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RESUMEN

Los acidos humicos (AHSs) se consideran los componentes principales de la materia organica del suelo,
agua y sedimentos, son insolubles en medio acuoso bajo condiciones acidas (pH < 2) pero son solubles
a valores de pH mayores; tienen carga negativa y su color en solucion es café. Todas las caracteristicas
que se acaban de mencionar se deben principalmente a los grupos carboxilicos e hidroxidos (-COOH y
-OH) que poseen en su estructura. Es por ello que pueden interaccionar con todo tipo de iones
metalicos, no metalicos, agroquimicos, elementos radioactivos, entre otros. Modificando la
transferencia, fijacion o biodisponibilidad de los iones en sistemas ambientales.

En este trabajo de investigacion se reporta la metodologia desarrollada en un equipo de electroforesis
capilar de zona para analizar de forma mas detallada la interaccion de los AHs en presencia de arsénico
(As), metaloide altamente toxico. No obstante, realizando los diferentes experimentos se obtuvieron las
siguientes condiciones de separacion: tiempo de inyeccion: 5 s (hidrodindmica), presion de inyeccion: 2
psi, temperatura de separacion: 25°C, voltaje aplicado: 20 kV vy tipo de capilar: silice fundida con
polaridad normal (L= 34.8 cm, Lq= 25.43 ¢cm, d.i.= 50 um). En la separacion se utilizé un buffer ac.
borico / Tris / EDTA pH = 8.5. Bajo estas condiciones se pudo demostrar la interaccion de los AHs con
el As mas especificamente con el orto-arsenito, sal del acido ortoarsenioso (H2AsO3z") observando las
modificaciones que presentan los electroferogramas. No obstante, obteniendo como resultado la
formacion de complejos (interacciones entre el ién con la macromolécula del himico) y repercutiendo
en la importancia de la movilidad del As en sistemas como suelo y/o agua.

Palabras Clave: Acidos Himicos, Arsénico, Interaccion, Parametros Electroforéticos, Electroforesis
Capilar de Zona.

1. INTRODUCCION

El suelo es un sistema vivo y dindmico, heterogéneo en su estructura y funciones bioldgicas, aunque
homogéneo en su equilibrio [1]. En muchos lugares el suelo es el principal recurso natural del que
dependen la agricultura, la ganaderia y, por tanto, la alimentacion. El concepto calidad del suelo esta
relacionado con diferentes funciones (produccion de biomasa, regulacion ambiental, reciclaje de
materias primas, hébitat para organismos, reserva genética, sustento fisico para la actividad, entre
otros) que pueden definirse como la capacidad del suelo para funcionar dentro de los limites de su
ecosistema, con el fin de mantener la productividad bioldgica, calidad ambiental y promover la salud
de los seres vivos [2].

Los suelos son sistemas complejos formados principalmente por materia inorganica y materia organica

(MO), asi como organismos que en €l viven (biomasa animal y vegetal), agua y gases. La principal
composicion de la MO son moléculas pequefias (aminoacidos, carbohidratos, proteinas, péptidos,

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo ISSN: 2395-8405 pag. 102



TOPICOS DE INVESTIGACION EN CIENCIAS DE LA TIERRA Y MATERIALES VoL 4 (2017)

lipidos, acidos organicos de bajo peso molecular, entre otros) y las sustancias himicas (SHs), también
conocidas con el nombre de humus [3]. Las SHs estan formadas por huminas (Hs), acidos fulvicos
(AFs) y acidos humicos (AHs), que logran extraerse de forma separada de acuerdo a la solubilidad que
presentan en diferentes disolventes [4-5].

Sin embargo, como ya se menciond los AHs son los componentes principales y mas abundantes de la
MO, no obstante, debido a su gran cantidad y variedad de grupos funcionales que poseen en su
macromolécula sobre todo grupos carboxilicos e hidréxidos (-COOH y -OH) pueden interaccionar
principalmente con cationes por el caracter acido que presentan, sin embargo, estos AHs pueden
reaccionar con todo tipo de iones. Es por ello que en este trabajo de investigacién nos enfocamos a
desarrollar una metodologia sencilla, facil de manipular y econdmica por electroforesis capilar (EC)
para el analisis de los AHs y como interaccionan con As, siendo un metaloide altamente toxico. A
partir de este analisis podemos simular el comportamiento del metaloide en sistemas ambientales como
suelo y agua [6-7], modificando concentraciones (0.15 ppm, 0.5 ppm y 1.0 ppm) y el pH (4 y 8.5), asi
como se presenta en multiples factores edaficos que afectan su disponibilidad, tanto para plantas como
para organismos: parametros quimicos (pH, Eh, en presencia de: 0xidos de Fe, fosforo, materia
organica, entre otros), fisicos (compactacion, porosidad, textura, color, entre otros), ambientales (clima,
relieve, altitud, topografia, entre otros) y bioldgicos (cambios en la especiacion). Todos estos factores
van a condicionar el dinamismo y la complejidad del ciclo biogeoquimico del As [2].

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Los experimentos se realizaron en un equipo Beckman MDQ, equipado con un sistema de detector
UV/Vis a una longitud de onda (1) de 214 nm e inyector automatico.

Para el estudio por EC se utiliz6 un &cido humico comercial CHEMAPEX (AH-CH) obtenido del
carbdén y debido a su alta pureza (11.7 % de cenizas) se trajo para desarrollar inicialmente todo el
método electroforético [8-9], posteriormente se analizaron tres AHs extraidos de suelos de Atotonilco
(AH-A), Tulancingo (AH-T) y Chapantongo (AH-C) del estado de Hidalgo. El buffer que se utilizé
para el desarrollo de la metodologia y separacién fue de ac. borico / Tris / EDTA a pH= 8.5 [10-11].
Adicionalmente, también se utilizara un buffer de acetatos a pH de 4.0 para el estudio de la interaccion
de los AHs con As [12].

Preparacion de Soluciones:

a). Solucion madre de AH (1000 ppm): se disolvieron 10 mg de AH so6lido en 360 uLL de NaOH 1.0
M vy se afor6 con agua desionizada al0 mL [11].

b). Solucidn del trioxido de arsénico: para la preparacion de las diluciones de As (0.15 ppm, 0.5 ppm
y 1.0 ppm), se utilizo una solucion de As2Oz a una concentracion 0.001M (1.0 mM) y se aford con agua
desionizada a 50 mL.

c). Solucion buffer: Preparado con 9 x 102 M de &c. borico + 11.5 x 102 M Tris + 7.5 x 10*M EDTA
apH =8.5.

Cabe mencionar que todas las soluciones preparadas se pasaron a traves de filtros Millipore de 0.45 um
y se ultrasonificaron por 10 min con la finalidad de eliminar burbujas y evitar bloqueos dentro del
capilar y falsas sefiales.

2.1. Desarrollo del método de separacion por EC

Se utilizé un capilar de silice fundida (capilar negativo), con las siguientes medidas: L= 34.8 cm, Lq¢=
25.43 cm, d.i.= 50 um, antes de iniciar con el desarrollo del método se acondicioné el capilar con
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NaOH 0.1 y 1 N, con H20O y buffer (&c. borico / Tris/ EDTA) a una temperatura de 25°C, voltaje de 20
kV y con diferentes tiempos, con la finalidad de activar los grupos silanol (Si-OH) del capilar.

El parametro que se modificd inicialmente fue el tiempo de inyeccion dejando constante la presion,
temperatura y voltaje (3 psi, 25°C y 20 kV) de separacion de la muestra de AH-CH (100 ppm),
posteriormente se fueron modificando cada uno de los pardmetros, tal y como se presenta en la tabla 1.
Con la finalidad de encontrar las condiciones adecuadas y reproducibles en la separacion e interaccion
de los AHs por EC.

Tabla 1. Parametros fisicos utilizados en el desarrollo del método electroforético.

Tiempo de Presion Temperatura Voltaje
inyeccion (psi) (°C) (kV)
(s)
Modificacion del tiempo
5 3 25 20
7 3 25 20
10 3 25 20
15 3 25 20
Modificacion de la presion
5 0.5 25 20
5 1 25 20
5 1.5 25 20
5 2 25 20
5 2.5 25 20
5 3 25 20
5 4 25 20
5 5 25 20
Modificacion de la temperatura
5 2 15 20
5 2 20 20
5 2 25 20
5 2 30 20
5 2 35 20
5 2 40 20
Modificacion del voltaje

5 2 25 10
5 2 25 15
5 2 25 20
5 2 25 25
5 2 25 30
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2.2. Interaccién de los AHs con As por EC

Como se menciond en el apartado anterior, se desarroll6 un método por EC reproducible, el cual nos
permitio comparar a los AHs extraidos de diferentes suelos (AH-A, AH-T y AH-C) y un AH comercial
(AH-CH); para ello se evalu6 el tiempo de inyeccion, presidn de inyeccion, temperatura de separacion,
voltaje de separacion y concentracion con la finalidad de lograr mejores separaciones de las muestras y
con este mismo método se logré analizar a los AHs en presencia de As, como a continuacion se
describe:

Experimento 1: en un matraz volumétrico de 10 mL se adicion6 1.0 mL de la solucién madre de AH
de 1000 ppm y se aford. Se realiz6 el mismo procedimiento con los cuatro AHs (AH-CH, AH-A, AH-T
y AH-C).

Experimento 2: en tres matraces volumétricos de 10 mL se adiciono a cada uno 1.0 mL de la solucion
madre de AH de 1000 ppm, posteriormente se adiciond al primer matraz 10 uL, al segundo 33. 5 uLy
67 pL al tercero de la solucion de As,Oz 0.1 mM y se aforaron, logrando obtener concentraciones de
0.15 ppm, 0.5 ppm y 1.0 ppm de As. Se realiz6 el mismo procedimiento con los cuatro AHs (AH-CH,
AH-A, AH-T y AH-C).

Todos los experimentos se realizaron por triplicado por EC con el método desarrollado en el apartado
anterior, con la finalidad de observar los cambios en los electroferogramas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Desarrollo del método de separacion por EC

En el desarrollo del método se comenzo con la variacion del tiempo de inyeccién y con la presion de
inyeccion de muestra, ya que, al realizar algunas pruebas preliminares, se observd que ambos
pardmetros son los que influyen significativamente en la separacion y resolucién de las sefiales de la
muestra.

En la figura 1 se presentan los electroferogramas del AH-CH a 5, 7 y 10 s de tiempos de inyeccion.
Como se puede observar el tiempo de inyeccion adecuado es a 5 s, a tiempos de inyeccion menores las
sefiales mostraron intensidades muy pequefias y con muy poca resolucion. Sin embargo, a tiempos
mayores de 5 s toda la macromolécula de AH migra sin separarse, observandose una sola sefial con
gran intensidad.
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Figura 1. Electroferogramas AH-CH. Buffer &c. bérico / Tris/ EDTA a pH = 8.5, inyeccién
hidrodinamicaa 5, 7 y 10 s, capilar de silice fundida y polaridad normal.
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En la figura 2 se muestran los electroferogramas a diferentes presiones de inyeccién (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5
y 3 psi), observando que a 2 psi se obtiene una mejor separacion y resolucion de las sefiales en
comparacion con los electroferogramas de 2.5 y 3 psi. Con la presiéon 1.5 psi se observa una mejor
separacion, aungue tampoco estdn completamente resueltos los picos, la intensidad de la sefial
disminuye y el tiempo de analisis se incrementa. Por lo tanto, a mayor presién observamos una menor
separacion, mayor intensidad y las sefiales se obtienen méas definidas. Esto quiere decir que entre mayor
sea el tiempo y la presién de inyeccion habra una menor separacion de la muestra esto se debe a que el
capilar se satura y no se lleva a cabo una adecuada separacion.
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Figura 2. Electroferogramas AH-CH. Buffer &c. bérico / Tris/ EDTA a pH = 8.5, inyeccidén
hidrodinamica 5 s, presion de inyeccién 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 y 3 psi, capilar de silice fundida y polaridad
normal.

En la figura 3 y 4 se muestran los electroferogramas a diferentes temperaturas (15, 20, 25, 30, 35y 40
°C) y voltajes de separacion (10, 15, 20, 25 y 30 kV). En los electroferogramas de la variacion de
temperatura (figura 3) se puede observar como al ir aumentado este pardmetro la separacion de la
muestra es menor, esto se debe a que la muestra tiende a ser menos viscosa dentro del capilar y el AH
se aglutina o polimeriza mas facilmente, por lo que la temperatura adecuada es de 25 °C.

Figura 3. Electroferogramas AH-CH. Buffer &c. bérico / Tris/ EDTA a pH = 8.5, inyeccion
hidrodinamica 5 s, presion de inyeccion 2 psi, a 15, 20, 25, 30, 35 y 40 °C, capilar de silice fundida y
polaridad normal.

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo ISSN: 2395-8405 pag. 106



TOPICOS DE INVESTIGACION EN CIENCIAS DE LA TIERRA Y MATERIALES VoL 4 (2017)

1.0

30 kv

25 kv

20 kv

. | | J 10 kv

T T T
o 5 10 V 15 20 25 30
t (min)

migracion

Figura 4. Electroferogramas AH-CH. Buffer &c. bérico / Tris/ EDTA a pH = 8.5, inyeccién
hidrodinamica 5 s, presion de inyeccion 2 psi, a 25 °C, voltaje de separacion a 10, 15, 20, 25y 30 kV,
capilar de silice fundida y polaridad normal.

Por otro lado, en los electroferogramas de la figura 4 se observa una menor separacion de la muestra al
aplicar una mayor cantidad de voltaje, no obstante, se decidié por el valor adecuado de 20 kV. Con
base a los electroferogramas obtenidos y analizados (figuras 3 y 4), nuevamente se corroboré que a
diferentes temperaturas y voltajes se obtienen resultados muy parecidos no muy modificados
comparados con la gran variacion que presentan los electroferogramas con el cambio de tiempo y
presion de inyeccion o al menos no se observaron cambios muy relevantes en la modificacion.

Finalmente, se llegaron a las condiciones éptimas de separacién de los AHSs, las cuales son: tiempo de
inyeccion: 5 s (hidrodindmica), presion de inyeccion: 2 psi, temperatura de separacion: 25°C voltaje
aplicado: 20 kV y tipo de capilar: silice fundida con polaridad normal.

3.2. Interaccién de los AHs con As por EC

Con el método desarrollado por EC nos permitio analizar y comparar a los AHs (AH-CH, AH-A, AH-T
y AH-C) extraidos del estado de Hidalgo y el AH comercial, asi como evaluar su interaccion con As.

En las figuras 5 y 6 se presentan los electroferogramas con las condiciones adecuadas, como se puede
observar los electroferogramas de los AH-CH, AH-A y AH-T son muy parecidos y reproducibles, con
intensidades mayores comparadas con el AH-C que presenta sefiales con intensidades muy bajas y con
una menor resolucién, pero mas definidas en lo que respecta a la separacion y con un desplazamiento
en el tiempo de migracion.
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capilar de silice fundida y polaridad normal.

Figura 5. Electroferogramas AH-CH, AH-A, AH-T y AH-C. Buffer ac. borico / Tris/ EDTA apH =
8.5, inyeccidn hidrodindmica 5 s, presion de inyeccion 2 psi, a 25 °C, voltaje de separacion 20 kV,
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Figura 6. Electroferogramas AH-CH, AH-A, AH-T y AH-C con AS (a) 0.15 ppm, (b) 0.5 ppm y (c)
1.0 ppm. Buffer ac. borico / Tris / EDTA a pH = 8.5, inyeccidn hidrodinamica 5 s, presion de inyeccion

2 psi, a 25 °C, voltaje de separacion 20 kV, capilar de silice fundida y polaridad normal.

ISSN: 2395-8405

pag. 108



TOPICOS DE INVESTIGACION EN CIENCIAS DE LA TIERRA Y MATERIALES VoL 4 (2017)

En las familias de electroferogramas (figura 6) se van modificando las sefiales respecto a su intensidad
y separacion, asi como el tiempo de migracion con respecto a las diferentes concentraciones de As
(0.15 ppm, 0.5 ppm y 1.0 ppm). No obstante, se observaron dos sefiales caracteristicas
aproximadamente en el tiempo de migracion de 8 min en los cuatro electroferogramas de los AHs (AH-
CH, AH-A, AH-T y AH-C) y con la concentracién 1.0 ppm de As, mas especificamente con el
H>AsOz (orto-arsenito, sal del &cido ortoarsenioso) a las condiciones del pH = 8.5. Obteniendo como
resultado la formacion de complejos (interacciones entre el i6n con la macromolécula del himico).

4. CONCLUSIONES

De acuerdo al estudio realizado (evaluando diferentes condiciones) para el desarrollo e implementacion
de un método de analisis de los AHs e interaccion con As por EC, se concluye con las condiciones
adecuadas de trabajo, obteniendo electroferogramas muy aceptables comparados con la literatura.

Con el analisis realizado por EC se observé que la interaccion del As es diferente en cada uno de los
AHs (extraidos en el laboratorio y un AH comercial) y selectiva. Se pudo corroborar con los
electroferogramas.

Se concluye con una nueva metodologia adecuada y reproducible para el posterior célculo de las
constantes de equilibrio: AH-As por EC, la cual una técnica muy rapida, facil de manipular y
econdmica.
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