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RESUMEN

En el presente trabajo se llevd a cabo la identificacion de compuestos fendlicos
simples asociados a la fraccion de acidos humicos extraidos de carbones oxidados
natural y artificialmente, procedentes del yacimiento de Fila Maestra, Venezuela. Para
ello se evalué el rango de madurez de dos muestras de carbdn, clasificadas
preliminarmente como muestra fresca y muestra meteorizada, a través de la
determinacion del %Humedad, %Cenizas, %Material Volatil, %Carbono Fijo y el grado
relativo de oxidacion. Estos parametros geoquimicos permitieron establecer una
clasificacion de carbon bituminoso con alto contenido de volatiles A. El proceso de
oxidacion artificial, realizado a la muestra fresca de carboén, por tratamiento con una
corriente de aire humedo en un sistema controlado a 80°C durante 18 dias, permitio
obtener un carbdn oxidado, con un grado relativo de alteraciéon mayor al de la muestra
meteorizada. Fueron extraidos con solucion alcalina los acidos humicos tanto del carbén
meteorizado como el oxidado en el laboratorio, para luego identificar los posibles
compuestos fendlicos liberados mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC). Fueron identificados y cuantificados el acido galico (143 ppm y 905 ppm) y la
vainillina (449 ppmy 1406 ppm) en la fraccion de acidos humicos del carb6n meteorizado
y oxidado en el laboratorio, respectivamente. La determinacién cuantitativa permitio
establecer un mayor contenido de estructuras fendlicas en la muestra oxidada
artificialmente. El alto contenido de vainillina en las muestras permite proponer la
presencia de vegetacidon gimnosperma en el material parental del carbén. Mediante
comparacién con datos publicados y tiempos de retencion, pudo establecerse la
existencia de compuestos fendélicos como acido protocatecuico, acido vanilico, acido p-
hidroxibenzoico y &cido siringico, tanto en el carbon oxidado como en el meteorizado,
aunque con mayor concentracion siempre en la muestra oxidada.

Palabras Claves: Carboén, oxidacion, acidos humicos, fenoles.
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1. INTRODUCCION

El carbén es una roca sedimentaria originada por la transformacion de materia
organica mediante procesos diagenéticos que pueden durar millones de afios. No todos
los carbones poseen las mismas caracteristicas, la materia organica de origen, las
condiciones de formacién y el tiempo de maduracion del mismo son algunas de las
variables que determinan sus propiedades. La explotacidn y uso del carbon ha jugado un
papel fundamental en el desarrollo de la humanidad por ser una fuente abundante y
segura de energia. Las reservas de carbdn son extensas y estan presentes en muchos
paises; la seguridad brindada por su estabilidad al transportar, almacenar y utilizar lo han

convertido en uno de los mayores recursos energéticos del mundo [1].

En Venezuela la explotacion de carbén comenzé en el afio 1850 en las minas de
Naricual (Estado Anzoategui), pero su verdadera importancia surgié a mediados del siglo
XX cuando la explotacion tomo vida comercial, convirtiéendose asi en el pais con las
segundas mayores reservas de carbén en Sudamérica [1]. Venezuela cuenta con
yacimientos carboniferos que agrupan a los carbones de la categoria sub-bituminoso a
lignitos, con un alto contenido de volatiles [2]. La mayor parte del carbén producido en
Venezuela es de tipo energético, y debido a que el consumo nacional es muy limitado,
un alto porcentaje del producto es destinado a la exportacion [1]. Parte de las divisas que
ingresan al pais por este concepto deberian ser invertidas en investigacion con el fin de
obtener derivados de mayor valor agregado a partir del carbén. En ese orden de ideas se
han propuesto varias lineas de investigacion y de desarrollo tecnolégico orientadas hacia

ese fin.

Entre las propuestas que han surgido en el pais para redirigir el uso del carbon se
encuentra la generacidbn de electricidad, mediante la construccion de plantas

carboeléctricas. Igualmente se propone el uso de tecnologias como la licuefaccién del



carbon para la produccion de gasolinas, aceites, ceras y otros productos. En adiciéon a
las anteriores, se encuentra la posibilidad de recolectar el gas metano presente en los
yacimientos de carbon con el fin de utilizarlo como fuente de energia. Finalmente, una de
las aplicaciones mas promisorias que ha sido desarrollada en las ultimas décadas, el uso

de las sustancias humicas extraidas del carbon para fines agricolas [1].

Mediante la aplicacion de tratamientos previos, sustancias derivadas del carbdn
pueden ser empleadas en la agricultura. Cuando el carbon aflora a la superficie terrestre
es sometido a nuevas condiciones de presion, temperatura y reactividad, las cuales
propician cambios quimicos que alteran los carbones por oxidacién, y dan asi origen a

las sustancias humicas regeneradas.

Las sustancias humicas representan los constituyentes mas activos de la materia
organica del suelo, en término de sus funciones ambientales y agroecoldgicas, y son
consideradas tradicionalmente como una fuente de nutrientes de liberacién lenta para
plantas y una reserva de coloides organicos con un papel principal en la regulacion de
procesos de nutricion de vegetales, movilidad de iones toxicos y en la agregacion,
estructura y capacidad de retencion hidrica del suelo. Desde el punto de vista ambiental
existe un interés en el estudio de estas sustancias, pues son fuente de conocimiento
ambiental (evaluacion del impacto ambiental) y actan como constituyentes activos del

suelo [3].

Los fertilizantes son sustancias agregadas al suelo para aportar los nutrientes
necesarios, con la finalidad de brindad un mejor crecimiento a las plantas. Sin embargo,
se ha demostrado que, a largo plazo, contribuyen al agotamiento de la capacidad
regeneradora natural del suelo [4]. En la actualidad, el empleo de los &cidos humicos
como sustituyente de los fertilizantes quimicos es un gran avance en el mundo de la

agricultura. Estos acidos poseen una estructura molecular que brinda una importante



aplicabilidad en la produccion de cultivos y sus propiedades le permiten ser utilizados
como acondicionadores y estimulantes para el crecimiento de las plantas [5]. Los acidos
hamicos activan los procesos bioquimicos en plantas, tales como la respiracion
(fotosintesis), con lo que se incrementa el contenido de clorofila, la adsorcién de
nutrientes, el crecimiento de organismos del suelo, el desarrollo de las raices, la calidad

y el rendimiento de muchas plantas [4] [6].

Una interrogante sujeta al uso de los acidos humicos como fertilizantes es el contenido
de &cidos fendlicos asociados a éstos. Los compuestos fendlicos, son metabolitos
secundarios, y en plantas superiores actian en contra del ataque de patégenos y han
sido implicados como agentes alelopaticos [7] [8]. Pero también son compuestos toxicos
que, dependiendo de su concentracion, podria perjudicar a las plantas. El proceso de
oxidacion de carbdén implica la incorporacién de grupos funcionales a la estructura
molecular, ruptura y formacion de nuevos enlaces, y el camino de la oxidacion (natural o
artificial) puede influir en el tipo de sustancias que son generadas y en la concentracion
de las mismas. En consecuencia a lo anteriormente expuesto, en la presente trabajo de
investigacioén se realiza un estudio comparativo de caracterizacion de los compuestos
fenodlicos asociados a los &cidos humicos extraidos de carbones venezolanos oxidados

natural y artificialmente.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Comparar la identidad y concentracion de los compuestos fendlicos simples
asociados a la fraccion de acidos humicos extraida de carbones oxidados natural y

artificialmente.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar el grado de oxidacion de las muestras de carbon alterado naturalmente

y en el laboratorio, utilizando técnicas fotocolorimétricas.

2. Extraer y cuantificar los 4cidos humicos de los carbones alterados.

3. ldentificar y cuantificar los fenoles simples extraidos de los &cidos humicos de los
carbones oxidados (natural y artificialmente), empleando cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC).

4. Interpretar los resultados de concentracion e identidad de los fenoles extraidos de

carbones alterados en funciéon de la forma de oxidacion.



3- FUNDAMENTOS TEORICOS

A continuacion se desarrollan algunos conceptos fundamentales para la comprension
del presente trabajo de investigacion. Se inicia con una descripcion del origen del carbén
y sus caracteristicas para posteriormente describir el proceso de oxidacion del mismo y
las sustancias humicas como productos de oxidacion. Seguidamente se presentan
aspectos relacionados a los compuestos fendlicos y las técnicas de analisis de los

mismos, finalizando con la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

3.1. Carbdn

El carbdn mineral es definido como una roca sedimentaria combustible, compuesta
por mas de 50% en peso y 70% en volumen de materia organica [9]. Proviene de la
fosilizacién de restos organicos vegetales, esta localizado generalmente bajo una capa
de arena, lutita o arcilla, y es utilizado como combustible fosil debido a su alto contenido
de carbon [10].

El carbén es formado a partir de la litificacion (compactacion de sedimentos y
transformacién en roca sedimentaria) de restos organicos. Diversos materiales organicos
de naturaleza vegetal como hojas, maderas, raices y esporas, provenientes de los
abundantes bosques, fueron depositados en las aguas colindantes a las orillas costeras
o0 muchas veces pantanosas. Estos restos organicos sufren una lenta descomposicion
por la accién de bacterias anaerobias, las cuales transforman los componentes vegetales
en la turba (materia organica producto de la degradacion bacteriana). Posteriormente se
produce una compactacion, debido a la presion de las capas sucesivas, que junto con la
temperatura, culmina en un enriquecimiento en carbono y la perdida de nitrégeno,
oxigeno y humedad [10] [11] [12].



La evolucion de la materia organica para la generacion del carbén, ocurre en dos
etapas (Figura 1). La primera es llamada diagénesis temprana o sindiagénesis, donde
comienzan a depositarse los restos organicos y la actividad microbiana se convierte en
el principal agente de transformacion de la materia organica. Los microorganismos
anaerobicos degradan, mediante procesos enziméticos las biomoléculas, generando
nuevos constituyentes denominados geopolimeros [13]. La segunda etapa es la
catagénesis de la materia organica, en ella ocurren una serie de cambios producto del
incremento de la temperatura, presion y tiempo. Esta etapa es llevada en periodos de
tiempos més largos que la etapa anterior, y es en ella donde comienza la etapa de
carbonificacibn o madurez térmica del carbon. El resultado de este proceso implica
pérdida de agua, pérdida de grupos funcionales oxigenados, sulfurados y nitrogenados,

polimerizacion, craqueo y aromatizacion progresiva [14].

Proteinas y »| Recicladoal | Lipidos y
carbohidratos sistema biolégico Lignina
Biopolimeros I
Degradacion enzimatica
(microorganismos)
i | Usado por microorganismos f‘i
L
| Aminoacidos y azucares }7
¥
Mondmeros | Usado por microorganismos |<7
]
Mineralizacion
Preservados
| Palimerizacién al azar | C0z2H20 I::l
Geopolimeros Acidos Humicos
o Acidos FL’JNicos ot
DIAGENESIS Huminas
CATAGENESIS 3
Carbon

Figura 1. Evolucion de la materia organica [14]



El carbon no solo estd compuesto por carbono, existen otros elementos en este
mineral que de alguna u otra forma alteran su comportamiento como combustible. Estos

componentes son [10] [11] [15]:

e Carbono: Es el componente quimico mayoritario; se encuentra formando nucleos
aromaticos policondensados y se considera la base de la estructura organica del carbon.
Su contenido varia entre un 60 y 95%.

e Hidrégeno: Su contenido es bajo, entre 1 y 8%; se encuentra unido al carbén en
mayor proporcion que al oxigeno y nitrégeno. Los enlaces carbono-hidrogeno y carbono-
carbono son los responsables del alto contenido energético del carbon.

e Nitrébgeno: Esta presente en las estructuras organicas principalmente como
heterociclos aromaticos y aminas. Su contenido oscila entre 1,5y 2%.

e Oxigeno: Se halla en la estructura carbonosa esencialmente formando fenoles,
alcoholes, éteres y en grupos carboxilo con una concentracion de 6 a 15%, y su aumento
reduce el poder calorifico ya que favorece la conservacion de humedad.

e Azufre: Se encuentra en la matriz organica del carb6n formando estructuras del tipo
tioéteres, tioles y tiofenos. También puede existir en forma inorganica, principalmente
como pirita (sulfuro ferroso).

e Componentes minerales: La matriz mineral del carbén esta constituida por minerales
de arcilla, pirita y cuarzo. La presencia del cuarzo y las arcillas es de origen fortuito, por
lo que son consideradas como impurezas del carbén. Por el contrario, la pirita es el
producto directo de la reduccion llevada a cabo bajo las condiciones de acumulacion y
formacion de turba. Quimicamente hablando, la materia mineral la constituyen elementos

como aluminio, titanio, sodio, magnesio, hierro, silicio, calcio y potasio.

Las concentraciones de los elementos mayoritarios (C, H, N, O) en general, varian
segun el rango evolutivo del carbon (Tabla 1). Asi los carbones menos evolucionados

(lignitos) son ricos en oxigeno (25%-30%) y pobres en carbono (50%-60%), mientras los



de mayor rango (antracitas) estan constituidos en mas del 95% por carbono, y el
contenido de hidrogeno y oxigeno es muy bajo (1% y 2%, respectivamente) [11].

Los cambios fisicos y quimicos en la materia organica durante el proceso de
soterramiento, ocurren de manera gradual y se vuelven mas intensos a medida que los
parametros temperatura y presion se incrementan. Estos cambios generan diferencias
de aspecto, textura, composicion y propiedades, y de esta manera surgen las distintas
clases de carbones. Segun la American Society for Testing Materials (ASTM) [16], el

carbon se divide en cuatro tipos (Tabla 2).

En orden creciente de evolucién se encuentra en primer lugar el lignito, que presenta
un bajo contenido de carbono fijo y alto contenido de humedad. Es un carbén de baja
calidad ya que la gran cantidad de agua que posee (40%) impide utilizarlo como
combustible [17] [18]. Seguidamente se ubica el carbdn de tipo sub-bituminoso, el cual
es de color negro y se desmorona por accion del aire y de la humedad. Contiene gran
cantidad de material volatil y es excelente para generar gases y alquitranes por
destilacion [18]. En el siguiente escaldn se sitGa el carbén bituminoso, el cual se utiliza
en la obtencién de coque, un material poroso necesario en la produccion de acero; y
también se conoce como carbon térmico, usado en la produccién de vapor para
generacion de energia [1]. Finalmente se encuentra la antracita; esta clase de carbén es
la de mayor rango. Tiende a ser de color gris plomo vy brillante, homogénea, posee alto

contenido de carbono, se enciende lentamente y arde a altas temperaturas [18].



Tabla 1. Cambios composicionales de los carbones conforme aumenta su rango [11].

Variedad Carbono |Hidrégeno | Nitrdgeno | Oxigeno
Turba 50-60 8-18 4 20-35
Lignito 60-72 6-9 2-3 12-20

Sub-bituminoso 72-80 5-7 15 5-12
Bituminoso 80-95 1-5 1-15 2-5
Antracita >05 1 1-1,5 2

Tabla 2. Clasificacion de los carbones segun la ASTM [16].

Poder calorifico

Carbono | Materia
Clase Grupo fijo! volatil? BTU/lb KJ/Kg
1. Meta-antracita >08 <2
Antracita 2. Antracita 92-98 2-8
3. Semi-antracita 86-98 8-14
1. Bajo cont. volatiles 78-86 14-22
2. Med. cont. volatiles 69-78 22-31
Bituminoso | 3. Alto cont. volatiles (A) <69 >31 >14000 232.564
4. Alto cont. volatiles (B) 13000-14000 |30.238-32.564
5. Alto cont. volatiles (C) 11500-13000 | 26.749-30.238
Sub. 1. Sub-bituminoso A 10500-11500 |24.423-26.749
bituminoso | 2+ Sub-bituminoso B 9500-10500 |22.097-24.423
3. Sub-bituminoso C 8300-9500 |19.306-22.097
_— 1. Lignito A 6300-8300 |14.654-19.306
Lignito o
2. Lignito B <6300 14.654

195 referido a una base exenta de volatiles.

2 05 sobre base seca.

La oxidacion del carbdon es un proceso que puede ocurrir de forma natural, por la

accion de la humedad y el oxigeno de la atmosfera, o artificialmente mediante un proceso

controlado en el laboratorio. En ambos casos la oxidacién trae consigo un cambio en la

composicién del carbon ya que a medida que avanza tiene lugar el enriqguecimiento en

oxigeno y empobrecimiento en hidrégeno, carbono y nitrégeno (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion quimica de carbon fresco y oxidado [18].
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Elemento Carbodn fresco Carbon oxidado
C 61,85 49,86
H 4,13 3,83
O 7,37 15,10
N 1,37 1,16
S 4,58 3,98
Cenizas 20,70 26,02

Algunos de los cambios asociados al proceso de oxidacion se traducen en aumento
de la concentracion de oxigeno, aumento de la hidrofilicidad y aumento del numero de
grupos funcionales éter, peroxido, carbonilo, carboxilo, fendlicos y quinonas en la
estructura del carbén [18]. En el proceso de litificacion, se pierden cadenas alifaticas
laterales, grupos funcionales como carboxilo y fenélicos, aumentando asi el contenido de
carbono y la aromaticidad [11]. La oxidacién natural o en el laboratorio reintegra estos

grupos funcionales regenerando asi las sustancias humicas.

3.2. Sustancias humicas (SH)

Las sustancias himicas son los principales componentes de la materia organica
natural en el suelo y agua, asi como en depdsitos geoldgicos, tales como los sedimentos
lacustres, turbas, carbones pardos y lulitas [19]. La SH son macromoléculas constituidas
por atomos de carbono alifaticos y aromaticos, sustituidos principalmente por grupos
oxigenados (carboxilo, hidroxilo, carbonilo) y nitrogenados (aminas y amidas) [20].
Provienen de la degradacion quimica y biolégica de la materia organica y la actividad
sintética de microorganismos. El material alterado quimica y biolégicamente puede ser
sometido a reacciones de policondensacion, y estas reacciones traen como
consecuencia la formacion de materiales mas complejos denominados sustancias
hamicas. Estas sustancias estan formadas por una mezcla heterogénea producto de las
policondensaciones de sustancias complejas. Su clasificacion, debido a la complejidad

de sus estructuras, se basa en términos de origen o de procedimientos de extraccion
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(Figura 2). Operacionalmente las sustancias humicas, de acuerdo a su solubilidad relativa
en solventes diversos, se clasifican en acidos humicos (AH), acidos fulvicos (AF) y
huminas [20].

| Sustancias Himicas |

Solucion de Base Fuerte

(ej- NaOH o KOH)
[
Fraccién Insaluble ‘ Fraccién Solubles ‘
[
Acidos Hamicos
Acidos Fllvicos
| Fraccion Insoluble ’_‘7
|

Acidos Himicos

Solucién de Acido Fuerte
(ef HC)

Fraccidn Solubles ’47
[

Acidos Fllvicos

Figura 2. Clasificacion de las sustancias humicas por

procedimiento de extraccion

Los acidos humicos son polimeros complejos de alto peso molecular con nucleos
vecinos (grupos radicales) que permiten capturar iones del medio circundante o una
mayor polimerizacién (Figura 3). Desde el punto de vista operacional pueden ser
definidos como compuestos solubles en soluciones bases fuertes (NaOH o KOH) y
precipitan en presencia de un acido fuerte (HCI). Existen dos tipos de AH, los pardos y
los grises. Los primeros son poco estables y presentan un bajo contenido de nitrégeno
en forma aminica (-NH2); los segundos se forman por la accion de microorganismos del
suelo, tienen mayor contenido de nitrdgenos y forman complejos érgano-minerales
(arcillas-humus) muy estables [21] [22] [23].
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COOCH COOH HC=O

COOH (HC OH)s (azucar)

C=0 (péptido)

NH
v

Figura 3. Modelo de la estructura de los acidos humicos propuesta por
Stevenson (1982) [21].

Los acidos fulvicos estan formados, principalmente, por acidos organicos Yy
compuestos fendlicos (Figura 4). Operacionalmente se definen como la fraccion presente
en las sustancias humicas que es soluble en soluciones de bases fuertes y acidos fuertes
[22] [24].

OH COOH CHz0H
HOOC / \
HOOC O \\CHT—COOH
‘L CHOH
COOH OH CH2—-C ~

COOH

Figura 4. Modelo de la estructura de los acidos falvicos propuesta por
Buffie (1987) [24].

Las huminas estan formada por polimeros de alto peso molecular. Son muy resistentes
al ataque microbiano. Se producen por condensaciones de sustancias organicas, pero
también pueden producirse por transformaciones de sustancias no humicas del suelo
como acidos organicos, azucares aminados, etc. Estos compuestos no pueden ser

extraidos ni por accién de soluciones basicas ni por soluciones acidas fuertes [19] [23].
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La mayoria de la informacion n sobre los AH, AF y huminas, se refiere a propiedades
promedios. Las propiedades exactas y la estructura de una muestra de sustancias
hamicas, depende de la fuente (agua o suelo) y de las condiciones especificas de
extraccion. Sin embargo, las propiedades promedio de los AH, AF y huminas de
diferentes fuentes son notablemente similares [19]

Naturalmente, los &cidos humicos estan presentes en carbones de bajo rango
evolutivo y carbones meteorizados. Estos acidos también pueden obtenerse de la
oxidacion artificial de carbones, los cuales son llamados &cidos humicos regenerados
(AHR) pues provienen de un proceso regenerativo que abarca la incorporacion de los
grupos funcionales perdidos en el proceso de litificacion. Los acidos humicos estan
constituidos por carbono, oxigeno, nitrégeno y azufre en diferentes proporciones [20] y la
heterogeneidad en su composicion representa un desafio para los investigadores. A
pesar de la complejidad de su estructura se conoce una serie de propiedades de estos
acidos que los hacen altamente atractivos en el area industrial. Estas sustancias acttan
en las plantas promoviendo la absorciéon de los nutrientes, aumentando el crecimiento,
estimulando la germinacion, y a su vez manteniendo el pH de los suelos, aumentando la
capacidad de retencion de agua de los mismos y ayudando a la fijacion de los abonos
[25] [26], por lo que el uso de los &cidos humicos en los cultivos representa una accion
favorable para la industria agricola. Asimismo, las propiedades de los &cidos humicos
como la capacidad de quelacién, capacidad de intercambio iénico, efecto floculante y

absorcion de compuestos organicos los involucra en tratamientos de aguas residuales.
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3.3. Compuestos fendlicos

Uno de los compuestos que constituyen los acidos huamicos son las sustancias
fendlicas. Los fenoles son compuestos aromaticos que contienen grupos hidroxilo ligados
directamente al anillo aromatico (Figura 5). Generalmente los fenoles son nombrados
como derivados del miembro méas sencillo de la familia, que es el fenol, pero en
ocasiones, son denominados hidroxicompuestos. Los fenoles abundan en la naturaleza
y funcionan como intermediarios en sintesis industriales de diversos productos como
adhesivos y antisépticos. Por otra parte, poseen algunas caracteristicas semejantes a los
alcoholes debido al grupo hidroxilo (-OH). Sin embargo, las propiedades de estos
compuestos son bastante diferentes y por tal razén deben estudiarse como una familia

distinta.

OH OH

Figura 5. Representacion de la férmula estructural del fenol

La mayor parte de los derivados fendélicos se obtienen a partir del fenol, que a su vez
se sintetiza a partir de benceno, considerandose el fenol uno de los principales
compuestos aromaticos sintéticos. A pesar de que compuestos como fenol y metilfenoles
pueden obtenerse del alquitran de la hulla, las reacciones de sintesis son su principal
fuente de produccion [27]. Los fenoles mas sencillos son liquidos o sélidos de bajo punto
de fusion con puntos de ebullicion bastante elevados. Generalmente son incoloros, sin
embargo, el grupo nitro es capaz de darles coloracion, ademas se oxidan con facilidad y

por tal razon tienden a encontrarse coloreados.
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A diferencia de los alcoholes, los compuestos fendlicos poseen caracteristicas acidas.
Tal acidez le confiere la solubilidad en soluciones basicas diluidas y permite la separacion
de un componente fendlico de una matriz por medio de un proceso de extraccion acido-

base.

La toxicidad de los compuestos fendlicos es conocida desde hace muchos afos
debido a su utilizacion como desinfectante [27]. La presencia de compuestos fendlicos
en aguas puede llegar a afectar a comunidades y poblaciones acuaticas. Para los seres
humanos, los fenoles son corrosivos cutaneos y se absorben con facilidad por la piel y
las mucosas, provocando un cuadro general caracterizado por fallo hepatico y renal. El
efecto crénico se presenta a largo plazo debido a la permanencia de los compuestos
fendlicos en los organismos y la toxicidad aguda se presenta en periodos cortos de

tiempo, caracterizada por una intoxicacién que produce la muerte del organismo.

La gama de aplicabilidad de los compuestos fendlicos los hace cada vez mas

atractivos en la industria. Entre los usos mas frecuentes se encuentran [27]:

e Conservantes para madera: la accién fungicida permite aplicarlos como conservantes
de madera.

e Plasticos, resinas y plastificantes: el fenol y sus derivados sencillos se emplean para
fabricacion de resinas para revestimientos.

e Colorantes: la formacién de complejos en reacciones de copulacidon genera
sustancias coloreadas.

e Detergentes: se utilizan en la fabricacién de detergentes por su actividad superficial.

e Desinfectantes: la actividad desinfectante es debida a su accion superficial y
coagulante.

e Medicamentos, perfumes y sabores.
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e Explosivos: algunos fenoles tienen propiedades detonantes.

Debido al gran uso de estos compuestos, se ha vuelto de interés el analisis y
caracterizacion de los mismos en distintas areas de investigacion. Entre las técnicas mas
destacadas para la determinacion de fenoles, se encuentran la Cromatografia de Gases

y la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.

3.4. Técnicas cromatograficas para identificacion y cuantificaciéon de

compuestos fendlicos

3.4.1. Cromatografia de Gases

Los métodos cromatograficos permiten la determinacion individual de cada fenol y en
general son mas sensibles y selectivos que la espectrofotometria UV-VIS. La
cromatografia de gases es una técnica ampliamente empleada para determinacion de
fenoles, debido a la eficacia en la separacion, rapidez del andlisis y sensibilidad. Aunque
la baja presion de vapor de los fenoles dificulta su andlisis por ésta técnica, existen
muchos métodos para su determinacion por cromatografia de gases. En esta técnica la
muestra es volatilizada e inyectada en la cabeza de una columna cromatografica. La
elucién se produce por el flujo de una fase maovil (gas inerte) que no interactia con el
analito, a diferencia de otras cromatografia; su funcion es Unicamente la de transportarlo
a través de la columna. La retencién del analito en la columna se produce por la
interaccion con la fase estacionaria. En la cromatografia gas-solido los fendmenos de
adsorcion fisica generan un patron de retencion que permite la separacion de cada
componente de la muestra. Mientras que en la cromatografia gas-liquido, la distribucién
del analito entre la fase movil (gas inerte) y la estacionaria (liquido soportado en fase

solida inerte) es la responsable de la separacion [28].
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3.4.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

La cromatografia liquida de alta eficiencia se ha utilizado ampliamente para la
determinacién de fenoles [27]. En HPLC el analito pasa por la columna cromatografica a
través de la fase estacionaria, mediante el bombeo de la fase movil a alta presion a traves
de la columna. La muestra a analizar se introduce en pequefias cantidades y sus
componentes interactian y se retrasan diferencialmente dependiendo de las
interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria. El requerimiento de altas
presiones para alcanzar el caudal de eluyente adecuado trae como consecuencia que el
equipo necesario para HPLC sea mas sofisticado y costoso que el utilizado para otras

cromatografias [28].

Los componentes fundamentales de un cromatdgrafo de liquidos de alta eficiencia son
(Figura 6) [28]:

e Recipiente para la fase movil: un equipo moderno de HPLC contiene uno o varios
recipientes con capacidad de 200 a 1000 mL. Los recipientes estan conectados a un
desgasificador para eliminar los gases disueltos en los solventes.

e Sistema de bombeo: un sistema de bombeo 6ptimo debe cumplir con requisitos como
generacion de presiones por encima de 6.000 psi, flujo libre de pulsaciones, intervalo de
caudales de 0,1 a 1 mL/min, control y reproducibilidad del caudal.

e Sistema de inyeccibn de muestra: utiliza bucles de muestras, algunos son
intercambiables desde 5 a 500 pL.

e Columna: generalmente son tubos de acero inoxidable de diametro interno uniforme,
aunqgue se pueden encontrar de paredes de vidrio resistentes.

¢ Rellenos: existen dos tipos de rellenos, pelicular y de particula porosa. El primero es

empleado ampliamente en las precolumnas y no en las columnas analiticas. Las
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particulas porosas son de diametros entre 3 y 10 ym de materiales como silice, alumina,
resina sintética de poliestireno-divinilbenceno o resinas de intercambio iénico.

e Detectores: en HPLC no existen detectores tan universalmente aplicables como en
cromatografia de gases. Los detectores se basan en respuestas a una propiedad de la
solucion (indice de refraccion, constante dieléctrica o densidad) o en una propiedad de

soluto (absorbancia en UV, fluorescencia) que no son inherentes a la fase movil.

N
Bomba —
l Recipientes de solventes ‘ T l
v X
m Jeringa

Mezcla de Solventes
—
<«— Detector -“‘.jl:‘ DC !J—-@l )@—@§| 3@—@@@@'
Columna Precolumna

—

Valvula del inyector

Figura 6. Instrumentacién general de un equipo de HPLC [29]

La cromatografia liquida de alta eficiencia se aplica en diferentes modalidades,
dependiendo de las caracteristicas del analisis. Existen cuatro tipos de cromatografia
liquida de alta eficiencia [30], cromatografia de reparto, cromatografia de adsorcion,

cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de exclusion.

La cromatografia liquida de reparto involucra una fase estacionaria liquida, que
puede estar dispersa sobre un material inerte, o unida quimicamente al mismo. La

muestra a analizar se dispersa en la fase moévil y se reparte entre la fase movil y la
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estacionaria de acuerdo a su coeficiente de particion. El efecto que se logra es que la
fase estacionaria es despojada poco a poco del soluto por la fase mévil, resultando un
cambio en los tiempos de retencién de cada analito en la columna. En cromatografia de
reparto se puede trabajar en fase normal, empleando una fase estacionaria polar y una
fase movil no polar o poco polar; o en fase inversa, que seria utilizar una fase estacionaria

no polar y una fase movil polar.

En cromatografia de adsorcion, la separacion es llevada a cabo con una fase movil
liquida y una fase estacionaria solida, la cual adsorbe reversiblemente las moléculas de
soluto. La fase estacionaria puede ser polar, cuando la fase movil es no polar, o no polar
cuando sea utilizada una fase movil polar. Las moléculas del soluto compiten con las
moléculas de solvente por los sitios de adsorcion mediante una serie de equilibrios. Con
la finalidad de que sea adsorbida una molécula de soluto, una molécula de solvente debe
ser desplazada. Si se asume que el adsorbente posee una superficie polar, los
componentes no polares tendran poca afinidad por la superficie y no competiran con el

solvente, lo que se traduce en que no seran retenidos en la columna.

La cromatografia liquida de intercambio iénico involucra un proceso de sustitucion de
especies idnicas por otras. La fase estacionaria consiste en una matriz rigida, cuya
superficie lleva una carga neta (positiva o negativa) que genera los sitios de intercambio,
y un contra-ion intercambiable. El sitio de intercambio atraerd y mantendra al contra-ion
de la matriz y a los contra-iones en solucién, la atraccion entre los iones definira la

retencion en la columna.

La cromatografia de exclusiébn molecular, separa sustancias de acuerdo al tamafio y
forma de sus moléculas. Las moléculas pequefias quedan en los poros de la fase
estacionaria y las moléculas grandes pasan libremente a través de la columna. Asi, las

moléculas de mayor tamafo seran eluidas mas rapidamente.
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La técnica de HPLC se utiliza para la determinacién de muestras complejas de
fenoles, pero debido a que las concentraciones en algunas muestras son bajas, es
necesario llevar a cabo un proceso previo de extraccion o destilacion [27]. Se han
empleado varias fases estacionarias; sin embargo, las que han dado mejores resultados
son las de fases inversa y otras poco utilizadas de fase normal [27]. Los detectores mas
utilizados para un andlisis de fenoles por HPLC es el detector ultravioleta, por su
respuesta selectiva a 254 nm y 280 nm [27]. La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
permite la determinacion de fenoles a bajas concentraciones, siendo posible disminuir los

limites de deteccion a niveles de pg/L e incluso ng/L [27].
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4. ANTECEDENTES

A continuacion se presentaran en orden cronolégico algunos trabajos relacionados con
la extraccion y caracterizacion de las sustancias humicas provenientes de carbones,

técnicas de oxidacion de carbones e identificacion de fenoles en sustancias hlimicas.

Schwartz et al. (1968), realizaron un estudio para la extraccién de acidos humicos de
una fuente natural, como leonardita (forma oxidada del lignito), y de carbones
artificialmente oxidados. Encontraron que, el rendimiento de los acidos humicos extraidos
de ambas fuentes aumentaba de 8% a alrededor de 20% cuando se empleaba una
solucién béasica de una sal de sulfito (preferiblemente una sal de metal alcalino como
sodio o potasio) en lugar de la tradicional extraccion con hidroxido de sodio. Ademas, los
acidos humicos extraidos con la soluciéon de sulfito presentaron la propiedad de
permanecer en solucion con pH alrededor de 4,5, lo que aumenta su aplicabilidad en el
mundo de la agricultura [31].

Kdgel et al. (1985), caracterizaron la lignina de las capas de humus de suelos de
bosques a través de sus productos de oxidacion con 6xido cuprico empleando HPLC.
Para el andlisis utilizaron como muestras los restos de angiospermas y gimnospermas,
en los que identificaron 8 compuestos fendlicos. Los productos de oxidacion estuvieron
dominados por la presencia de compuestos de tipo aldehido (65,6 - 72,5%) [32].

Calemma et al. (1993), desarrollaron y patentaron un proceso para la produccion de
acidos humicos regenerados a partir de carb6n empleando una oxidacién continua, con
oxigeno o aire en fase seca, en un lecho fluidizado. Utilizaron carbones de tipo lignito,

sub-bituminoso y bituminoso que fueron sometidos a dos etapas de oxidacion, una
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preliminar y una posterior oxidacion del carbon pre-tratado. La oxidacion preliminar, fue
una oxidacion bajo leves condiciones de presion, temperatura y tiempo de reaccion que
elimina la cantidad de hidrégeno reactivo en 5 hasta 25% de su valor inicial, y la segunda
oxidacion fue en condiciones mas fuertes para producir los acidos humicos. Emplearon
diferentes valores en los pardmetros temperatura, presion de oxigeno y tiempo de
reaccion para determinar las condiciones Optimas para la produccién de &cidos humicos.
Encontraron un mayor rendimiento en la produccion bajo las siguientes condiciones: para
la primera etapa, temperaturas de 150-200°C, presion parcial de oxigeno entre 0,21y 6
atm, y tiempo de reaccion de 10-120 min. La segunda etapa mostré mejores rendimientos
bajo condiciones de temperatura entre 180-300°C, presion parcial de oxigeno de 0,21-6

atm y tiempo de reaccion entre 30 y 600 minutos [33].

Contreras, (1997), realizé un estudio de los acidos humicos extraidos de un carbon
sub-bituminoso venezolano, bajo condiciones variables de temperatura y tiempo, asi
como de los &cidos humicos regenerados obtenidos a partir de la oxidacion del carbén
con permanganato de potasio en medio alcalino bajo condiciones variables de
temperatura, tiempo y relacion carbon/KMnOs. Los Acidos Humicos (AH) y los Acidos
Humicos Regenerados (AHR) fueron caracterizados por medio de técnicas
espectroscopicas de RMN 'H y FT-IR, y el andlisis elemental. Concluyé que el aumento
en la temperatura y el tiempo incrementan el rendimiento de extraccion, asi para 80°Cy
24h obtuvo 2,35% mientras que para 26°C y 6h 1,10%. También determiné que la relacién
carbon/KMnOa4y la temperatura de oxidacion, influyen en el porcentaje de extraccién de
acidos humicos regenerados, argumentando que el exceso de oxidante y altas
temperaturas favorecen la ruptura de los acidos huamicos regenerados y los hace
susceptible a una degradacién oxidativa, disminuyendo el porcentaje de extraccion. La
caracterizacion de los AH y AHR demostré que estan constituidos por grupos acidos

carboxilicos, sistemas aromaticos y poliaromaticos, y cadenas alifaticas. Adicionalmente
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encontrd que el contenido de oxigeno en los AHR es mayor que en los AH, debido a la
cantidad de grupos funcionales acidicos regenerados en la oxidacion [18].

Olivella et al. (2002), realizaron el estudio de la fraccion de &cidos humicos de
leonarditas encontradas en Torrelapaja, Espafia, utilizando cromatografia de gases (CG-
MC) y técnicas espectroscopicas (XPS, XANES), para caracterizar la estructura del
carbon y la naturaleza de los compuestos de azufre que se encuentran presentes en este.
En este trabajo se encontraron en la estructura de acidos humicos de la leonardita,
productos de los compuestos como el tiofeno, metiltiofeno y benzotiofenos. Ademas
encontraron compuestos benzocarboxilicos y derivados fendlicos provenientes de la
lignina, demostrando asi que la predominancia de las formas oxidadas de azufre esta

ligada a la naturaleza oxidada de la leonardita estudiada [34]

Fong et al. (2006), realizaron un estudio para caracterizar los acidos humicos
derivados de carbon natural y carbén tratado con acido nitrico, para evaluar sus
propiedades como acondicionadores de suelos. Establecieron que utilizar extractantes y
concentraciones diferentes influye en el rendimiento de extraccion y las caracteristicas
de los acidos humicos, variando el contenido de cenizas, su acidez total, la presencia de
fenoles y grupos carboxilicos. Los acidos humicos con alto contenido de grupos
funcionales acidos y bajo contenido de cenizas son eficientes para la actividad biolégica
de las plantas y el suelo. El estudio devel6 que el tratamiento de carbén con acido nitrico
mejoro las caracteristicas de los acidos humicos y el rendimiento de la extraccion para

ser empleados en la agricultura [35].

Banach-Szott, (2007), definié cualitativa y cuantitativamente los compuestos
fendlicos presentes en los extractos de acidos fulvicos y himicos aislados de suelo
forestal. Empleando HPLC, determiné la identidad y concentracion de 11 compuestos

fendlicos (Figura 7), entre ellos compuestos de tipo vanilicos (vainillina y &cido
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vainillinico), siringicos (siringaldehido y acido siringico) y cinamilicos (acido ferudlico y
cafeico), los cuales emple6 como un pardmetro de humificacion del material vegetal.
Dentro de sus analisis encontré que los extractos de acidos humicos y falvicos difieren
cualitativa y cuantitativamente en su contenido fendlico. Ademas, el parametro de
humificacion fue mas alto para el extracto de acidos fulvicos que para el de &cidos
hamicos y éste valor decrece con la profundidad de la muestra [36].

No. Compuesto Férmula Quimica
COOH

1. Acido Galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzico)
HO OH
OH

COOH

2. | Acido Protocatecuico (4cido 3,4-dihidroxibenzoico) @
OH

OH
COOH

3. Acido Vanilico (acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico)
OCHs
OH

COOH

4, Acido Siringico (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico)

HsCO OCHa
OH
COOH

5. Acido p-Hidroxibenzoico (acido 4-hidroxibenzoico) @
OH
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No. Compuesto Férmula Quimica
CH=CH-COOH

6. Acido Cafeico (3,4-dihidroxi-trans-cinamico) @

OH

OH

CHO

7. Vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) @
OCHs
OH
HO
8. Siringaldehido (4-hidroxi-3,5-dimetixibenzaldehido)
HaCO OCHa

OH
COOH

OH
9. Acido 2,4-dihidroxibenzoico @
OH

CH=CH-COOH

10. | Acido Ferlico

(acido 4-hidroxi-3-metoxi-trans-cinamico) OCHs
OH

COOH
OH

11. | Acido Salicilico (acido 2-hidroxibenzoico)

Modificado al idioma espafiol de Banach-Szott, 2007 [36].
Figura 7. Patrones aplicados en el analisis cualitativo

y cuantitativo de los extractos fenélicos de Banach-Szott [36].

Kucerik et al. (2008), analizaron la influencia de la oxidacion de lignito con aire sobre
el rendimiento y caracteristicas fisicas y quimicas de los acidos humicos regenerados
(AHR). Determinaron que el tamafio de las particulas del carbon juega un papel

importante en la produccion de los acidos huamicos. Particulas de tamafios entre 0,5-
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0,125 mm arrojaron el mayor rendimiento de extraccion (23%); particulas de 1-0,5 mm
generaron el menor rendimiento (12%) y particulas menores a 0,125 mm un rendimiento
de 22%. Emplearon dos procesos de oxidacion con aire, en condiciones estaticas y
fluidas; y compararon el rendimiento de extraccion con los obtenidos en el analisis
anterior. Para la oxidacion en lecho fluidizado emplearon particulas de 0,5-1mm, y
obtuvieron una disminucion en el rendimiento de extraccion de AHR (-15%) a las 24h de
oxidacion con un posterior incremento (hasta 75%) transcurrido un tiempo de 120h. En
la oxidacion estatica observaron el mismo comportamiento pero con diferencias en los
rendimiento (desde una disminucion de -22%, hasta un aumento 17%). A pesar de tener
valores de rendimiento distintos las caracteristicas quimicas, determinadas por
Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR) y Cromatografia
Liquida de Exclusion Molecular (HPSEC) de los acidos humicos generados en todos los
casos, fueron muy similares. En andlisis de FT-IR mostré un aumento muy pequefio en
el numero de enlaces de tipo éster a temperaturas mayores a 80°C, lo cual produjo un
aumento significativo en peso molecular segun el anélisis de HPSEC. Concluyendo con
esto que los parametros estudiados (temperatura, tamafio de particula y método de
oxidacion) influyen significativamente en el porcentaje de extraccion de AHR, no siendo
asi para sus caracteristicas quimicas [37].

Banach-Szott et al. (2008), determinaron el contenido de compuestos fendlicos en
extractos de acidos fulvicos e hidrolizados de acidos humicos, de muestras organicas y
minerales de suelos forestales de Eslovaquia, en funcidon de su grado de madurez y
propiedades. Los compuestos fendlicos fueron identificados utilizando HPLC,
demostrando que las fracciones de acidos falvicos mostraron un mayor contenido de
aldehidos y acidos fendlicos, en comparacion con los hidrolizados de acidos humicos
[38].

Asing et al. (2009), realizaron un estudio comparativo de las caracteristicas quimicas

de los acidos humicos extraidos de muestras de carbones sub-bituminosos de Mukabh,
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Sarawak; productos comerciales de acidos humicos, provenientes de leonardita; turbas
humificadas y varios tipos de abono. Encontraron una variacion de 1,5% a 11,1% del
contenido de acidos humicos en las muestras de carbdn sub-bituminoso, mientras que
en el compost se encontré de 4,2% a 16,5%. La turba humificada y la leonardita comercial
contenian 31,6% y 58,5% respectivamente. Determinaron la acidez total de los &cidos
hamicos en el compost a través de titulacion empleando hidréxido de bario (Ba(OH)2), la
cual varié entre 5,6 y 9,5 meqg/g. Para los grupos carboxilicos realizaron una titulacion
con acetato de calcio (Ca(CH3sOOC)2), obteniendo un rango de 1,9 a 3,5 meg/g. Los
grupos fendlicos fueron determinados por la diferencia entre la acidez total y los grupos
carboxilicos, arrojando resultados de 3,5 a 6,2 meqg/g. El analisis por FT-IR de los acidos
hamicos extraidos de los carbones, la leonardita y el compost, demostro la presencia de
los principales grupos estructurales, tales como H enlazado a OH, carbonilo (C=0),
componentes alifaticos CH2 y CHsz y los enlaces carbono-carbono de los anillos
aromaticos. [39]

Oduber, (2013), realizé una caracterizacion geoquimica de las sustancias humicas
extraidas de lignitos de la Formacién Uramaco (Plioceno), Venezuela, con la finalidad de
determinar el contenido de compuestos parcialmente téxicos, especificamente
compuestos fendlicos. Determindé un aumento en el contenido de carbono total en los
acidos humicos en comparacion a los acidos fulvicos, debido al alto grado de
polimerizacion que poseen. Posteriormente realizé un analisis por FT-IR donde demostré
un menor contenido de grupos carboxilicos y fendlicos en los acidos humicos, resultando
asi las fracciones de acidos flulvicos con mayor acidez total. Identificé y cuantifico,
mediante HPLC, el acido galico y la vainillina en los extractos de acidos humicos y acidos
falvicos, obteniendo un mayor contenido de estructuras fendlicas en las fracciones de
acidos fulvicos. Con estos analisis concluyo que la fraccion de acidos humicos extraida
de lignitos, es ideal para emplearse como fertilizante organico debido que se encuentra
en gran proporcién y posee mucha menor cantidad de compuestos fendlicos que los

acidos fulvicos [40].
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5. ZONA DE ESTUDIO

La localidad tipo de la Formacién Quebraddn se encuentra en la Quebrada Quebradon,
cerca de Batatal, estado Miranda (Figura 8) [41]. El espesor de esta formacion en su
seccion tipo es de 1.070 m, disminuye a 750 m en el este y aumenta a 1.370 m en el
oeste. Esta formacién se extiende a lo largo del borde norte de la cuenca de Guarico,
desde Sabana de Uchire hasta las cercanias de San Carlos hacia el oeste. De acuerdo
a Macsotay (1997) [41], diferentes investigaciones han reportado edades para esta

formacion, quedando restringida a Oligoceno terminal-Mioceno medio.

La formacion Quebraddn consiste dominantemente en lutitas mal estratificadas, poco
consolidadas y facilmente erosionables, de color variable entre azul-gris, marrén rojizo y
gris oscuro a negro, en partes carbonaceas, con lignitos delgados intercalados
localmente. Se encuentran interestratificadas areniscas de color marron claro de grano
fino a grueso, usualmente impuras. Se reportan también areniscas con cementos
calcareos, conteniendo minerales ferromagnesianos, plagiocasa, filita y minerales
opacos. En la parte media de la seccidbn se observan algunas capas gruesas de
conglomerado. En el area occidental de los afloramientos (estado Cojedes, Guarico
noroccidental y Aragua), la formacién desarrolla un miembro basal arenoso denominado

Miembro Galera, el cual presenta un espesor en su seccion tipo de 800 m. [41].

La importancia econémica de esta formacion radica en la explotacién rudimentaria de
algunos horizontes de carbén en las minas de Taguay y en el aprovechamiento del
miembro Galera (miembro basal dominante arenoso) en la construccion de la represa del

rio Tiznado, en el estado Guarico [41].



29

Mar Caribe

Venezuela

Formacion Quebradon 100 km Colombia

Brasil

Figura 8. Ubicacion de la seccidn tipo de la Formacion Quebradon [41]

La cadena montafiosa de Fila Maestra alcanza alturas entre 500 y 700 m sobre el nivel
del mar, y est4 conformada por rocas sedimentarias pertenecientes a las formaciones
Naricual y Quebraddn [42]. Moreno et al. (1995) [42] demostraron que el carbén de Fila
Maestra durante su formacion tuvo aporte tanto de materia organica rica en precursores
de n-alcanos livianos como de materiales vegetales lefioso (precursores de n-alcanos de
alto peso molecular). La mayor contribucién de este ultimo material le confiere al carbon

de Fila Maestra un caracter predominantemente humico.
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Figura 9. Ubicacion de la zona de estudio, Fila Maestra [42].

Figura 10. Talud de la mina en Fila Maestra.
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Figura 12. Capa de carbdn fallada en la mina.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1. Descripcion de las muestras

La recoleccion de las muestras se realizé en el mes de enero del afio 2012 en el
yacimiento de Fila Maestra. Fueron tomadas dos muestras del mismo manto de carbon
observando sus caracteristicas fisicas. Estas caracteristicas no demuestran
convincentemente el grado de meteorizacion, pero dan un indicio del mismo. De esta
manera las muestras fueron clasificadas preliminarmente como carbén fresco y carbén

meteorizado (Tabla 4) y fueron tomados alrededor de 2 Kg de cada una de ellas.

Tabla.4 Identificacidon de las muestras

Tipo de Muestra Rotulaciéon
Carbon Fresco AAS-1
Carboén Meteorizado AAS-2

La muestra AAS-1 (Figura 13) presentd un color negro mas brillante y una mayor
compactacion aparente. Mientras que la muestra AAS-2 (Figura 14) mostro
desmoronamiento con mayor facilidad y una coloracién negra mas opacay algunas zonas

de coloracion terrosa.

Figura 13. Tipo de muestra de carbdn fresco
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Figura 14. Tipo de muestra de carbon meteorizado

6.2. Tratamiento de las muestras

Con la finalidad de garantizar la representatividad de las muestras, éstas fueron
sometidas a un proceso de preparacion. Inicialmente se limpiaron y secaron, fueron
pulverizadas empleando un pulverizador Shatterbox, seguidamente se tamizaron con
tamices de 60 y 120 mallas para obtener muestras con un diametro de particula entre
0,25 y 0,125 mm [43]. Segun Kucerik et al. (2008) [37], este tamafio de particulas de
carbon genera un mayor rendimiento en la extraccion de acidos humicos. Posteriormente
a las muestras AAS-1y AAS-2 se les realizaron los andlisis inmediatos y la determinacion
del grado de oxidacion. La muestra AAS-1 fue sometida a un proceso de oxidacion
artificial monitoreado con la norma NTC 5556 [44], la muestra obtenida a partir de la
oxidacion de AAS-1 fue nombrada como AAS-3. Finalmente, las muestras AAS-2 (carbén
meteorizado) y AAS-3 (carbon oxidado artificialmente) fueron sometidas a un proceso de
extraccion de acidos humicos, extraccion de fenoles e identificacion de los mismos
mediante HPLC.
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6.3. Anédlisis inmediatos

Para la determinacion de componentes que permiten clasificar el carbon estudiado
segun los rangos propuestos en la American Society for Testing Materials (ASTM), se

realizaron los analisis de humedad, cenizas, materiales volatiles y carbono fijo.
6.3.1. Humedad (ASTM D-3173)

Se pes6 1,000 g de ambas muestras pulverizadas y se llevaron a la estufa por 1 hora
a 105°C en crisoles de porcelana previamente pesados. Posteriormente se pesaron los
residuos en frio y se llevaron a la estufa nuevamente hasta alcanzar peso constante. Este
procedimiento se realizo por triplicado para cada muestra. El contenido de humedad fue

determinado por pérdida de peso empleando la siguiente formula.

%Hum = (Po - Pf) * 100
Po

Donde:  %Hum: Porcentaje de Humedad.
Po: Peso inicial de la muestra.

Ps: Peso final de la muestra.

6.3.2. Cenizas (ASTM D-3174)

Se peso6 1,000 g de ambas muestras pulverizadas y se llevaron a la mufla a 750°C
por 4 horas, posteriormente los residuos se pesaron en frio y se llevaron a la mufla

nuevamente hasta obtener peso constante. Este procedimiento se realiz6 por triplicado
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para cada muestra, la determinacion de cenizas se realizé por pérdida de peso utilizando
la siguiente expresion.

%Cen =|PosLH - (PoeLx - Pr)| * 100
Po

Donde: %Cen: Porcentaje de Cenizas.
PosLH: Peso inicial de la muestra (base libre de humedad).
Po: Peso inicial de la muestra.

Ps: Peso final de la muestra.

6.3.3. Material Volatil (ASTM D-3175)

Se pes6 1,000 g de ambas muestras de carbdn y se colocaron dentro de un crisol de
porcelana, se llevaron a la mufla a 950°C por 7 minutos; una vez transcurrido este tiempo,
se dejaron enfriar las muestras y se pesaron. La determinacion se realizd por triplicado

para cada muestra y el contenido de material volatil fue calculado de la siguiente manera:

%M.V = (Po - Pf) * 100

Po

Donde: %M.V: Porcentaje de Material Volatil.
Po: Peso inicial de la muestra.

Ps: Peso final de la muestra.
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6.3.4. Carbono Fijo

Para cada muestra fue calculado por triplicado el carbono fijo, por diferencia con

base en el 100% de la muestra y el porcentaje de los tres ensayos anteriores.

%C.F. = 100% - (%Hum+%Cen+%M.V.)

Donde: %C.F: Porcentaje de Carbono Fijo.
%Hum: Porcentaje de Humedad.
%Cen: Porcentaje de Cenizas.

%M.V: Porcentaje de Material Volatil.

6.4. Determinacién del grado relativo de oxidacion (NTC 5556)

Con el propdsito de caracterizar las muestras de carbdén y monitorear el avance del
proceso de oxidacion artificial de la muestra AAS-1, se emple6 la metodologia extraida
de la Norma Técnica Colombiana 5556 [44], para la determinacion del grado relativo de
oxidacion. Esta metodologia es una traduccion al espariol idéntica a la norma ASTM
D5263-93 (01), que consiste en un ensayo rapido, sencillo, reproducible y econémico.
Para aplicarla se pesé 1,000 g de cada muestra de carbdn en vasos de precipitado de
400mL. Cada muestra se trat6 con 100 mL de NaOH 1M y una gota de un agente
surfactante (jabén comercial). Las soluciones se calentaron a 98°C durante 3 minutos
con agitacion constante. Transcurrido este tiempo se llevé hasta ebullicion por 3 minutos,
agitando ocasionalmente. Las suspensiones obtenidas fueron filtradas y posteriormente
se midio el porcentaje de transmitancia de cada una, a 520 nm en un espectrofotdmetro
Spectronic 20. Para calibrar el 100% de transmitancia se utilizé un blanco de NaOH 1M

que fue tratado de igual forma que la muestra. Este analisis esta basado en que el carbon
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oxidado es parcialmente soluble en soluciones alcalinas, dando como resultado una
solucién coloreada (marrén). La intensidad de la coloracién es proporcional a la cantidad

de carbén oxidado.

Esta determinacion se realiz6 por triplicado para cada muestra. Para la obtencion del
grado relativo de oxidacion de la muestra, se determind la transmitancia a un paso optico

de 17mm a partir de las siguientes expresiones.

Ai7 = Ax (17mm / bx)
Ti7= (10*7)* 100

Donde:  Ai7: Absorbancia a 17mm de paso de luz.
T17: Transmitancia (calculada) a 17mm de paso de luz.
Ax: Absorbancia obtenida experimentalmente a 520nm.

bx: Paso éptico utilizado experimentalmente (mm).

Obtenido el valor de Tai7, se determiné el grado relativo de oxidacion del carbén

segun la tabla siguiente (Tabla 5):

Tabla 5. Pardmetros para determinacion de grado relativo

de oxidacion de carbon [44]

Transmitancia a 520nm,
paso de luz de 17 mm
>90 Carbo6n no oxidado

80-90 Carbén posiblemente oxidado
<80 Carbdn oxidado

Interpretacion
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6.5. Oxidacién de la muestra de carbon fresco (AAS-1)

Para el proceso de oxidacion artificial, se emplearon 4 capsulas de porcelana con 25
g de carbon esparcido en cada una, para un total de 100 g de carbon. Estas cdpsulas
fueron introducidas en un horno con regulacion de temperatura al cual se le hizo pasar
una corriente de aire humedo. La oxidacion se llevé a cabo a 80°C durante 18 dias, y su
progreso fue monitoreado empleando la Norma Técnica Colombiana 5556 [44]. A partir

de este proceso se obtuvo una muestra de carbdn oxidada, la cual se denominé AAS-3.

6.6. Extraccién de acidos humicos de AAS-2 y AAS-3

La extraccion de acidos humicos a partir de las muestras de carbon, fue llevada a cabo

de acuerdo al diagrama que se muestra en la Figura 15.

Muestras de Carbén

¥
Extraccion con KOH 0,5 M/24 h

v v
Liquido (1) Residuo S6lido (1)
Acidos Himicos .
Acidos Fiilicos Huminas
_ Liquido (2)
¥ ™ Acidos Filvicos

Acidificacién con HCI
6M/24 h (hasta pH=1)

h 4

Residuo Sdlido (2)
Acidos Humicos

Figura 15. Procedimiento experimental de extraccion de acidos humicos
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Las muestras de carbéon alterado fueron sometidas a un proceso de extraccion con
KOH 0,5 M, el cual es mejor agente extractante que el NaOH, segun Fong et al (2006)
[35]. Inicialmente, 3 alicuotas de la muestra AAS-2 (de 30g cada una), fueron tratadas
con 150 mL de agente extractante. En vista de que la relacidén carbdn/extractante (1:5 en
p/v) no rindi6 lo valores adecuados de extraccion de &cidos humicos, se pesaron
adicionalmente 4 alicuotas mas de 10g de AAS-2 y se trataron con 150 mL solucién de
KOH 0,5M. Para la extraccion de acidos humicos de AAS-3, se tomaron 8 alicuotas de

10g y cada una fue tratada con 150 mL de extractante.

En el proceso de extraccion, cada réplica fue agitada durante 1 hora y se dejé reposar
por 24 horas. La suspension obtenida fue filtrada por succién, con ayuda de una bomba
de vacio obteniendo una solucién coloreada (marrén). La solucién obtenida fue
acidificada con HCI 6M hasta alcanzar pH 1 y se dejo reposar por un tiempo de 24 horas.

Finalmente se obtuvo un precipitado color marrén, correspondiente a los &cidos himicos.

Los acidos humicos fueron purificados empleando la metodologia de Ramirez et al.
(2011) [45], en la cual el sdlido (acidos humicos) es tratado con HCI 0,06 M durante 12h
y lavado con agua desionizada, posteriormente centrifugado y secado al aire para su

cuantificacion.

6.7. Extraccién de compuestos fendlicos

Una alicuota de los acidos humicos (Tabla 6) obtenidos de la extraccion descrita en el
item anterior, fue tratada con 10 mL de HCI 6M durante 16h en un sistema de reflujo a
120 °C, esto se realizd con la finalidad de obtener los acidos humicos hidrolizados
solubles en acido. Una vez obtenida los compuestos hidrolizados, la solucion fue tratada

con acetato de etilo para extraer los compuestos fendlicos en tres extracciones de 30 mL
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cada una. El solvente de la capa orgénica producto de la extraccion, fue volatilizado por
completoy el residuo se re-disolvié en metanol grado HPLC hasta completar una solucion
de 5 mL, obteniendo de esta forma un extracto fendlico listo para el andlisis cualitativo y

cuantitativo.

Tabla 6. Cantidad de &cidos humicos empleada en la hidrélisis

Muestra | AH + 0,001 g
AAS-2 0,447
AAS-3 1,502

6.8. Identificacion y cuantificacion mediante HPLC

El andlisis cromatografico de las muestras fue llevado a cabo empleando un sistema
HPLC Agilent Serie 1200 (Figura 16) con bomba cuaternaria y detector de arreglo de
diodos con deteccion multiple de longitudes de onda. La columna utilizada fue una
Columna Zorbax-eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm — 5 micrometros). La fase movil
consistié de un eluente A: H20:CH3sCN:CH3COOH (84:14:2) y un eluente B: CHsCN. Las
muestras estuvieron conformadas por 1 mL de extracto fendlico (ver 5.8) y 1 mL del

eluente A. La deteccién se realiz6 a 254 nm.

Figura 16. Sistema HPLC Agilent Serie 1200
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Para los andlisis cualitativos y cuantitativos fueron empleados los patrones acido
gélico, &cido salicilico y la vainillina. La identificacion se realiz6 a partir de la comparacion
de tiempos de retencion de los picos observados en las muestras con los tiempos de
retencibn de estos compuestos patrones. Los compuestos identificados

satisfactoriamente fueron cuantificados a través de una curva de calibracién externa.

6.9. Identificacion tentativa complementaria de compuestos fenélicos

En vista de que la metodologia de identificacion de compuestos fendlicos, fue una
recreacion de la investigacion de Banach-Szott [36], se realiz6 una comparacion teérica
empleando los tiempos de retencion del cromatograma de compuestos fendlicos
utilizados por la autora, y los tiempos de retencibn de los picos obtenidos
experimentalmente, para establecer una lista de posibles compuestos presentes en las
muestras de carbon estudiadas. Esto se realizd con la finalidad de complementar de
manera tentativa la informacion de identificacién de fenoles, ya que no se cont6 con los

patrones suficientes para caracterizar los mismos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Anédlisis inmediatos

La Tabla 7 muestra los valores promedio de porcentaje de humedad (%Hum),
porcentaje de material volatil (%0M.V.), porcentaje de cenizas (%Cen) y porcentaje de
carbono fijo (%C.F).

Tabla 7. Andlisis Inmediato de las muestras

Parametro AAS-1 (*) AAS-2 (*)
%Hum 48+0,1 4,26 + 0,09
%M.V. 54+1 52+ 1
%Cen 3,52 £ 0,08 2,37 £ 0,06
% C.F. 371 42 2

(*) Valores promediados de tres réplicas
%Hum: %p/p de Humedad

%M.V: %p/p de Material Volatil

%Cen: %p/p de Cenizas

%C.F: %p/p de Carbono Fijo

Los valores de porcentaje de humedad, material volatil y cenizas son ligeramente
mayores en la muestra AAS-1, en comparacién a la muestra AAS-2. Por su parte, el
contenido de carbono fijo es mayor para AAS-2 que para AAS-1, esto es consecuencia
de los 3 primeros parametros mostrados en la Tabla 7, pues el carbono fijo se determina
por la diferencia de %Hum, %M.V y %Cen con base en 100% (item 6.3.4).

Los resultados de estos analisis permiten clasificar a ambas muestras de carbén como
bituminoso con alto contenido volatil A, segun la ASTM (Tabla 2). Las muestras fueron

tomadas del mismo manto, por lo que se asume que la materia organica que le dio origen
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al carbon fue la misma. Sin embargo, en la Tabla 7 se observan ligeras variaciones en

los parametros geoquimicos.

El aumento en el contenido de humedad de la muestra AAS-1, puede atribuirse a una
mayor cantidad de grupos funcionales oxigenados que aumentan la polaridad [46]. Los
grupos funcionales oxigenados incrementan la adsorcion de moléculas de agua a la
macro estructura mediante interacciones dipolo-dipolo, produciendo asi un aumento en
el porcentaje de humedad. La meteorizacidon del carbon causa incremento en la adsorcion
de agua, mas no hay una correlacion entre el incremento de humedad y el grado de
oxidacion [46]. Por tal razén, a pesar de que los carbones oxidados tienden a poseer
mayor contenido de humedad asociado, el aumento en el porcentaje de humedad de

AAS-1 no es indicativo de que ésta se encuentre mas oxidada que AAS-2.

En su investigacion, Moreno (1990) [47], determind las muestras de Carboén de Fila
Maestra como carbén sub-bituminoso A, reportando una humedad de 7%, cenizas 15%,
material volatil 36% y carbono fijo 42%. Por otra parte, Moreno et al. (1995) [42],
clasificaron el carbon de la Capa 4 de Fila Maestra como bituminoso de alto contenido
volatil B y C; La muestra que estudiaron reporté un porcentajes de humedad de 9,3%, y
de cenizas 2,5%. Los contenidos de humedad y cenizas para ambas investigaciones
difieren entre si y con respecto a las muestras de este trabajo, por tal motivo las
clasificaciones resultan diferentes. Los porcentajes de humedad y cenizas de AAS-1y
AAS-2 son menores que los de la literatura referente. Sin embargo las muestras entran
dentro del mismo tipo de carboén (bituminoso) que refieren Moreno et al (1995) [42]. La
diferencia entre las clasificaciones encontradas en la literatura y en este trabajo, puede
deberse al espesor de la secuencia de carbén, ya que los carbones mas profundos

experimentaron una mayor madurez térmica.
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7.2. Determinacién del grado relativo de oxidacion

La Tabla 8 presenta la transmitancia medida (T) y la calculada a un paso Optico de
17mm (T17), tal como lo establece la Norma Técnica Colombiana 5556 (NTC 5556) [44].
El valor de Ti7 fue interpretado empleando la Tabla 6, obteniendo asi que ambas
muestras de carbon se encuentran oxidadas. La NTC 5556 establece que a menor
transmitancia mayor es el grado de oxidacion, por lo que se puede asumir que la muestra

AAS-2 se encuentra ligeramente mas oxidada que la muestra AAS-1.

Tabla 8. Grado relativo de oxidacion de las muestras de carboén

Muestra T (%) T17
AAS-1 39+1 20,2+0,9
AAS-2 281 11,5+0,7

El grado relativo de oxidacion, bajo la metodologia de la NTC 5556, depende de la
intensidad del color producido por los acidos himicos en solucion alcalina [44]. Una
coloracion mas intensa es asociada a una menor transmitancia y a su vez a un grado
relativo de oxidacidon mayor. La poca diferencia entre los parametros geoquimicos
determinados en el item 6.2, y entre los valores de T17, reiteran que las muestras AAS-1
y AAS-2 son de niveles de meteorizacién similares entre si, a pesar de que las
caracteristicas fisicas de las muestras de carbdn parecian indicar que existia una

diferencia mas significativa.

7.3. Oxidacion de la muestra de carbén fresco (AAS-1)

El proceso de oxidacién se llevé a cabo durante 18 dias, durante los cuales fue medido

el grado relativo de oxidacion de la muestra para monitorear el avance. En la Tabla 9 se
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aprecia el progreso de la oxidacién de la muestra AAS-1. El andlisis realizado para el
monitoreo del proceso permite establecer que al lograr un porcentaje de transmitancia de
aproximadamente cero en el dia 18 de la oxidacion, esta garantizado que la muestra esta

lo suficientemente oxidada como para detener el proceso.

Tabla 9. Proceso de oxidacion de AAS-1

Temperatura £ 1 (°C) | Tiempo (Dias) %Transmitancia T17 (%)
0 39+1 20,2+0,9
80 10 2,7+0,6 0,3+0,1
13 1,7+0,6 0,1+0,1
18 0 ~(

(*) T17 involucra una funcién logaritmica, cuando %T es cero, Ti7 tiende a 0

La oxidacién del carbén a baja temperatura (T<100°C) es considerada un fendbmeno
que ocurre principalmente en la superficie interna de los poros del carbon. Este proceso
involucra el consumo de oxigeno, la formacion de complejos solidos oxigenados, la
descomposicion térmica de dichos complejos y generacion de gases y solidos productos
de la oxidacion [48]. La literatura reporta que a medida que el proceso de oxidacion
avanza, los complejos y productos solidos disminuyen el consumo de oxigeno debido a
la acumulacion de los mismos sobre la superficie del carbon. En la Tabla 9 se aprecia
que el valor de T17 en los dltimos 8 dias de oxidacion no varia significativamente, lo que
se traduce en una disminucién del proceso de oxidaciéon debido al decrecimiento en la
interaccion del oxigeno del aire con los sitios reactivos del carb6on por la acumulacion del

producto.

Segun Haihui et al. (2003) [48], numerosos investigadores han reportado, dentro de
los productos de oxidacion de carboén, especies aromaticas y alifaticas con grupos
funcionales de tipo hidroxilo (-OH), carbonilo (-CO), carboxilo (-COOH) y éter (-COC-).

Particularmente, para carbones de tipo bituminoso con alto contenido de volatiles, se ha
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reportado la formacién de grupos como carbonilo y éteres posterior a la oxidacién a
temperaturas de 100°C [48] [49]. Una vez que transcurre el tiempo suficiente la oxidacion
progresa hasta penetrar en lo mas profundo de la estructura del carbon para formar

acidos humicos [50].

7.4. Extraccion de acidos humicos de AAS-2y AAS-3

Tal como fue explicado en el item 6.6, la extraccion de acidos humicos fue llevada a
cabo en las muestra de carbon AAS-2 y AAS-3. A partir de este proceso se obtuvieron

los resultados mostrados en la Tabla 10.

Tabla 10. Rendimiento de extraccion de AH y porcentaje de residuo insoluble.

Muestra %AH (p/p) %Residuo insoluble (p/p)
AAS-2 0,35+ 0,06 97,85 £ 0,06
AAS-3 3,8+ 0,7 93,7+0,7

AAS-2 muestra de carbon meteorizado
AAS-3 muestra de carbon producto de la oxidacion de AAS-1

Las sustancias humicas estan compuestas por acidos humicos, acidos fulvicos y
huminas. En la Tabla 10 se muestra el porcentaje promedio de residuo insoluble obtenido

de la extraccion de acidos humicos, en este residuo se encuentran las huminas.

El residuo insoluble representa mas del 90% de la muestra de carbon. La literatura
refiere que la fraccién de huminas corresponde a mas del 50% [51], debido a que se
encuentra constituida por acidos humicos tan intimamente unidos a la parte mineral del
suelo que no se puede separar de ella, asi como también por sustancias humicas de alta
condensacion y contenido de carbono mayor al 60%. El porcentaje de acidos fulvicos no

fue determinado debido a que dicha fraccion no fue aislada para esta investigacion.
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El mayor porcentaje de extraccion de AH corresponde a la muestra de carbon AAS-3
(3,8%). La cantidad de acidos humicos depende de la naturaleza de la materia organica
que dio origen al carbon y del método de extraccidon, entre otros. Debido a que las
muestras de carbon fueron tomadas del mismo manto y han sido sometidas al mismo
proceso de extraccion, la diferencia en el rendimiento de &cidos humicos es debida
probablemente al proceso de oxidacién artificial al cual fue sometida la muestra AAS-1
para generar la AAS-3. El rendimiento porcentual de AAS-3 supera en aproximadamente
10 veces el rendimiento obtenido para AAS-2. Este resultado viene dado por la formacion
de acidos humicos regenerados en la oxidacién debido a la incorporacion de grupos
oxigenados a la macro estructura del carbon [50].

El rendimiento de extraccion de acidos humicos depende del agente extractante y su
concentracion, como lo establecen Fong et al (2006) [35]. Segun este investigador el KOH
0,5 M genera un rendimiento de extraccion alrededor del 16%; en este caso se obtuvo un
rendimiento promedio de 3,8% en la muestra AAS-3. Las diferencias pueden venir dadas
por el rango evolutivo de los carbones estudiados en cada caso, ya que mientras menor

es el rango, mayor es el contenido de sustancias himicas presentes.

Los contenidos de AH en la bibliografia, sefialan rangos muy diversos dependiendo de
la fuente de extraccion. Para carbon de Fila Maestra, Contreras (1997) [18] encontr6
rendimientos de extraccion de acidos humicos (AH) que varian desde 1,10 % a 2,35%,
para carbones oxidados de manera natural; mientras que para carbones oxidados con
permanganato de potasio reporta rendimientos de extraccion de acidos humicos
regenerados (AHR) entre 0,87% y 14%. Jiménez (1999) [26], estudid el rendimiento de
extraccién de AH para carbones de tipo bituminosos de alto volatil Ay C, obtuvo valores
de 2,57% y 3,55% respectivamente; mientras que al someter estas muestras a oxidacion
con acido nitrico, y otros agentes obtuvo rendimientos de hasta 81% de extraccion de

AHR. Adicionalmente estudié un carbén de tipo Sub-bituminoso B, cuyo porcentaje de
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extraccion de AH fue de 46,5%, concluyendo que los carbones de alto rango (bituminoso)
no son los mas apropiados para la extraccion de &cidos hiumicos a menos que se sometan
a un proceso oxidativo agresivo, mientras que los de bajo rango (sub-bituminoso)
presentan altos contenidos de AH. Olivella et al (2002) [34], para carbones de Aragon,
Espafia, para muestras de leonardita (forma oxidada de lignito) obtuvieron 79% AH. Para
el caso de Asing et al. (2009) [39], encontraron que en muestras de carbones sub-

bituminosos de diferentes procedencias, el contenido de AH varia de 1% a 11%.

Los carbones tratados en esta investigacion fueron clasificados como bituminosos alto
volétil A, y los porcentajes de extraccion de AH y AHR son comparables con los de
Jiménez (1999) [26], concluyendo asi que el proceso oxidativo, a pesar de aumentar
aproximadamente diez veces el rendimiento de extraccion de acidos humicos de AAS-3
en comparaciéon a la muestra AAS-2, no fue lo suficientemente agresivo como para

emplearlo como metodologia para produccion de &cidos humicos regenerados.

6.5. Identificacion y cuantificacion mediante HPLC

Posterior a la hidrélisis acida, los fenoles fueron extraidos de los acidos humicos
hidrolizados tal como se describié en el item 5.7. El pH de los extractos fendlicos se
encontré entre 4 y 5 para ambas muestras, corroborando asi que son muestras admitidas
para la columna analitica (pHadmiido= 2-8). Para la identificacion de los compuestos
fendlicos presentes en las muestras, se realizé la inyeccion de tres patrones, bajo las

condiciones descritas en el item 5.8.

Se prepararon soluciones de alrededor de 500 ppm de cada patron, empleando como
solvente el eluente A de la fase movil (ver 5.9). Para la vainillina y el acido galico se
realizaron diluciones de las soluciones madre. El acido salicilico no fue detectado a esta

concentracion, razén por la cual fue necesario preparar un patron de mayor
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concentracion, en este caso aproximadamente 2000ppm. Los patrones inyectados, sus
concentraciones y tiempos de retencion (tr), se describen en la Tabla 11.

Tabla 11. Analisis cualitativo de patrones de fenoles por HPLC

Patron Concentracion (mg/L) tr (Min)
Acido Galico 97 +2 1,779
Vainillina 2885 9,253
Ac. Salicilico 2036 £ 4 22,357

Los cromatogramas obtenidos durante la inyeccion de los patrones mencionados en

la Tabla 11, se muestran en las Figuras 17 y 18.
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Figura 17. Cromatograma de patrones de acido galico y vainillina
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A través de los cromatogramas fueron identificados los tiempos de retencion de los

patrones, y posteriormente se procedi6 a la inyeccion de los extractos obtenidos de los

acidos humicos hidrolizados bajo las mismas condiciones, obteniendo los cromatogramas

expuestos en las Figuras 19 y 20.
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Firgura 19. Cromatograma del extracto fendlico de la muestra AAS-2.
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Figura 20. Cromatograma del extracto fenélico de la muestra AAS-3

En los cromatogramas de ambas muestras, se pudieron identificar las sefiales para los
picos correspondientes al acido galico y la vainillina. En ninguna de las muestras se
observd el pico correspondiente al &cido salicilico. Esto puede deberse a que se
encuentra ausente 0 a que su concentracion en la muestra es menor al limite de deteccién
bajo las condiciones de trabajo. También es importante mencionar que en las muestras
existen sefiales definidas de compuestos fendlicos que no pudieron ser identificados

debido a la ausencia de patrones adecuados.

Una vez identificados los picos correspondientes a los patrones mostrados en la Tabla
11, se procedi6é a realizar la cuantificacion de los mismos a través de una curva de
calibracion externa (Anexo 14 y 15), elaborada a partir de patrones de acido galico y
vainillina en diferentes concentraciones (Anexo 13). Obtenidas las curvas de calibracion
externa se realizaron los calculos pertinentes para la cuantificacion de los compuestos
fendlicos de las muestras estudiadas. Los resultados de dicha cuantificacion se

encuentran reflejados en la Tabla 12.
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Tabla 12. Cuantificacion de los compuestos fendlicos por HPLC

Acido Gaélico Vainillina
Muestra
mg/L [ mg fenol/ Kg AH (*) mg/L mg fenol/ Kg AH (*)
AAS-3 (**) | 905+ 3 3013 +11 1406 + 14 4682 + 48
AAS-2 (**) | 1432 1598 + 24 449 + 2 5017 £ 44

(*)Cantidad de mg de compuesto fendlico por cada Kg de Acido Himico
(**) Valores promediados de tres réplicas.

Las concentraciones de acido galico y vainillina fueron calculadas empleando la
ecuacion de la curva de calibracion, utilizando los valores de area de cada pico
cromatografico (Anexo 12). Se observé una notable diferencia entre los valores de
concentracion de vainillina y acido galico de AAS-3 con respecto a AAS-2. La primera
mostré un aumento considerable en la concentracién de ambos compuestos fendlicos.
La determinacién de la concentracion de las especies esta afectada por diferentes
parametros, desde la cantidad de muestra tomada para el analisis hasta la extraccion de
los acidos humicos y de los compuestos fendlicos. Debido a que la cantidad de acidos
hamicos utilizada en la hidrélisis fue diferente para cada muestra, se calcul6 la cantidad
de compuesto fendlico por kilogramo de acido humico. A través de este parametro se
pudo hacer una comparacion mas efectiva entre las concentraciones de acido galico y
vainillina asociadas a las muestras de carbon. Para el calculo de este parametro se
emplearon los valores de concentraciones de &cido galico y vainillina, el volumen de
solucion de extracto fendlico y la masa de &cidos humicos sometida a hidrolisis (Anexo
16).

El pardmetro mg fenol/Kg AH (Tabla 12) demostrd que la oxidacion de la muestra AAS-
3 generd un aumento en la concentracion de acido galico de casi el doble. El 4cido gélico
es producto de la hidroxilacién del &cido p-hidroxibenzoico, por lo que el mayor contenido
de éste en la muestra AAS-3 reitera el mayor grado de oxidacion de la misma. Por su
parte, el parametro mg fenol/Kg A.H de la vainillina, revela valores muy similares en

ambas muestras, demostrando que el proceso de oxidacién no afecté significativamente
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la concentracion de este compuesto. La muestra AAS-3 presenta una ligera disminucién
de la cantidad de vainillina en comparacion a la muestra AAS-2, esto puede deberse a la

transformacién de la misma en acido vanilico producto del proceso de oxidacion artificial.

La composicion cualitativa de los compuestos fenodlicos depende del tipo de materia
organica y de su grado de descomposicion [36]. La lignina y sus productos de
degradacion, son la fuente mas importante de los compuestos fendlicos que participan
en la formacion de las sustancias humicas [39]. El grado de la transformacion de la lignina
puede monitorearse mediante el analisis de los compuestos fendlicos en las fracciones
del humus. Un indicador del grado de descomposicién puede ser el contenido de
compuestos de tipo vanilicos, cinamilicos y siringicos. En la Tabla 12 se aprecia el alto
contenido de vainillina, compuesto de tipo vanilico, lo cual puede hacer referencia a un
alto grado de descomposicion de la lignina en las muestras; sin embargo, este resultado
no es concluyente sin el andlisis del resto de los compuestos fendlicos que pudieran
indicar dicha descomposicién [53] [54].

Los aldehidos y acidos fendlicos liberados de la lignina en forma de compuestos
vanilicos, cinamilicos y siringicos son obtenidos respectivamente de los alcoholes de tipo
coniferilicos, cumarilicos y sinapilicos. La proporcion entre estos tres alcoholes en la
lignina depende de la especie de vegetacién [38]. La lignina de la vegetacion
gimnosperma muestra un alto contenido de compuestos de tipo vanilico, por los que el
alto contenido de vainillina en las muestras estudiadas hace referencia a la presencia de

este tipo de vegetacion en el material parental del carbon. [38] [55].

En la literatura se encuentran reportes de que el acido galico y la vainillina poseen una
solubilidad baja a 20 °C (1g/100 mL). Estos compuestos fendlicos son clasificados con
una nocividad leve; sin embargo, su lixiviacion al medio ambiente puede presentar

efectos secundarios [56] [57].
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6.6. Identificacion tedrica complementaria de compuestos fendlicos

Para la caracterizacion de compuestos fendlicos en los extractos de 4cidos humicos
hidrolizados, se recred el procedimiento experimental de Banach-Szott [36]. Las
caracteristicas de la columna cromatografica influyen en la resolucién y el tiempo de
ejecucion de la elucion, de tal manera que, en un sistema isocréatico (sin gradiente de
elucién) un aumento en la longitud de la columna, manteniendo el flujo constante, no
modifica los valores del factor de retencion pero genera aumento en tiempo de la corrida
y en la resolucion [58]. Por otra parte, en sistemas con gradientes de elucion la
modificacion en el tamafio de la columna en un factor x debe venir acompafiada por una
modificacion en el mismo factor x en el tiempo del gradiente, garantizando de esta manera
gue los valores del factor de retencion de cada especie permanezca constante [58]. En
el sistema empleado en este trabajo, se utilizé una columna cromatografica de 150mm
de longitud, mientras que en la investigacion de Banach-Szott se emple6 una columna
de 250mm. Al modificar el tamafio de la columna y no modificar el tiempo del gradiente
de elucidn, se producen cambios en los factores de retencion que se ven reflejados en la
variacion de los tiempos de retencién de los compuestos fendlicos. Algunas especies
muestran una disminucién en su tiempo de retencidn, mientras que otras presentan un

aumento con respecto al reporte de Banach-Szott [36].

A pesar de la variacion en la longitud de la columna y su influencia en el gradiente de
elucién y factor de retencién, los compuestos fendlicos utilizados como patrones en esta
investigacién presentaron el mismo orden de elucion que el de Banach-Szott [36], pero
mostraron tiempos de retencion diferentes. Tomando en cuenta la diferencia en los
tiempos de retencion de cada especie, se calculdé el porcentaje de variacion de los

mismos (Tabla. 13).
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Los tiempos de retencidbn muestran una disminucion para el acido galico y la vainillina,
mientras que para el acido salicilico se muestra un aumento. A simple vista no se aprecia
una tendencia en el porcentaje de variacion, por lo que se procedio a realizar un grafico
del porcentaje de variacion en funcion del tiempo de retencion reportado por Banach-
Szott [36], con la finalidad de establecer una tendencia matematica al comportamiento

observado (Figura 21).

Tabla 13. Variacion de los tiempos de retencién de los patrones

en funcion de los reportados por Banach-Szott [36].

Compuesto tr 8-s) (Min) (*) trexp (MiN) % variacion (**)
Ac. Galico 3,125 1,779 -43,1
Vainillina 10,625 9,253 -12,9

Ac. Salicilico 21,094 22,357 6,0

(*)tr &-s)t tiempos de retencién reportados por Banach-Szott [36] (Ver Anexo 17)
(**)Valores en negativo representan disminucién y en positivo aumento.
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Figura 21. Grafico del porcentaje de variacion de los tiempos de retencion

experimentales con respecto a los tiempos de retencién de Banach-Szott [36]

Los valores de porcentaje de variacion de los tiempos de retencion experimentales, en
el intervalo de tiempo comprendido entre la elucion del acido galico y la elucion del acido

salicilico, muestran una tendencia polinomica de segundo orden. Asumiendo que el
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comportamiento sea aplicable a este periodo de tiempo bajo las condiciones
experimentales de este trabajo, se puede calcular con la ecuacion de la curva los valores
tedricos de los tiempos de retencion de los patrones fendlicos que no fueron identificados

experimentalmente (Tabla 14).

Tabla 14. Valores teoricos de los tiempos de retencion,
calculados a partir de la ecuacion de la curva (Figura 21).

Compuesto tr @-s) (Min) | % Variacion (*) |ttesrico (min) (**)
Ac. Protocatecuico 4,531 -36,4 2,883
Ac. Vanilico 8,281 -20,8 6,556
Ac. Siringico 8,594 -19,7 6,901
Ac. p-hidroxibenzoico 9,062 -18,0 7,427
Ac. Cafeico 9,844 -15,4 8,329
Siringaldehido 13,281 -5,5 12,547
Ac. 2,4-dihidroxibenzoico 14,062 -3,7 13,542

tr 8-5): Tiempos de retencion reportados por Banach-Szott [36]
(*) Calculados a través de la ecuacion cuadratica del grafico (Figura 21)
(**) Calculado con base en %Variacion y tr @-sy:

Empleando los tiempos de retencidén teodricos de la Tabla 14, se evaluaron los
cromatogramas de las muestras para buscar sefiales representativas (Figuras 22 y 23).
Se encontraron picos cromatograficos con tiempos de retencion similares a los
calculados, especialmente para la muestra AAS-3, la cual mostr6 mayor niumero de
compuestos fendlicos que la muestra AAS-2 (Tabla 15), lo que se atribuye al proceso de
oxidacion artificial ya que esta muestra present6 un mayor grado de oxidacién relativa

(Tabla 9) y un mayor rendimiento de extraccion de acidos humicos (Tabla 10).
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Figura 23. Identificacion tentativa, cromatograma del extracto fenélico de AAS-3

Tabla 15. Tiempos de retencion de compuestos fenélicos

identificados tentativamente.

Compuesto tiesrico (MIN) | tgr (min) en AAS-2 | tr (min) en AAS-3
Ac. Protocatecuico 2,883 NE 2.999
Ac. Vanilico 6,556 6.678 6.621
Ac. Siringico 6,901 NE 6.933
Ac. p-hidroxibenzoico 7,427 7.342 7.444
Ac. Cafeico 8,329 NE NE
Siringaldehido 12,547 NE NE
Ac. 2,4-dihidroxibenzoico 13,542 NE NE

NE: NO Encontrado

57
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Para la muestra AAS-3 se encontraron sefiales cromatogréficas que hacen
referencia a la posible existencia de especies como acido protocatecuico, acido vanilico,
acido siringico y acido p-hidroxibenzoico (Figura 23). Mientras que para la muestra AAS-
2 se encontraron picos con tiempos de retencion similares a los del acido vanilico y acido
p-hidroxibenzoico (Figura 22). La muestra oxidada de manera artificial posee mayor
namero de especies fendlicas identificadas tedricamente. El grado de madurez de la
materia organica esta conectada a la disminucion del contenido de aldehidos y acidos
fendlicos en los extractos de acidos humicos [38]. Por tal razon, la disminucién en el
namero de especies fendlicas presentes en la muestra AAS-2 con respecto a AAS-3,
hace referencia a que es una muestra de carbén con materia organica de mayor grado
de madurez. Sin embargo, este analisis es netamente tedrico y no posee contundencia
debido a la falta de patrones fendlicos para comprobar la existencia o no de las especies

mencionadas en este item.
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. CONCLUSIONES

Se evalud el rango de madurez de las muestras de carbén a través de la
determinacion de porcentaje de humedad, cenizas, material volatil y carbono total,
obteniendo que las mismas pueden ser clasificadas, segun la norma ASTM D388,

como carbon bituminoso con alto contenido de volatiles A.

Fue estudiado el rango de oxidacion relativa de las muestras AAS-1 y AAS-2, por
extraccion alcalina, obteniendo un valor de Tiz menor a 80 (20,2% y 11,5%,
respectivamente), lo que se indica que ambas muestras se encuentran altamente

oxidadas, segun criterios de la norma NTC 5556.

Se determind el grado de oxidacion relativa de la muestra AAS-3 producto de la
oxidacion con aire humedo a 80°C durante 18 dias, y se obtuvo un valor de T17 de
cero, indicando que el proceso de oxidacion fue exitoso y la muestra se encuentra

mas oxidada que AAS-2.

Se extrajeron y cuantificaron los acidos humicos naturales de AAS-2 y los
regenerados de AAS-3, encontrando un incremento en el rendimiento de
extraccion de AAS-3 (3,8%) con respecto a AAS-2 (0,35%), debido al alto grado

de alteracion que presenta la primera.

Se identificd y cuantifico el acido gélico y la vainillina en los extracto fendlicos de
los acidos humicos naturales y regenerados de las muestras de carbon, a través
de la técnica de HPLC, obteniendo que la vainilina se encuentra en mayor
concentracion que el &cido gélico, sugiriendo presencia de vegetacion

gimnosperma en el material organico parental del carb6n. El mayor contenido de
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acido galico en la muestra AAS-3, en comparacién a la muestra AAS-2, es
consistente con un mayor grado de alteracion debido a la hidroxilacion del acido

p-hidroxibenzoico.

e A través del analisis comparativo con la investigacion de Banach-Szott [19], se
hizo referencia a la posible existencia de otras especies fendlicas en las muestras
estudiadas. Fueron detectadas sefiales similares a las del acido protocatecuico,
acido vanilico, acido siringico y acido p-hidroxibenzoico. A su vez, se observo un
mayor numero de compuestos fendlicos presentes en la muestra AAS-3,
adjudicandole asi un caracter mas oxidado con respecto a la muestra AAS-2, lo
gue se encuentra respaldado por los resultados de grado de oxidacién relativa y

porcentajes de extraccion de 4cidos humicos calculados para dicha muestra.
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RECOMENDACIONES

Utilizar un compuesto patrén durante la fase de extraccion de los compuestos
fendlicos en los acidos hamicos, para optimizar el proceso y los calculos de

extraccion a través de un porcentaje de recuperacion.

Emplear una mayor cantidad de muestras de carbdn en la fase inicial de extraccion
para obtener mayor cantidad de acidos humicos y asi una mayor cantidad de
extracto fendlico, para determinar con mayor exactitud la presencia de algunos

compuestos fenolicos.

Aislar la fraccion de &cido fulvicos para comparar el contenido de especies
fendlicas en las mismas y asi obtener un estudio mas amplio de las sustancias

humicas extraidas de carbon.

Realizar el estudio de HPLC de las muestras empleando una gama mas amplia de
patrones, para obtener un analisis cualitativo y cuantitativo mas detallado de los

compuestos fenolicos presentes.
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10.ANEXOS

Anexo 1. Tabla de datos para analisis inmediatos de las muestras AAS-1y AAS-2.

Muest Peso inicial +0,0001 g Peso final £ 0,0002 g

U iy %Cen | %M.V %H %Cen | %M.V
AAS-1 (1) 1,0025 1,0007 0,9533 0,0352 0,4538
AAS-1 (2) 1,0007 1,0008 0,9533 0,0346 0,4460
AAS-1 (3) 1,0024 1,0053 0,9551 0,0362 0,4692
AAS-2 (1) 1,0008 1,0070 0,9585 0,0236 0,4888
AAS-2 (2) 1,0045 1,0035 0,9614 0,0237 0,4669
AAS-2 (3) 1,0009 1,0018 0,9582 0,0238 0,4922
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Anexo 2. Tabla de datos para célculo de grado de oxidacion relativa de AAS-1y AAS-2.

Muestra (*) |Transmitancia 1 (%)
AAS-1 (Sol A) 40
AAS-1 (Sol B) 38
AAS-1 (Sol C) 39
AAS-2 (Sol A) 27
AAS-2 (Sol B) 29
AAS-2 (Sol C) 28

(*)Sol: Solucién



Anexo 3. Tabla de datos para calculo de grado de oxidacion relativa de AAS-3.

Tiempo (dias)

Muestra (*)

%T +1

0

AAS-3. (Sol A)
AAS-3. (Sol B)
AAS-3. (Sol C)

40
38

w
(o]

10

AAS-3. (Sol D)
AAS-3. (Sol E)
AAS-3. (Sol F)

13

AAS-3. (Sol G)
AAS-3. (Sol H)
AAS-3. (Sol 1)

18

AAS-3. (Sol J)
AAS-3. (Sol K)
AAS-3. (Sol L)

O O OINDNEIN W W

(*)Sol: Solucién
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Anexo 4. Tabla de datos para la extraccion de los acidos humicos de AAS-2 y AAS-3

Muestra | Carbon +0,001(g) | AH +0,001(g) | Huminas + 0,001 (g)
AAS-2.1 30,846 0,096 30,194
AAS-2.2 30,243 0,108 29,590
AAS-2.3 30,358 0,088 29,724
AAS-2.4 10,065 0,045 9,839
AAS-2.5 10,379 0,043 10,150
AAS-2.6 10,305 0,029 10,090
AAS-2.7 10,461 0,038 10,235
AAS-3.1 10,735 0,421 10,046
AAS-3.2 10,848 0,449 10,128
AAS-3.3 9,022 0,329 8,468
AAS-3.4 9,295 0,316 8,747
AAS-3.5 9,865 0,289 9,329
AAS-3.6 9,200 0,281 8,689
AAS-3.7 9,876 0,455 9,174
AAS-3.8 9,048 0,426 8,396




Anexo 5. Tabla de datos de soluciones madre de compuestos

fendlicos para analisis cualitativo

Compuesto Peso + 0,0001 g | Concentracion (mg/L)
Acido Gélico 0,0121 484 + 5
Vainillina 0,0120 480 £ 5
Acido Salicilico 0,1018 2036 + 4

Anexo 6. Cromatograma de la muestra AAS-2 (1)
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Anexo 7. Cromatograma de la muestra AAS-2 (2)
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Anexo 8. Cromatograma de la muestra AAS-2 (3)
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Anexo 9. Cromatograma de la muestra AAS-3 (1)

1000 4

00 -

600

400 4

200

5 10 15 20 25 30 35 40 45 mir|

72



Anexo 10. Cromatograma de la muestra AAS-3 (2)
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Anexo 11. Cromatograma de la muestra AAS-3 (3)
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Anexo 12. Tabla de datos para la cuantificacién de los compuestos fenélicos

Muestras Area Acido Galico |Area Vainillina
AAS-1 (1) 729,56403 216,87862
AAS-1 (2) 726,32213 213,20175
AAS-1 (3) 731,49562 217,04531
AAS-2 (1) 118,03307 71,31516
AAS-2 (2) 116,53742 70,92438
AAS-2 (3) 119,95723 72,08124

Anexo 13. Concentraciones de los patrones empleados en las curvas de calibracion

externa del 4cido gélico y la vainillina.

Patron Acido Galico (mg/L) |Vainillina (mg/L)
P1 4,8+0,3 48,0+ 0,8
P2 242+ 0,4 96 + 2
P3 48,4 + 0,8 192 +3
P4 197 +2 592 +5
P5 394 +3 789 +6
P6 493+4
P7 986 + 7
P8 1972+ 6 -
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Anexo 14. Curva de calibracion externa del &cido galico
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Anexo 15. Curva de calibracion externa de la vainillina

Vaini"ina y =0,3012x + 3,8954
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Anexo 16. Tabla de datos para calculo de parametro mg Fenol/Kg AH

Muestra| AH + 0,001 (g) | V £ 0,02 (mL) | [Ac. Galico] (mg/L) | [Vainillina] (mg/L)
AAS-2 0,447 5 143+ 2 936 + 10
AAS-3 1,502 5 905 + 2 1406 + 14

V: Volumen de la solucién de extracto fenélico

Anexo 17. Cromatograma modelo de compuestos fendlicos, Banach-Szott [36]
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