NOTA TECNICA

SUBSTANCIAS HUMICAS: SISTEMA DE FRACIONAMENTO SEQUENCIAL POR ULTRAFILTRACAO COM BASE

NO TAMANHO MOLECULAR*

Julio Cesar Rocha*, Luiz Fabricio Zara, André Henrique Rosa
Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP - CP 355 -14800-900 - Araraquara - SP

Ezio Sargentini Junior

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (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; F,: 100-50; F3: 50-30; F4:30-10; Fs: 10-5 and Fg <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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INTRODUCAO

Substancias himicas (SH), matéria orginica em diferentes
estdgios de degradagiio, sdo definidas operacionalmente como
macromoléculas de elevado peso e tamanho molecular varia-
do!. Suas propriedades relacionadas com complexagfo, trans-
porte e biodisponibilidade de metais®>*, conservagio do solo®,
interagGes com pesticidas® etc. tém sido objeto de vdrios estu-
dos. Entretanto, para trabalhar com SH procedimentos adequa-
dos para extra(;='1o7’x e fracionamento® sfo de fundamental im-
portdncia. Fracionamentos baseados em diferengas de solubili-
dade, tamanho molecular, densidade de carga, precipitacoes
com fons metélicos e caracteristicas de adsor¢do sdo adequa-
dos para separar SH em diferentes fragdes'®,

A técnica de filtragdo através de membranas tem sido utili-
zada, principalmente em industrias, para fracionar material dis-
solvido e particulado em sistemas aquosos mostrando ser efe-
tiva ndo apenas em procedimentos preparativos mas também
em escala analitica!'"!3. Unidades de ultrafiltracdo (UF) com
fluxo tangencial permitem filtracdo relativamente rdpida devi-
do ao reduzido processo de obstrugdo dos poros pois, 0s com-
postos acumulados na superficie da membrana sdo deslocados
pelo forte fluxo cruzado'. O fracionamento de substincias
hiimicas por UF em filtros de membranas adequados ¢, em
principio, um método mais simples para estudar essa complexa
mistura de macromoléculas. Assim, a caracterizag@o de impor-
tantes propriedades fisicas e quimicas das SH dissolvidas tais
como solubilidade, comportamento de adsorgdo, acidez'®, ca-
pacidade complexante com fons metélicos, distribui¢do de gru-
pos funcionais/estruturas reativas etc. pode ser feita em fungiio
da distribui¢do dos diferentes tamanhos moleculares'?,

Aster et al.'®, Burba et al. 17 ¢ Rocha et al.'* mostraram que

* e-mail: jrocha@iq.unesp.br
# Dedicado aos 60 anos do Dr. Peter Burba e Prof. Dr. Celso A. F. Graner
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sistemas de ultrafiltragio com miiltiplos estigios, podem ser
uma importante técnica para especiagdo de metais e caracteri-
zagfo de fragGes de substincias himicas aquéticas (SHA) com
diferentes tamanhos moleculares. Esses sistemas UF geralmen-
te tém as membranas acopladas em pecas individuais
construidas em acrilico, encaixadas umas nas outras e com os
mini reservatérios das fragGes torneados nas préprias pegas.
Sdo de construgdo relativamente complicada e, para evitar va-
zamentos, exigem mecénica de alta precisdo e mido de obra
especializada. Do ponto de vista operacional, t€m o inconveni-
ente de fornecer um volume de fragdes relativamente pequeno
(0,5-10 mL), dificultando ou até mesmo impedindo maior ni-
mero de caracterizagdes de uma mesma amostra,

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

O SISTEMA DE FRAC!ONAMENTO SEQUENCIAL
POR ULTRAFILTRACAO

Atualmente, sdo disponiveis no mercado ampla variedade de
filtros de membranas construidas com materiais relativamente iner-
tes, com diferentes porosidades e relativa precisio na defini¢do 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 ultrafiltragio com membrana polyethersulfone, Burba
et al®, estudaram a influéncia da concentragdo, forga idnica
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Figura 1. Sistema de fracionamento sequencial por ultrafiltragdo. Para
melhor visualizacdo, R; e Rg foram substituidos por reservatirios
menores que os utilizados durante o fracionamento.

e pH na distribui¢io de SHA. Caracterizaram que solugdes aquo-
sas de SHA 1,0 mg/mL e pH 6,0 sdo as condi¢des mais adequa-
das para o fracionamento utilizando-se membranas de polyether-
sulfone (Sartocon® Micro).

Devido a pressdo utilizada durante o fracionamento das
substincias himicas, para constru¢iio do SFSUF, fixaram-se
(com quatro parafusos de ago inox) cinco filtros comerciais
(Sartocon® Micro) de membrana de polyethersulfone com
diferentes porosidades, em suportes de sustentacdo. Estes,
foram construidos em acrilico com placas intermedidrias
entre os filtros como ilustram as Figuras 2a e 2b. A pressio
¢ ajustada nos reguladores P;-Ps (Figura 3), conectados nos
respectivos tubos, os quais ddo retorno ao material ndo fil-
trado, e pode variar de 0 a 0,5 bar. Porém, para evitar vaza-
mentos nas conexdes, optou-se por operar com 0,3 bar de
pressdo. O conjunto bomba peristédltica com cinco canais e
tubos de Tygon® acoplado ao SFSUF, permite vazdo méxi-
ma de até 85 mL/min. Embora seja uma vazdo relativamente
menor que a mixima especificada pelo fabricante dos fil-
tros, é possivel trabalhar sem obstruir significativamente os
poros das membranas Sartocon® Micro, permitindo o
fracionamento dos extratos hiimicos, inclusive das fragdes
com maiores tamanhos moleculares. A importincia de uma
alta velocidade do fluxo tangencial sobre as superficies das
membranas € deslocar os compostos acumulados evitando a
obstrugdo dos poros. Entretanto, a eficiéncia de um sistema
de filtracdo ndo estd relacionada s6 com a vazdo do fluxo
tangencial mas, principalmente, com as pressdes exercidas
nos tubos pelos reguladores (P;-Ps) que ddo retorno ao ma-
terial ndo filtrado.

A Figura 4 ilustra um reservatdrio para coleta das fracGes
construido em vidro de borosilicato e suas respectivas di-
mensdes. O extrato hiimico entra pelo ponto (1) e é aspirado
pelo ponto (2), o qual estd 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 nfo filtrado retorna ao reservatério pelo ponto (3).
Essa circulagdio continua evita o entupimento da membrana,
concentra o material ndo filtrado no reservatério e fraciona
o extrato hiimico em diferentes tamanhos moleculares. O
reservatério R, (Figura 3), no qual concentra a fragéo Fy, é
o préprio frasco da solugdo de SH que estd sendo fracionada.
Por outro lado, Rg é um frasco com cerca de 400 mL para
coletar a fragdo Fg. Esta, é composta pelo volume inicial do
extrato a ser fracionado mais cerca de 150 mL de 4dgua os
quais sdo aspirados apds fracionamento da amostra através
de todo o SFSUF para limpeza preliminar do sistema, com
recolhimento em Rg.
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Figura 2. Montugem do conjunto de filtros. (a) vista lateral, (b) vista
superior tridimensional. S: suporte de sustentagdo, construido em acri-
lico com placas intermedidrias entre os filtros; A: parafusos de ago
inox para ajustes; My, Ma, M3, My e Ms: filtros equipados com mem-
branas comerciais polyethersulfone, Sartocon® Micro (M;-100; M,-
50; M3-30; M4 10 e Ms-5 kDalton).
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Figura 3. Esquema do sistema de fracionamento sequencial por
ultrafiltragdo utilizado para fracionar substdncias himicas. Condicies:
filtros equipados com membranas comerciais polyethersulfone
(Sartocon® Micro), com 50 cm?, M;-100; M2-50; M3-30; M4-10 e Ms-
5 kDalton; fracies obtidas e respectivos intervalo de tamanho molecu-
lar médio de F; (>100), F; (100-50), F; (50-30), F4 (30-10) e F5 (<5
kDalton); B: bomba peristiltica com 5 canais (Ismatec) e tubos de
bombeamento Tygon®(AU-95609-10); reservatérios (construidos em vi-
dro de borosilicato) de fragdes Ry, R3, Ry, Rs (25 mL), R; (250 mL) e Ry
(500 mL); reguladores de pressdo (pinga de Mohr - Fisher N® Cat. 05-
875A) Py, Py, P3, P4 e Ps; mandmetro (Ma); 250 mL de solu¢io de
substdncia himica aqudtica 1,0 mg/mL em pH-5; fluxo tangencial com
vazdo de 85 mL/min em todos os filtros; pressdo inicial de 0,2-0,3 bar;
fluxo de permeagio através das membranas 0,8-1,4 mL/min.
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Figura 4. Reservatdrio construido em vidro de borosilicato com volume
interno de 25 mL, para coleta das fragdes (Fp-Fs) durante o
Jfracionamento dos extratos himicos utilizando-se o sistema de
fracionamento sequencial por ultrafiltracdo. 1: entrada do filtrado
hiimico; 2: aspiracdo do filtrado himico para o filtro subsequente; 3:
retorno para recirculagdo do material ndo filtrado no filtro subsequente.

FRACIONAMENTO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

O extrato himico (250 mL; 1,0 mg/mL ¢ pH 5-6) & aspi-
rado do reservatério Ry pela bomba peristiltica (B) passan-
do através da série de filtros de membranas M;-Ms, conec-
tados entre si por tubos de Tygon de acordo com as condi-
¢Oes experimentais descritas na Figura 3. Ap6s fracionamen-
to da amostra, nas mesmas condi¢des experimentais, aspi-
ram-se cerca de 150 mL de dgua pelo SFSUF para limpeza
preliminar. A retirada das seis fragoes com diferentes tama-
nhos moleculares ¢ feita individualmente. Para o SFSUF
entrar em equilfbrio interno, desliga-se a bomba peristéltica,
descomprimem-se os tubos de bombeamento e os regulado-
res de pressdo. Com o respectivo tubo de bombeamento pres-
sionado na bomba peristéltica, por sucgio, retira-se a fragéo
F), apés transferir o tubo de retorno de R, para uma proveta
de 50 mL. Para remogéo do material aderido no interior dos
tubos € no filtro M}, adicionam-se 10-15 mL de dgua em R;
e repete-se a sucgdo recolhendo-se a 4gua na mesma proveta
de F,. Como R; é diferente de R,, para retirar F; troca-se o
tubo de sucgdio ligado no ponto 2 de R, (Figura 4), por um
outro tubo através do qual o material ¢ transferido para uma
proveta. Transferem-se 10-15 mL de dgua para um bequer e,
pelo tubo de sucgido, remove-se o material aderido recolhen-
do-se a dgua na mesma proveta de Fy. Repete-se este proce-
dimento para retirada de F3, F4 e Fs. Por ser a iltima fragfo,
F¢ é recolhida concomitantemente durante o processo de
fracionamento. Entretanto, como o volume final de Fg é
grande (cerca de 400 mL), posteriormente esta fragiio preci-
sa ter o volume reduzido aos volumes das demais fragdes
utilizando-se evaporador rotativo.

LIMPEZA DOS FILTROS

Para fracionamento de outra amostra, faz-se a limpeza dos
filtros M,-Ms individualmente lavando-se através de sucgiio
de 200 mL de solugdo de NaOH 0,1 mol/L e 200 mL de 4gua
com aplicagdo de um fluxo reverso ao utilizado durante o
fracionamento. Eventualmente, quando fracionam-se solugdes
contendo fons metdlicos, deve-se lavar os filtros também com
cerca de 100 mL de solugdo de HCI 0,01 mol/L e posterior-
mente com dgua.
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CONSIDERAGOES FINAIS

- O Sistema de Fracionamento Sequencial por Ultrafiltragio
desenvolvido, possibilita separar e concentrar substincias
hdmicas extrafdas de amostras de 4guas e de solos em seis
fragbes com diferentes tamanhos moleculares: fragdes F;: >100,
Fy: 50-100, F3: 30-50, Fy: 10-30, Fs: 5-10 e Fg: < 5 kDalton;

- E adequado para trabalhar com grandes volumes de amos-
tras, fracionando e concentrando simultaneamente. O tempo to-
tal gasto para fracionar 250 mL de solugio de substancia
hiimica 1,0 mg/mL em pH 5,0-6,0 é cerca de 10 horas, inclu-
indo limpeza com 150 mL de 4gua.

- O nimero de fragbes obtidas € opcional. Pois, como os
filtros de membrana sdo acoplados sequencialmente, a quanti-
dade de filtros assim como suas respectivas porosidades po-
dem ser alteradas de acordo com a caracteristica da amostra e
a necessidade do trabalho.
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