el M-110 esta aplicacion no es necesaria ni recomendable. Por una parte la
neutralidad del sedimento bien puede alcanzarse con un lavado exhaustivo con agua destilada
(aunque represente mas trabajo y tiempo). Por otro lado la cantidad total de Na en la solucion
intersticial, debido al NaOH IM y a la solucion de extraccion, puede. en si misma limitar la
extraccion de MH debido a la alta fuerza ionica. EIl MH debe extraerse con soluciones que
presenten bajo contenido de Na, para conservar sitios anionicos que puedan ser hidratados y hacer
hidrofilico a dicho material. En caso contrario, la ausencia de sitios aniénicos libres daria al MH
un caracter hidrofobico, ya que el agua de la solucién hidrataria mas bien al exceso de iones Na*

presentes.

Congelado-Descongelado:

Solamente el método de Stevenson (Stevenson y Butler, 1969; y Stevenson, 1985), el M-K, y el
M-HyO han incorporado a sus tratamientos de purificacion de AH, una técnica propuesta desde
1947 por Forsyth y Fraser. Dicha técnica consiste en la realizacion de un congelado (< -3°C) —
descongelado del AH, una vez que este ha eluido de una columna de intercambio catiénico. Forsyth
y Fraser (1947) mencionan que tal procedimiento destruye sustancialmente las propiedades
coloidales, el poder de adsorcion, y la alta capacidad de retencién de agua (hasta en 1/30 de la
original) del AH-H. Como resultado de esto, los autores indican que el AH-H alcanza un alto grado
de pureza; ya que una vez centrifugado se produce una separacién del sélido (AH-H) y la fase
acuosa, misma que incluye contaminantes inorganicos solubles que pudiesen haber persistido al
intercambio cationico. El M-IIO no considera conveniente este procedimiento, ya que la
eliminacion de propiedades intrinsecas del AH puede generar cambios conformacionales que

pudiesen afectar resultados de caracterizacion del mismo.

Purificacion con HCI/HF:

La utilizacion de HCI/HF para eliminar CI asociados al MH se lleva a cabo en cuatro métodos
estudiados: M-P, M-OdeS, M-SCH, y M-IHSS. Sin embargo, autores como Hatcher er al,
(1985), Piccolo (1988), Rice y MacCarthy (1989), y Haddad er al.. (1990), mencionan que esta
solucion altera la composicion original del MH. En particular, Piccolo (1988) demostro que el

HCU/HF fue altamente efectivo para disminuir el contenido de CI de sus AH-H: 56.0% y 50.0% —



1.0% (en ambas), 8.20% — 2.48%, 11.80% — 1.10%, y 11.00% — 3.40%. A pesar de esto,
Piccolo encontro que en relacion a la distribucion de pesos moleculares, el AH tratado con HCI/HF
mostro un sustancial incremento hacia los pesos moleculares mayores, lo cual atribuyo a la
ocurrencia de reacciones de condensacion. Para este autor, el tratamiento con HCI/HF provoca
modificaciones estructurales y composicionales en el AH: lo cual se traduce en resultados
artificiales en razones de absorbancia de luz (Ey/Eg), razones elementales e isotopicas, grados de
solubilidad y condensacion, tamarios y pesos moleculares, estabilidad quimica, acidez total, y
reactividad superficial. Considerando lo anterior, el M-IIO no utilizé la solucion de HCVHF para
eliminar la fraccion inorganica, y recurrié para ello a las técnicas de centrifugacion, filtracion,

ciclos acido <> base, y cromatografia de intercambio catiénico.

Didlisis:

Una técnica muy utilizada para remover metales del MH es la dialisis (Stevenson, 1969: Shon y
Hughes, 1981; e Inbar e a/., 1990). De hecho, esta se utiliza en ocho de los métodos estudiados:
M-PyF, M-K, M-OdeS, M-NyK, M-M, M-PyM, M-THSS, y M-P. Sin embargo, Holtzclaw er
al., (1976), Vasconcelos ef al.. (1989), y Kipton et al., (1992) la han criticado severamente,
argumentando que aun cuando la dialisis libera al MH de una cantidad importante de metales,
también provoca pérdidas de fracciones de bajos pesos moleculares (las mas reactivas); lo que
resulta en un sesgo artificial hacia los mayores pesos moleculares del MH. Debido a esto, para

realizar la remocion metalica el M-IIO recurre a los ciclos acido<>base y al intercambio cationico.

Preconcentracion:

La preconcentracion se hace con el fin de liofilizar volimenes pequerios. De las metodologias
estudiadas, solo cuatro realizan este procedimiento: M-K, M-H, M-OdeS, y M-PyM. En todas
ellas se utiliza rotoevaporador a 40°C — 60°C. Sin embargo la naturaleza acuosa de las soluciones
fulvicas y suspenciones humicas, hacen que esta técnica sea tan lenta como la misma liofilizacién.
El M-IIO ni usa ni recomienda la preconcentracion; ya que no se da un ahorro de tiempo respecto
a la liofilizacion, y la exposicién del MH por tiempos prolongados a tales temperaturas podria
crear modificacion del mismo. Por tanto, el M-IIO liofiliza directamente al AF-H y al AH-H una

vez que estos eluyen de la columna de intercambio catiénico.



