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SUBSTÂNCIAS HÚMICAS: SISTEMA DE FRACIONAMENTO SEQUENCIAL POR ULTRAFILTRAÇÃO COM BASE
NO TAMANHO MOLECULAR #

Julio Cesar Rocha*, Luiz Fabricio Zara, André Henrique Rosa
Instituto de Química de Araraquara - UNESP - CP 355 -14800-900 - Araraquara - SP
Ézio Sargentini Junior
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) - CP 478 - 69083-000 - Manaus - AM
Peter Burba
Institute for Spectrochemistry and Applied Spectroscopy (ISAS) - D-44139 - Dortmund - Germany

Recebido em 30/4/99; aceito em 1/9/99

HUMIC SUBSTANCES: A SEQUENTIAL DEVICE FOR FRACTIONATION BY ULTRAFIL-
TRATION WITH MOLECULAR SIZE BASIS. A sequential system for fractionation by
ultrafiltration (SSFU) equipped with advanced membranes filters (molecular size cut-off: 5, 10, 30,
50 and 100 kDalton) of the polyethersulfone type was developed for analytical fractionation of
humic substances (HS) extracted from aquatic systems or soils. The device consists of five
membrane filters (Sartocon Micro) operated by a multi-channel peristaltic pump, enabling an
easy handling, working in a closed system and with simple collection of the six obtained fractions
(F1>100; F2: 100-50; F3: 50-30; F4:30-10; F5: 10-5 and F6 <5 kDalton). Then, the HS sample (250
mL solution 1.0 mg/mL, pH 5.0 to 6.0) to be fractionated is pumped by pump through the series
of membrane filters with a tangential flow of 85 mL/min, initial pressure 0.2 to 0.3 bar and
permeation flux through the membranes of 0.8 to 1.4 mL/min. The overall time for fractionation
and cleaning of the device is about 10 h and 25 mL of each fraction is obtained.
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NOTA TÉCNICA

INTRODUÇÃO

Substâncias húmicas (SH), matéria orgânica em diferentes
estágios de degradação, são definidas operacionalmente como
macromoléculas de elevado peso e tamanho molecular varia-
do1. Suas propriedades relacionadas com complexação, trans-
porte e biodisponibilidade de metais2-4, conservação do solo5,
interações com pesticidas6 etc. têm sido objeto de vários estu-
dos. Entretanto, para trabalhar com SH procedimentos adequa-
dos para extração7,8 e fracionamento9 são de fundamental im-
portância. Fracionamentos baseados em diferenças de solubili-
dade, tamanho molecular, densidade de carga, precipitações
com íons metálicos e características de adsorção são adequa-
dos para separar SH em diferentes frações10.

A técnica de filtração através de membranas tem sido utili-
zada, principalmente em indústrias, para fracionar material dis-
solvido e particulado em sistemas aquosos mostrando ser efe-
tiva não apenas em procedimentos preparativos mas também
em escala analítica11-13. Unidades de ultrafiltração (UF) com
fluxo tangencial permitem filtração relativamente rápida devi-
do ao reduzido processo de obstrução dos poros pois, os com-
postos acumulados na superfície da membrana são deslocados
pelo forte fluxo cruzado14. O fracionamento de substâncias
húmicas por UF em filtros de membranas adequados é, em
princípio, um método mais simples para estudar essa complexa
mistura de macromoléculas. Assim, a caracterização de impor-
tantes propriedades físicas e químicas das SH dissolvidas tais
como solubilidade, comportamento de adsorção, acidez15, ca-
pacidade complexante com íons metálicos, distribuição de gru-
pos funcionais/estruturas reativas etc. pode ser feita em função
da distribuição dos diferentes tamanhos moleculares10.

Aster et al.16, Burba et al.17 e Rocha et al.18 mostraram que

sistemas de ultrafiltração com múltiplos estágios, podem ser
uma importante técnica para especiação de metais e caracteri-
zação de frações de substâncias húmicas aquáticas (SHA) com
diferentes tamanhos moleculares. Esses sistemas UF geralmen-
te têm as membranas acopladas em peças individuais
construídas em acrílico, encaixadas umas nas outras e com os
mini reservatórios das frações torneados nas próprias peças.
São de construção relativamente complicada e, para evitar va-
zamentos, exigem mecânica de alta precisão e mão de obra
especializada. Do ponto de vista operacional, têm o inconveni-
ente de fornecer um volume de frações relativamente pequeno
(0,5-10 mL), dificultando ou até mesmo impedindo maior nú-
mero de caracterizações de uma mesma amostra.

A contribuição do presente trabalho foi construir um Siste-
ma de Fracionamento Sequencial por Ultrafiltração (SFSUF),
Figura 1, utilizando filtros comercialmente disponíveis, com
membranas de polyethersulfone (Sartocon Micro) para fraci-
onar SH em diferentes tamanhos moleculares. No SFSUF a
amostra é fracionada passando através de uma série de cinco
filtros de membrana, com fluxo tangencial, acoplados “on-line”.
O sistema é de montagem simples, fácil manuseio, operado por
bomba peristáltica com no mínimo cinco canais, custo relativa-
mente baixo, trabalha-se em sistema fechado e possibilita ob-
tenção de 25 mL de cada fração.

O SISTEMA DE FRACIONAMENTO SEQUENCIAL
POR ULTRAFILTRAÇÃO

Atualmente, são disponíveis no mercado ampla variedade de
filtros de membranas construídas com materiais relativamente iner-
tes, com diferentes porosidades e relativa precisão na definição do
tamanho dos poros. Isto traz novas perspectivas para o desenvol-
vimento de sistemas de fracionamento de macromoléculas com
diferentes tamanhos moleculares. Utilizando a técnica de fracio-
namento por ultrafiltração com membrana polyethersulfone, Burba
et al.9, estudaram a influência da concentração, força iônica
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e pH na distribuição de SHA. Caracterizaram que soluções aquo-
sas de SHA 1,0 mg/mL e pH 6,0 são as condições mais adequa-
das para o fracionamento utilizando-se membranas de polyether-
sulfone (Sartocon Micro).

Devido à pressão utilizada durante o fracionamento das
substâncias húmicas, para construção do SFSUF, fixaram-se
(com quatro parafusos de aço inox) cinco filtros comerciais
(Sartocon Micro) de membrana de polyethersulfone com
diferentes porosidades, em suportes de sustentação. Estes,
foram construídos em acrílico com placas intermediárias
entre os filtros como ilustram as Figuras 2a e 2b. A pressão
é ajustada nos reguladores P1-P5 (Figura 3), conectados nos
respectivos tubos, os quais dão retorno ao material não fil-
trado, e pode variar de 0 a 0,5 bar. Porém, para evitar vaza-
mentos nas conexões, optou-se por operar com 0,3 bar de
pressão. O conjunto bomba peristáltica com cinco canais e
tubos de Tygon acoplado ao SFSUF, permite vazão máxi-
ma de até 85 mL/min. Embora seja uma vazão relativamente
menor que a máxima especificada pelo fabricante dos fil-
tros, é possível trabalhar sem obstruir significativamente os
poros das membranas Sartocon Micro, permitindo o
fracionamento dos extratos húmicos, inclusive das frações
com maiores tamanhos moleculares. A importância de uma
alta velocidade do fluxo tangencial sobre as superfícies das
membranas é deslocar os compostos acumulados evitando a
obstrução dos poros. Entretanto, a eficiência de um sistema
de filtração não está relacionada só com a vazão do fluxo
tangencial mas, principalmente, com as pressões exercidas
nos tubos pelos reguladores (P1-P5) que dão retorno ao ma-
terial não filtrado.

A Figura 4 ilustra um reservatório para coleta das frações
construído em vidro de borosilicato e suas respectivas di-
mensões. O extrato húmico entra pelo ponto (1) e é aspirado
pelo ponto (2), o qual está conectado a um dos filtros de
membrana (M) do sistema ilustrado na Figura 3. Como o
fluxo no interior do filtro é tangencial sobre a membrana, o
material não filtrado retorna ao reservatório pelo ponto (3).
Essa circulação contínua evita o entupimento da membrana,
concentra o material não filtrado no reservatório e fraciona
o extrato húmico em diferentes tamanhos moleculares. O
reservatório R1 (Figura 3), no qual concentra a fração F1, é
o próprio frasco da solução de SH que está sendo fracionada.
Por outro lado, R6 é um frasco com cerca de 400 mL para
coletar a fração F6. Esta, é composta pelo volume inicial do
extrato a ser fracionado mais cerca de 150 mL de água os
quais são aspirados após fracionamento da amostra através
de todo o SFSUF para limpeza preliminar do sistema, com
recolhimento em R6.

Figura 1. Sistema de fracionamento sequencial por ultrafiltração. Para
melhor visualização, R1 e R6 foram substituídos por reservatórios
menores que os utilizados durante o fracionamento.

(b)

Figura 2. Montagem do conjunto de filtros. (a) vista lateral, (b) vista
superior tridimensional. S: suporte de sustentação, construído em acrí-
lico com placas intermediárias entre os filtros; A: parafusos de aço
inox para ajustes; M1, M2, M3, M4 e M5: filtros equipados com mem-
branas comerciais polyethersulfone, Sartocon Micro (M1-100; M2-
50; M3-30; M4-10 e M5-5 kDalton).

Figura 3. Esquema do sistema de fracionamento sequencial por
ultrafiltração utilizado para fracionar substâncias húmicas. Condições:
filtros equipados com membranas comerciais polyethersulfone
(Sartocon Micro), com 50 cm2, M1-100; M2-50; M3-30; M4-10 e M5-
5 kDalton; frações obtidas e respectivos intervalo de tamanho molecu-
lar médio de F1 (>100), F2 (100-50), F3 (50-30), F4 (30-10) e F5 (<5
kDalton); B: bomba peristáltica com 5 canais (Ismatec) e tubos de
bombeamento Tygon(AU-95609-10); reservatórios (construídos em vi-
dro de borosilicato) de frações R2, R3, R4, R5 (25 mL), R1 (250 mL) e R6
(500 mL); reguladores de pressão (pinça de Mohr - Fisher No Cat. 05-
875A) P1, P2, P3, P4 e P5; manômetro (Ma); 250 mL de solução de
substância húmica aquática 1,0 mg/mL em pH-5; fluxo tangencial com
vazão de 85 mL/min em todos os filtros; pressão inicial de 0,2-0,3 bar;
fluxo de permeação através das membranas 0,8-1,4 mL/min.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

- O Sistema de Fracionamento Sequencial por Ultrafiltração
desenvolvido, possibilita separar e concentrar substâncias
húmicas extraídas de amostras de águas e de solos em seis
frações com diferentes tamanhos moleculares: frações F1: >100,
F2: 50-100, F3: 30-50, F4: 10-30, F5: 5-10 e F6: < 5 kDalton;

- É adequado para trabalhar com grandes volumes de amos-
tras, fracionando e concentrando simultaneamente. O tempo to-
tal gasto para fracionar 250 mL de solução de substância
húmica 1,0 mg/mL em pH 5,0-6,0 é cerca de 10 horas, inclu-
indo limpeza com 150 mL de água.

- O número de frações obtidas é opcional. Pois, como os
filtros de membrana são acoplados sequencialmente, a quanti-
dade de filtros assim como suas respectivas porosidades po-
dem ser alteradas de acordo com a característica da amostra e
a necessidade do trabalho.
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Figura 4. Reservatório construído em vidro de borosilicato com volume
interno de 25 mL, para coleta das frações (F2-F5) durante o
fracionamento dos extratos húmicos utilizando-se o sistema de
fracionamento sequencial por ultrafiltração. 1: entrada do filtrado
húmico; 2: aspiração do filtrado húmico para o filtro subsequente; 3:
retorno para recirculação do material não filtrado no filtro subsequente.

FRACIONAMENTO DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS

O extrato húmico (250 mL; 1,0 mg/mL e pH 5-6) é aspi-
rado do reservatório R1 pela bomba peristáltica (B) passan-
do através da série de filtros de membranas M1-M5, conec-
tados entre si por tubos de Tygon de acordo com as condi-
ções experimentais descritas na Figura 3. Após fracionamen-
to da amostra, nas mesmas condições experimentais, aspi-
ram-se cerca de 150 mL de água pelo SFSUF para limpeza
preliminar. A retirada das seis frações com diferentes tama-
nhos moleculares é feita individualmente. Para o SFSUF
entrar em equilíbrio interno, desliga-se a bomba peristáltica,
descomprimem-se os tubos de bombeamento e os regulado-
res de pressão. Com o respectivo tubo de bombeamento pres-
sionado na bomba peristáltica, por sucção, retira-se a fração
F1, após transferir o tubo de retorno de R1 para uma proveta
de 50 mL. Para remoção do material aderido no interior dos
tubos e no filtro M1, adicionam-se 10-15 mL de água em R1
e repete-se a sucção recolhendo-se a água na mesma proveta
de F1. Como R2 é diferente de R1, para retirar F2 troca-se o
tubo de sucção ligado no ponto 2 de R2 (Figura 4), por um
outro tubo através do qual o material é transferido para uma
proveta. Transferem-se 10-15 mL de água para um bequer e,
pelo tubo de sucção, remove-se o material aderido recolhen-
do-se a água na mesma proveta de F2. Repete-se este proce-
dimento para retirada de F3, F4 e F5. Por ser a última fração,
F6 é recolhida concomitantemente durante o processo de
fracionamento. Entretanto, como o volume final de F6 é
grande (cerca de 400 mL), posteriormente esta fração preci-
sa ter o volume reduzido aos volumes das demais frações
utilizando-se evaporador rotativo.

LIMPEZA DOS FILTROS

Para fracionamento de outra amostra, faz-se a limpeza dos
filtros M1-M5 individualmente lavando-se através de sucção
de 200 mL de solução de NaOH 0,1 mol/L e 200 mL de água
com aplicação de um fluxo reverso ao utilizado durante o
fracionamento. Eventualmente, quando fracionam-se soluções
contendo íons metálicos, deve-se lavar os filtros também com
cerca de 100 mL de solução de HCl 0,01 mol/L e posterior-
mente com água.
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