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Introdução

O rápido aumento dos níveis de poluição ambiental, nas últimas décadas, resultou
numa preocupação crescente quanto à conservação dos ecossistemas e
preservação da saúde humana (Vela & Caruso, 1996; Kot & Namiesnik, 2000).
Nesse contexto, diversos estudos sobre a determinação de diferentes espécies de
elementos traço, tanto em materiais biológicos como ambientais, foram fortemente
incentivados, já que os efeitos ecotoxicológicos de um elemento químico, assim
como o seu comportamento ambiental (transporte, reatividade, mobilidade, etc.),
dependem totalmente da sua forma química (Allen, 1993; Tack & Verloo, 1995;
Winistorfer, 1995, Hani, 1996; Hayes & Traina, 1998; Quevauviller, 1998; Kot
& Namiesnik, 2000)

Conceito de Especiação
Apesar de não existir um conceito internacionalmente aceito para esse termo (Tack
& Verloo, 1995, Ure & Davidson, 1995; Kot & Namiesnik, 2000), a especiação
pode ser genericamente definida como sendo a identificação e quantificação de
diferentes e específicas espécies, formas ou fases sob as quais um dado elemento
ocorre em um dado sistema (Tack & Verloo, 1995). Contudo, independente das
definições teóricas, Ure (1991) e Ure & Davidson (1995) argumentam que as
diferentes formas físico-químicas determinadas pela especiação têm que ser
definidas com base em, no mínimo, uma das três maneiras a seguir:

a) por funcionalidade, ou seja, em função de seu papel, a exemplo da determinação
das espécies absorvíveis pela planta;

b) por operacionalidade, isto é, pelos tipos de reagentes ou procedimentos usados
na sua identificação, separação e quantificação. Um bom exemplo está na própria
separação da solução do solo por centrifugação;

c) pela sua forma química precisa, ou seja, como composto químico específico, a
exemplo do tri-butil estanho, ou pelo estado de oxidação do elemento, por
exemplo, Cr3+/Cr6+.

Assim mesmo, em um aspecto, segundo Angehrn-Bettinazzi (1990) e Kot &
Namiesnik (2000), há unanimidade: o sucesso de uma análise de especiação
depende (i) de sua seletividade, ou seja, de sua capacidade de determinar a espécie
química correta e (ii) de sua sensibilidade, ou seja, de permitir obter baixos limites
de detecção do analito na amostra.
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Especiação em Solos

Várias revisões têm sido publicadas, tanto gerais como específicas para um dado
elemento, em que diferentes aspectos da especiação em solos têm sido abordados.

Verloo & Eeckhout (1990) comentam sobre diferentes técnicas analíticas de
especiação de metais em solo, tanto na fase sólida (extração seqüencial), como na
solução do solo (cromatografia, polarografia, potenciometria com eletrodo
seletivo). Já Ure (1991) faz comentários sobre a definição do termo especiação e
apresenta algumas técnicas de especiação da fase sólida (extração seqüencial) e da
solução do solo (cromatografia associada à espectrometria atômica), enquanto
Rubio & Ure (1993) apresentam aspectos de amostragem e de estocagem de
amostra de solo e de sedimento.

Tack & Verloo (1995) apresentam uma revisão superficial sobre técnicas de
especiação química e modelagem computacional. Concentram-se na extração
seqüencial para solos e sedimentos e na relação da biodisponibilidade com
diversos tipos de extratores (ácidos, sais, complexos). Por sua vez, Das et al.
(1995) apresentam uma revisão sobre especiação de matrizes sólidas (solo,
sedimentos, material biológico, alimentos, particulados atmosféricos, etc).
Apresentam, também, alguns tipos de pré-tratamentos, técnicas de extração e
detalhes analíticos dos métodos de especiação. Uma revisão sucinta é também
apresentada por Hill (1997) que comenta, especificamente, técnicas de especiação
para As, Sn, Pb e Hg em amostras ambientais e biológicas.

Das & Chakraborty (1997) apresentam revisão de literatura, baseada no Analytical
Abstracts Database (1980-1994) e no Chemistry Citation Index (1991-1994),
sobre a aplicação da espectrometria de absorção atômica eletrotérmica na
especiação de metais em diversas matrizes (água, matriz biológica, solo,
sedimentos e particulados aéreos), além dos pré-tratamentos necessários. Em
solos, focalizam bastante a questão da extração seqüencial e mencionam um
trabalho, com solução do solo, que usa a cromatografia associada à espectrometria
de absorção atômica.

Dean et al. (1998) apresentam revisão sobre a aplicação da espectrometria atômica
na análise química de amostras ambientais, comentando o desenvolvimento de
novas técnicas de especiação para amostras de particulados, solos, plantas e
material geológico. Também comentam sobre amostragem e pré-tratamentos.
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Já a questão da normatização de procedimentos de extração seqüencial e simples
para amostras de solo e sedimento é tratada por Quevauviller (1998).

Adams & Slaets (2000) comentam sobre desenvolvimentos analíticos na
especiação de compostos organo-metálicos, principalmente no que tange à
remediação de problemas de extração incompleta, modificação do analito durante
processo analítico, validação e precisão dos resultados, enquanto Kot & Namiesnik
(2000) descrevem as principais áreas de aplicação da análise de especiação e o
uso de extração seqüencial. Além disso, descrevem, sumariamente, alguns tipos
de análises e técnicas, com exemplos de aplicação. Em relação ao alumínio, Bi et al.
(2001) apresentam uma extensa revisão sobre metodologias analíticas para sua
especiação em amostras ambientais e biológicas. Mencionam, inclusive trabalhos
recentes em solução do solo, que empregam técnicas de separação por
cromatografia e detecção por Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES).

Em suma, fica claro, nesses trabalhos, que, no caso da especiação aplicada a
solos, duas linhas de estudo básicas têm sido desenvolvidas: a primeira em relação
à fase sólida e a segunda, e mais recente, à fase líquida.

Fase sólida
A complexidade das possíveis reações no solo, normalmente restringe os estudos
sobre distribuição de espécies metálicas, na fase sólida, a procedimentos analíticos
operacionalmente definidos (Tack & Verloo, 1995; Morrow et al., 1996; Dean et
al, 1998). Nesse sentido, a maioria dos esquemas de fracionamento baseia-se em
extrações simples, que visam medir a biodisponibilidade de dado elemento (Ross,
1994; Kot & Namiesnik, 2000), ou em extrações sequenciais, que tentam mostrar
o compartimento em que se localiza dado elemento químico (Ure, 1991; Das et al.,
1995; Hayes & Traina, 1998). A maioria dos estudos ambientais que envolvem a
parte sólida do solo utiliza essa última técnica que contempla, em geral, as
seguintes fases (McLean & Bledsoe, 1992; Das et al., 1995; Ure et al., 1995;
Morrow et al., 1996):

- solúvel em água;

- trocável;

- ligado a carbonatos;

- ligado à matéria orgânica;

- residual.
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⇔

⇔

⇔

Contudo, vários são os problemas relativos às técnicas de extração propriamente
ditas (Ross, 1994; Candelaria & Chang, 1997; Hayes & Traina, 1998; Sauve et
al., 1998; Kot & Namiesnik, 2000): i) falta de seletividade dos extratores; ii)
readsorção e redistribuição do elemento durante o processo de extração; iii)
influência da relação solo:solução extratora na distribuição do elemento de
interesse; iv) mudança da solubilidade dos compostos minerais e orgânicos
durante o curso das extrações.

Assim mesmo, pelo fato de permitir a comparação de frações quimicamente
similares, a extração seqüencial tem sido preferida nos estudos de especiação da
fase sólida do solo (Tack & Verloo, 1995; Candelaria & Chang, 1997; Dean et al.,
1998; Quevauviller, 1998), havendo, até, um grande esforço para se criar um
protocolo definido e único de modo que os resultados possam ser comparados no
mundo todo e usados, também, em legislação ambiental (Tack & Verloo, 1995;
Quevauviller, 1998).

Fase líquida
Vários parâmetros da solução do solo têm um impacto importante na especiação
do íon metálico, a exemplo do pH e do pE na concentração total do íon metálico.
Esses parâmetros determinam, em grande parte, quais as espécies que irão
predominar e se a hidrólise, precipitação, complexação ou reações de sorção
ocorrerão. Com vistas a ilustrar melhor o assunto, algumas considerações serão
apresentadas com base nos textos de Sposito (1989), Kabata-Pendias & Pendias
(1992), Ross (1994), Alloway (1995), Berthelin et al. (1995), Stumm & Morgan
(1996), Hayes & Traina (1998), Rieuwerts et al. (1998a, 1998b).

Na ausência de concentração elevada de ligantes complexantes, a mais importante
classe de reações em sistemas aquosos é a protonação ou hidrólise. Em função do
pH, os metais podem passar por uma série de reações de protonação, que podem
ser representadas da seguinte forma:

Men+ + H2O      Me(OH)n-1 + H+ (K1)

Men-1 + H2O      Me(OH)n-2 + H+ (K2)

 Men-y+1 + H2O      Me(OH)n-y + H+ (Ky)
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Em geral, pode se observar que, à medida em que o pH aumenta, há uma tendência
a formação de hidróxidos do metal. E, quanto maior for a 1ª constante da hidrólise
(< pK1), em menor pH serão formadas as primeiras espécies do metal hidrolizado
(Me(OH)n-y), como é o caso do Fe.

Condições redox também mudam a reatividade dos metais na solução do solo. A
reação mais comum é a da mudança do estado de oxidação. Na medida em que o
pE aumenta, a forma predominante irá do estado reduzido para o oxidado.

O equilíbrio dissolução/precipitação pode controlar a concentração dos metais e
dos ligantes em solução do solo através da reação genérica:

MaLb (s)      aMn+ (aq) + bLn- (aq)

Também a formação de complexos com ligantes orgânicos e inorgânicos é outro
fator que afeta fortemente a especiação de íons metálicos. A propensão dos ânions
em formarem complexos estáveis com um dado íon metálico pode ser estimada
pela regra: ácidos “duros” tendem a formar complexos mais estáveis com bases
“duras”, enquanto ácidos “moles” o fazem com bases “moles”. Bases “duras”
incluem os ânions inorgânicos mais comuns da solução do solo, ou seja, nitrato,
sulfato, fluoreto, hidroxila e carbonato. Além disso, vale ressaltar que a água é a
base de Lewis mais “dura” e o cloreto é considerado uma base intermediária. A
maioria dos metais traço são ácidos intermediários, daí uma tendência em serem
formados complexos aquosos com bases “moles” ou limítrofes, entre os quais se
destacam os cloro complexos.

A reação de certos íons metálicos com a superfície dos minerais de solo (sorção)
também exerce um controle sobre a especiação, já que uma significativa fração do
metal pode ser adsorvida, diminuindo sua concentração na fase aquosa. Dentre os
principais processos, destacam-se:

• complexação na superfície do sólido - em ambiente oxídico, as superfícies mais
reativas são aquelas compostas por grupos funcionais hidroxilados. A reação do
metal com essas superfícies é análoga à hidrólise:

SOH + Mn+ ⇔  SOMn-1 + H+

⇔
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• troca iônica em sítios de carga fixa (substituição isomórfica) - dependendo da
extensão e da localização da substituição isomórfica, metais podem formar
complexos de esfera interna ou externa com os sítios de carga fixa:

          SO- + Mn+           SO ….. Mn+

             SOH + Mn+          SOMn-1 + H+

Em função da carga e do raio iônico do metal, a reação de complexação pode ser
favorável ou não. À medida em que o processo de adsorção na superfície pode
mudar para a formação de polímeros multinucleares ou de precipitados, a
densidade das espécies sorvidas na superfície de óxidos metálicos aumenta:

(Polímero)     SOH + 2Mn+ + 2 H2O         SOM2(OH)2
n-1 + 3H+

(Polímero)     SOH + 4Mn+ + 5 H2O         SOM4(OH)5
n-1 + 6H+

(Precipitado)     SOH + M2+ + 2 H2O          SO(M(OH)2 (s)) + 2H+

Formas sólidas de material húmico podem adsorver, extensivamente, íons
metálicos. Quando o húmus do solo contém grandes quantidades de carboxila,
fenóis, aminas e carbonilas, significantes quantidades de metais podem ser retidas
em complexos de esfera interna ou externa.

Assim sendo, a especiação, na solução do solo, tem sido realizada com base:

a) em programas de computação, a partir do conhecimento das atividades dos íons
de interesse e das constantes de estabilidade dos complexos mais comumente
encontrados em solos;

b) em técnicas de leitura direta;

c) na combinação de técnicas de separação e detecção.

⇔

≡

≡

≡ ⇔

≡

⇔≡

≡

⇔

⇔

≡

≡

≡

≡
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Modelos computacionais
A concentração total do metal que existe na solução do solo será a soma do metal
“livre” e o contido nos complexos (Allen, 1993; Stumm & Morgan, 1996):

CM = [ Mn+].(1 + S bMLn .[ L-]n)

Em que CM é a concentração total do metal (M),               representa uma constante de
formação genérica de um dado complexo e L é um ligante genérico. Desta forma, a
distribuição das espécies do metal pode ser calculada, aplicando os princípios
termodinâmicos do equilíbrio químico.

Dentre os modelos computacionais existentes, o que mais se destaca na literatura é
o Geochem-PC (Mattigod & Zachara, 1996). Segundo Parker et al. (1995), esse
programa é um derivado do programa de especiação multipropósito Geochem
(Mattigod & Sposito, 1979), o qual é uma progênie da série de programas REDEQL
(REDQL2). A diferença reside no fato de que o Geochem-PC expandiu a base de
dados, permitindo o uso de mais metais, ligantes, complexos e sólidos de interesse
na química do solo.

O modelo computacional se baseia no balanço de massa de todas as espécies
componentes e em considerações termodinâmicas para as reações passíveis de
ocorrerem. Desta forma, ele desenvolve uma série de equações não lineares, que
relacionam a concentração molar de cada espécie com a constante de estabilidade
condicional (ajustada pela força iônica) para os complexos ou sólidos que podem se
formar. Essas equações são resolvidas, simultaneamente, usando uma variação do
método Newton-Raphson, até que a soma das concentrações de todos os metais e
ligantes esteja de acordo com as concentrações iniciais de entrada, com um grau de
precisão (critério de convergência) selecionado pelo usuário, mas que, normalmente,
é tomado como 0,01%. No caso em que a força iônica (I) não é estipulada pelo
usuário, o critério de convergência também levará em consideração as diferenças
entre I e as constantes de estabilidade condicionais calculadas em cada rodada de
cálculo. Nestes casos, a precisão é de 0,5%.

É evidente, contudo, que a aplicação desse e de outros modelos complica quando há
a falta de dados sobre a constante de estabilidade de espécies significativas, tais
como as relacionadas com substâncias húmicas (Allen, 1993; Ross, 1994; Hayes
& Traina, 1998). Nestes casos, um sem número de aproximações têm sido testadas
(Sposito, 1981; Sposito et al., 1982; Sposito, 1986; Grimm et al., 1991).

βMLn
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Desta forma, fica claro que procedimentos analíticos não devem ser dispensados,
mas utilizados na validação, controle e melhoria desses programas (Verloo &
Eeckhout, 1990; Candelaria et al., 1995).

Leitura direta
Vários esquemas analíticos foram propostos para a especiação direta na fase
aquosa. Dentre eles, destacam-se:

• eletrodo íon seletivo - apesar de possibilitarem a leitura direta da concentração do
íon livre, a precisão de seus resultados tem sido muito questionada. Assim mesmo,
é um instrumento útil para monitorar a formação de complexos, posto que detecta
mudanças na atividade química do íon (Verloo & Eeckhout, 1990; Mattigod,
1995; Tack & Verloo, 1995);

• métodos polarográficos e voltamétricos - são os mais promissores. Como o sinal
depende da característica cinética da espécie metálica em solução, isto pode ser
usado na determinação de formas livres do metal e na diferenciação entre
complexos fortes e lábeis. Porém, há numerosas condições experimentais que
devem ser controladas, tais como interferência de surfactantes e a existência de
ligantes com baixa cinética (Verloo & Eeckhout, 1990; Nor & McNeal, 1993; Tack
& Verloo, 1995).

• diálise - a amostra é equilibrada com uma membrana permeável e seletiva,
permitindo somente a difusão do íon livre. Há, contudo, problemas de
sensibilidade (limite de detecção alto) e da possibilidade de migração, também, de
ácidos orgânicos de pequena massa molecular (Berggren, 1989; Tack & Verloo,
1995).

Combinação de técnicas
A maioria dos trabalhos aponta para o uso da técnica cromatográfica, associada à
detecção por técnicas espectrométricas atômicas, como sendo o procedimento
com maiores perspectivas para promover seletividade nos estudos de especiação
(Ure, 1991; Tack & Verloo, 1995; Das & Chakraborty, 1997; Hill, 1997; Kot &
Namiesnik, 2000; Bi et al., 2001; Das et al., 2001). Concomitantemente, devido
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à própria natureza da solução do solo, onde os ligantes mais abundantes são os
compostos orgânicos (substâncias húmicas e ácidos orgânicos de pequena massa
molecular) e a água (Berggren, 1989; Kabata-Pendias & Pendias, 1992; McLean &
Bledsoe, 1992; Driscoll et al., 1994), fica fácil de se entender o porquê da
tendência em se utilizar a cromatografia por exclusão de tamanho nesse tipo de
estudo (Mattigod, 1995; Tack & Verloo, 1995; Morrow et al., 1996; Das &
Chakraborty, 1997; Bi et al., 2001).

Na tabela 1, são relacionadas as principais espécies de certos elementos,
relevantes na química de solos, normalmente encontrados em soluções de solos
bem aerados.

Tabela 1. Principais espécies químicas de alguns elementos na solução do solo
(Sposito, 1989).

(a) complexos orgânicos.

Obs.: A ordenação da esquerda para direita reflete, aproximadamente, a ordem
decrescente de significância.

Cátion  Solo Ácido Solo Alcalino
Ca2+ Ca2+, CaSO4, org(a) Ca2+, CaSO4, CaHCO3+

Mg2+ Mg2+, MgSO4, org (a) Mg2+, MgSO4, MgCO3

Zn2+  Zn2+, ZnSO4, org(a) ZnHCO3+, ZnCO3, org(a), Zn2+, ZnSO4,
ZnB(OH)4

+

Al3+  org (a), AlF2+, AlOH2+ Al(OH)4-, org(a)

Fe3+  FeOH2+, Fe(OH)3, org(a) Fe(OH)3, org(a)

Mn2+  Mn2+, MnSO4, org(a) Mn2+, MnSO4, MnCO3, MnHCO3+,
MnB(OH)4

+
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Tabela 2. Algumas propriedades químicas e físicas dos principais componentes
da matéria orgânica humificada.

Fração Húmica Massa molecu lar Carbono Oxigênio Acidez*

% % mol/kg

Ácido Fúlvico 1.000 – 5.000 42 – 47 45 – 50 1 4

Ácido Húmico
10.000 –

100.000
51 – 62 31 – 36 5

Humina >100.000 > 6 2 < 3 0 > 5

* Equivalente ao conceito de capacidade de troca catiônica.
   Fonte: McBride (1994).

Especiação da solução de solo pela separação por
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)

com coluna de exclusão

Complexos orgânicos compõem uma das principais formas em que os vários
elementos ocorrem na solução do solo (Tabela 1). Como pode se ver na Tabela 2,
a diferença de massa molecular, que se reflete em tamanho, é bastante grande entre
os dois principais componentes húmicos do solo, ou seja, os ácidos húmicos e
fúlvicos, o que permite a sua separação por CLAE, usando coluna de separação por
exclusão de tamanho (Figura 1). Com esta coluna, quanto menor a partícula, mais
tempo ela gasta nos poros da fase estacionária e mais tempo leva para ser eluída.
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Fig. 1. Esquema do funcionamento de uma coluna de exclusão por tamanho, adaptado
de Stevenson (1994).

Os levantamentos bibliográficos realizados por Graetz & Volk (1983) e Nobili et al.
(1989) associados à pesquisa realizada para o presente trabalho (Anexo 1),
demonstram que essa técnica vem sendo aplicada em solos desde a década de 60,
mas com maior intensidade no final da década de 90. Contudo, Gregson &
Alloway (1984) foram, aparentemente, os primeiros a aplicar essa técnica, em
solução de solos, estudando a distribuição das espécies de chumbo em amostras
de solos ingleses. A partir disso, outros pesquisadores realizaram estudos
similares, alterando, contudo, o elemento e o tipo de coluna cromatográfica,
embora todas fossem de exclusão por tamanho (Tabela 3).
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Tabela 3. Algumas características dos trabalhos que aplicaram a separação por
CLAE, com coluna de exclusão de tamanho, e detecção por espectrometria de
absorção atômica ou de plasma para solução do solo.

1. Fonte: Wu (1999); 2. Faixa determinada por padrões de proteínas.

Quanto ao tipo de eluente usado (Anexo 1), vale observar que, para solução de
solos, aplicou-se uma variedade de soluções, que vão desde a água até tampões.
Contudo, a grande maioria, utiliza água ou soluções salinas simples com força
iônica próxima à da própria solução do solo (Anexo 1).

Uma vez que a CLAE separa os componentes da solução do solo, a solução eluída
pode ser coletada em pequenas frações e analisada para os metais desejados por
diversas técnicas, principalmente, a espectrometria de absorção atômica em forno
de grafite-GFAAS (Anexo 1). Há, contudo, a possibilidade de realizar a análise
“on-line” pela hifenação do CLAE com um espectrômetro de plasma (ICP-OES ou
ICP-MS).

Fonte
Elemento

Determinado
Amostra (Origem) Coluna

Separação
(Dalton)1

Gregson & Alloway
(1984) Pb Inglaterra/

Noruega
Sephadex G-50
Sephadex G-100

1.500-30.000 (ptn2.)
4.000-150.000 (ptn.)

Gardiner et al. (1987) Al USA Superose 12 1.000-300.000 (ptn.)
Morrisson & Park
(1990) Cu Inglaterra TSK G3000 SW 10.000-500.000 (ptn.)

Kerven et al. (1995) Al, Fe, Mn Austrália Fractogel TSK HW40(S) 100-5.000

Hees et al. (1996) Al, Si Suécia Sephadex G-10
Bio-Gel P2

Limite de exclusão 700
100-1.800

Tsunoda et al. (1997) Al Japão Shodex Asahipac-
320HQ

40.000
(limite de exclusão)

Casartelli (1999) Lantanídeos Brasil Toyopearl HW-40S 100-10.000 (ptn.)
Pérez (2002) Al, Fe, Mn Brasil Superdex 75HR 10/30 3.000-70.000
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ANEXO

Alguns dados de trabalhos que utilizaram coluna
cromatográfica de exclusão por tamanho para
estudos envolvendo solo, a solução do solo

ou soluções afins
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Referência Principais características operacionais Outras informações

Baham et al.
(1978)

COLUNA:  Sephadex G-10 em coluna
Pharmacia K26/100 (altura 80cm)
ELUENTE: ?
FLUXO: 25mL h-1

DETECÇÃO: ?
VOLUME do LOOP: ?

AMOSTRA: extrato de lodo
de esgoto
• Frações coletadas de

3mL para análise de C e
metais.

• Discute IR dos
complexos orgânicos.

Saito and Hayano
(1979)

COLUNA: TSK Gel G3000SW
(7,5x600mm)
ELUENTE: Água e 0,1M NaCl
FLUXO: 0,5 e 1 mL min-1

DETECÇÃO:254 nm
VOLUME do LOOP: 0,025 a 0,1 mL

AMOSTRA: extrato alcalino
de ácidos húmicos de
sedimento.

Frigon et al.
(1983)

COLUNA: TSK G3000SW
(7,5x600mm)
ELUENTE: 0,01M fosfato de sódio +
AcNH4 de 0 a 0,5M (pH 7)
FLUXO: 1 mL min-1

DETECÇÃO: 220 ou 280 nm
VOLUME do LOOP: 0,01 a 0,2 mL

AMOSTRA: proteínas e
dextranas.

Gregson &
Alloway (1984)

COLUNA: Sephadex G-50/G-100
ELUENTE: 0,01M KCl
FLUXO: 2 mL 3 min-1

DETECÇÃO: 254 nm
VOLUME do LOOP: 0,5 mL

AMOSTRA: solução do solo
• Determinou Pb por

GFAAS.

Becher et al.
(1985)

COLUNA:TSK G3000SW
(7,5x600mm)
ELUENTE: 0.02M KH2PO4 (pH 6,5)
FLUXO: 1 mL min-1

DETECÇÃO: 280 nm
VOLUME do LOOP: 0,2 mL

AMOSTRA: água natural
contendo ácidos húmicos e
que foi clorada
• Faz teste de força iônica

(I) na eluição de ácidos
húmicos.

Gardiner et al.
(1987)

COLUNA: Superose 12
ELUENTE: 0,2M AcNa pH 3,8
FLUXO: 0,3 mL min-1

DETECÇÃO: 254 nm
VOLUME do LOOP: 0,2 mL

AMOSTRA: solução do solo
• Coletou 70 frações de

0,6mL.
• Determinou Al e Fe por

GFAAS.
• Aponta como fazer a

análise de recuperação
de Al no eluente.
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Referência Principais características operacionais Outras informações

Ceccanti et al.
(1989)

COLUNA: Sephadex G-50
ELUENTE: água e tampão de pirofosfato-
Na/HCl com I de 1, 10 e 100 mM
FLUXO: ?
DETECÇÃO: 280 nm
VOLUME do LOOP: ?

• AMOSTRA: ácido húmico
extraído por pirofosfato-
Na/HCl.

Berdén & Berggren
(1990)

COLUNA: TSKgel G2000SWXL
(7,8x300mm)
ELUENTE: NaNO3 (pH 6) e Ac.NH4/NaNO3

1:3 (pH 7)
FLUXO: 1,0 mL min-1

DETECÇÃO: 260 nm
VOLUME do LOOP: 0,2 mL

AMOSTRA: solução do solo
• Testou NaNO3 (pH 6) e

Ac.NH4/NaNO3 1:3 (pH 7)
com I de 0,05, 0,1, 0,15 e
0,20M na eluição do AH.

Morrison & Park
(1990)

COLUNA: TSK G3000 SW (8x300mm)
ELUENTE: Na2HPO4+NaH2PO4 0,0058M
e pH 5,8
FLUXO: 0,75 mL min-1

DETECÇÃO: 284 nm
VOLUME do LOOP: 0.2 mL

AMOSTRA: solução do solo
• Coletou frações de

0,25mL para Cu por
GFAAS.

• Cita efeitos de I (efeito
coulombico).

Rausa et al. (1991)

COLUNA: Shodex Ionpak S-802S, S-
803S, S-804S
ELUENTE: NaNO3 0.03 ou 0.05M
FLUXO: 0,6-1,0 mL min -1

DETECÇÃO: 262 nm
VOLUME do LOOP: ?

AMOSTRA: humatos de sódio,
de carvão e compostos
orgânicos.

Castilho et al.
(1993)

COLUNA: Zero-pressure Sephadex G-75
(16mm x 400mm)
ELUENTE: 10 -2 M KCl, pH=7.0
FLUXO: 100 mL h-1

DETECÇÃO: UV 215 nm
VOLUME do LOOP: 0,5 mL

AMOSTRA: solução de solo de
tratamento com lodo de suíno
• Coletou de 20 a 80

frações (10 a 2,5 mL) e
analisou Cd, Zn, Cu, DOC,
etc.

• Varredura UV entre 245 e
500nm para identificar
grupos funcionais.
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Referência Principais características operacionais Outras informações

Kerven et al. (1995)

COLUNA: Fractogel TSK HW-40(s)
ELUENTE: 0,02M KCl pH 4,2
FLUXO:1 mL min -1

DETECÇÃO: 254 nm
VOLUME do LOOP: 0,5 mL

AMOSTRA: solução do solo
• O eluído foi misturado

continuamente com
solução MAKEUP de
10mg/L de Sc.

• Acoplamento direto no
ICP-OES.

Zernichow & Lund
(1995)

COLUNA: Superose 12HR 10/30
ELUENTE: 0,1M tampão acetato (0,05M
AcNa + 0,05M AcH, pH 4,6)
FLUXO: 0,4 mL min -1

DETECÇÃO: 254 nm
VOLUME do LOOP: 0,2 mL

AMOSTRA: água de rio
• Adicionou tampão à

amostra antes da injeção.
• Coletou 40 frações de

0,6mL.
• Derterminou Al por

GFAAS.

Hees et al. (1996)

COLUNA: Bio-Gel P2 (16 x 300mm) cut-
off 1800D (separa ácidos orgânicos de
baixa massa molecular de Ac.Húmicos)
ELUENTE: 0,1M NaSCN
FLUXO: 0,26 mL min -1

DETECÇÃO: 400 nm
VOLUME do LOOP: ?

AMOSTRA: solução do solo
• Testou vários sais como

eluentes e preferiu o
NaSCN pois não houve
adsorção.

• Cita Supelco Gel C610H
para ácidos de baixo peso
molecular.

• Coletou frações de 2,6mL
para Al.

Tsunoda et al.
(1997)

COLUNA: Shodex Asahipac-320 HQ
ELUENTE: 0,1M NaNO3 (pH 3,0)
FLUXO: 0,4 mL min -1

DETECÇÃO: pós coluna-fluorimetria
VOLUME do LOOP: 20 mm 3

AMOSTRA: Extrato aquoso de
solo.
• Determinou Al.

Romkens & Dolfing
(1998)

COLUNA: Bio-Sil SEC 250 (7,5 x 600mm)
ELUENTE: 0,05M NaNO3 ou H2O pH 6,0
FLUXO: 1 mL min -1

DETECÇÃO: 200 e 250 nm
VOLUME do LOOP: 0,020 ml

AMOSTRA: solução do solo
• Avaliou efeito de força

iônica (I) e sais nos picos.
• Determina efeito de Ca e

Cu na precipitação DOC.

Casartelli (1999)

COLUNA: Toyopearl HW40S (1x36cm)
ELUENTE: KCl 0,02M
FLUXO: 1,0 mL min -1

DETECÇÃO: 254 nm
VOLUME do LOOP: 0,5 mL

AMOSTRA: solução do solo
•  Usou calibração com

proteínas.



31Especiação em Solos - aspectos gerais

Referência Principais características operacionais Outras informações

Conte & Piccolo
(1999a)

COLUNA: TSK G3000SW (7,5x600mm)
ELUENTE: 0,05M NaNO3 com: 0,004M
NaN3, ou 4,6x10 -7M metanol (pH 6,97),
ou com HCl pH 5,54 ou 4,6x10-7M AcH
pH 5,69
FLUXO: 0,6 mL min -1

DETECÇÃO: 280 nm
VOLUME do LOOP: 0,1 mL

AMOSTRA: ácidos húmicos
isolados de solos
• Usou calibração com

polissacarídeos (explica o
porque) e 4 eluentes (não
houve diferença).

Conte & Piccolo
(1999b)

COLUNA: TSK G3000SW e Biosep
S2000
ELUENTE: 0,05M NaNO3 com: 0,004M
NaN3 (I= 0,05, pH 7,0)
FLUXO: 0,6 mL min -1

DETECÇÃO: 280 nm
VOLUME do LOOP: 0,1 mL

AMOSTRA: ácidos húmicos
isolados de solos
• Usou calibração com

polissacarídeos.

Hils et al. (1999)

COLUNA: Superdex 75HR (10/30) ou
Peptide HR 10/30
ELUENTE: água demineralizada
FLUXO: 1 mL min -1

DETECÇÃO: 280 nm
VOLUME do LOOP: 0,1 mL

AMOSTRA: solução do solo
• Proteínas para calibrar

(mostra a concentração de
cada uma).

• Testou coluna catiônica
para separar Al-org. do
inorg.

• Discute acoplamento
ICP-MS/HPLC.
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Referência Principais características
operacionais

Outras informações

Kerven et al.
(1995)

COLUNA: Fractogel TSK HW-
40(s)
ELUENTE: 0,02M KCl pH 4,2
FLUXO:1 mL min-1

DETECÇÃO: 254 nm
VOLUME do LOOP: 0,5 mL

AMOSTRA: solução do solo
• O eluído foi misturado

continuamente com solução
MAKEUP de 10mg/L de Sc.

• Acoplamento direto no ICP-
OES

Zernichow &
Lund (1995)

COLUNA: Superose 12HR
10/30
ELUENTE: 0,1M tampão
acetato (0,05M AcNa + 0,05M
AcH, pH 4,6)
FLUXO: 0,4 mL min -1

DETECÇÃO: 254 nm
VOLUME do LOOP: 0,2 mL

AMOSTRA: água de rio
• Adicionou tampão à amostra

antes da injeção
• Coletou 40 frações de

0,6mL
• Derterminou Al por GFAAS.

Hees et al.
(1996)

COLUNA: Bio-Gel P2 (16 x
300mm) cut-off 1800D (separa
ácidos orgânicos de baixa
massa molecular de
Ac.Húmicos)
ELUENTE: 0,1M NaSCN
FLUXO: 0,26 mL min-1

DETECÇÃO: 400 nm
VOLUME do LOOP: ?

AMOSTRA: solução do solo
• Testou vários sais como

eluentes e preferiu o NaSCN
pois não houve adsorção

• Cita Supelco Gel C610H para
ácidos de baixo peso
molecular

• Coletou frações de 2,6mL
para Al

Tsunoda et al.
(1997)

COLUNA: Shodex Asahipac-
320 HQ
ELUENTE: 0,1M NaNO3 (pH
3,0)
FLUXO: 0,4 mL min -1

DETECÇÃO: pós coluna-
fluorimetria
VOLUME do LOOP: 20 mm3

AMOSTRA: Extrato aquoso de
solo
• Determinou Al

Romkens &
Dolfing (1998)

COLUNA: Bio-Sil SEC 250 (7,5
x 600mm)
ELUENTE: 0,05M NaNO3 ou
H2O pH 6,0
FLUXO: 1 mL min-1

DETECÇÃO: 200 e 250 nm
VOLUME do LOOP: 0,020 ml

AMOSTRA: solução do solo
• Avaliou efeito de força

iônica (I) e sais nos picos
• Determina efeito de Ca e Cu

na precipitação DOC

Casartelli
(1999)

COLUNA: Toyopearl HW40S
(1x36cm)
ELUENTE: KCl 0,02M
FLUXO: 1,0 mL min -1

DETECÇÃO: 254 nm
VOLUME do LOOP: 0,5 mL

AMOSTRA: solução do solo
•  Usou calibração com

proteínas.
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Referência Principais características operacionais Outras informações

Piccolo et
al.(1999)

COLUNA: Biosep S2000 (7,5x600mm)
ELUENTE: 0.05M NaNO3 + 0.004M NaN3

(pH 7, I = 0,005M)
FLUXO: 0,6 mL min-1

DETECÇÃO: 280 nm
VOLUME do LOOP: 0,1 mL

AMOSTRA: ácidos húmicos
isolados de solo e mineral e
carvão
• Usou polissacarídeos para

calibrar.
• Estudou estabilidade
conformacional de humatos-Na
em presença de ácidos
monocarboxílicos e HCl (que
não alterou I).

Mitrovic &
Milacic (2000)

COLUNA: Superdex HR 75 10/30
ELUENTE: Tampão tris-HCl + NaCl
FLUXO: 0,35cm3 min-1

DETECÇÃO: 278 nm
VOLUME do LOOP: 0,2 ou 1 cm3

AMOSTRA: extrato aquoso de
solo
• Mostra como preparar

solução, a partir de
padrões, de Al-Hum e Al-Ful

• Coletou frações de
0,875cm3 e determinou Al.

• Usou outra coluna
(catiônica).

Cozzolino et al.
(2001)

COLUNA: Biosep S2000 (7,5x600mm)
ELUENTE: 0.05M NaNO3 + 0.004M NaN3

FLUXO: 0,6 mL min-1

DETECÇÃO: 280 nm
VOLUME do LOOP: 0,1 mL

AMOSTRA: ácidos húmicos
isolados de solo e mineral e
carvão
• Usou polissacarídeos para

calibrar.
• Estudou estabilidade

conformacional de
humatos-Na.

Piccolo et al.
(2001)

COLUNA: TSK G3000SW (7,5x600mm)
ELUENTE: 0,05M NaNO3 com: 0,004M
NaN3, ou 4,6x10-7M metanol (pH 6,97),
ou com HCl pH 5,54 ou 4,6x10-7M AcH
pH 5,69
FLUXO: 0,6 mL min-1

DETECÇÃO: 280 nm
VOLUME do LOOP: 0,1 mL

AMOSTRA: ácidos húmicos
isolados de solo, carvão e lignita
• Usou polissacarídeos e

polímeros para calibrar, mas
usou detecção por ínidce de
refração.

Pérez (2002)

COLUNA: Superdex 75 HR 10/30
ELUENTE: água e 0,01 M NaCl
FLUXO: 1,0 mL min-1

DETECÇÂO: 200 a 300 nm (DAD)
VOLUME do LOOP: 0,1 mL

AMOSTRA: solução do solo
• Usou proteínas na

calibração;
• Detecção por arranjo de

diodo;
• Coletou frações de 300µL e

determinou Al, Fe, Mn.


