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AQUATIC HUMIC SUBSTANCES: MOLECULAR SIZE FRACTIONATION AND CHARACTERIZATION

OF INNER REARRANGEMENTS AFTER METAL IONS COMPLEXATION. The aquatic humic substances
(AHS) investigated in this study were conventionally isolated from Rio Negro waters — Amazonas State/
Brazil by means of the collector XAD 8. A special five-stage tangential-flow ultrafiltration device was used
for analytical fractionation of AHS. The fractionation patterns (6 fractions each) showed that metal traces
remaining in AHS after their XAD 8 isolation have different size distributions. For instance, the major
percentage of traces of Ni, Cu, Zn, Cd and Pb (determined using ICP-AES) was preferably complexed by
molecules with relatively high molecular size (30-100 kDa) and the following complexation order was
characterized: ¥>> F, = F, = s > F3 > F. Moreover, the species formed between AHS and metals
prepared by spiking, showed distribution patterns changing as a function of the complexation time (ageing
process), indicating a slow transformation process and an inner rearrangements in the binding sites within
the AHS molecules.

Keywords: aquatic humic substances; fractionation; metal ions.

INTRODUCAO plana com menos de 40 metros de declividade de Manaus-AM
até o oceano Atlantico. Tem rios de tamanhos variados e
Substancias himicas (Sego formadas pela transformacdo igarapés (riachos) contribuindo para a formagéo das bacias dos
de biomoléculas, durante o processo de decomposicdo de regfois grandes rios do centro da Amaz6nia, o Solimdes e o
duos vegetais e animais presentes no ambiente. Devido a natNegro, os quais encontram-se nas proximidades de M¥haus
reza heterogénea e complexa das SH, pouco se sabe sobre &4&Rio Negro é um dos maiores afluentes do Rio Amazonas.
estrutura quimica e apresentam-se como misturas heterogéne@s acordo com Ertél, é responsavel pela maior parte do flu-
de moléculas polidispersas com elevada massa hfolBps-  xo de acidos humicos para o Rio Amazonas, contribuindo com
suem alto teor de grupos funcionais contendo oxigénio na forcerca de 2,5 vezes mais que o Rio Solimdes. As substancias
ma de carboxilas, hidroxilas fendlicas e carbonilas. Devido suagimicas do Rio Negro chegam & agua por drenagem dos solos
caracteristicas estruturais as SH podem interagir com metais ®#/enosos das campinas. Os igarapés que fazem essa drenagem
compostos organicos como por exemplo, pesticidas e herbicidagrnam-se pretos e as SH s&o responsaveis pela permanéncia
presentes no ambiente. Para compreender o comportamento dgé pH desses igarapés entre 3,5 - 3,9. Durante prolongados
SH no ambiente, estas tém sido estudadas sob diferentes gseriodos secos, ndo ocorre percolacio e os igarapés transpor-
pectos: caracterizagdo de estruturas parciais, determinacéo €gm somente aguas e fons estocados por muito tempo no solo
constantes de equilibrio de espécies metal-SH, atidez argiloso, aumentando a alcalinidade, o teor idnico e diminuin-
labilidade relativa de metais, €tc. do a coloracdo das Aguas. Entretanto, logo com as primeiras
A definicdo de substancias himicas aquaticas (SHA) estghuvas, as aguas tornam-se novamente escuras e'&cidas
baseada em métodos cromatograficos de extragdo. Thurman & A contribuicdo do presente trabalho foi caracterizar a distri-
Malcolm® definiram SHA como a porgédo ndo especifica, buicio de niquel, cobre, zinco, cadmio e chumbo em fraces com
amorfa, constituida de carbono orgénico dissolvido (COD) entiferentes tamanhos moleculares de substancias htimicas extraidas
pH 2 e adsorvente em coluna de resina XAD 8, ndo ibnicade amostras de agua do Rio Negro. Além disto, obtiveram-se
com altos valores de coeficiente de distribuicdo. A fragcdo eximportantes informacdes a respeito da ocorréncia de rearranjos
traida de COD em uma amostra depende do tipo de resiniater e/ou intramoleculares, quando as macromoléculas himicas

utilizada, da quantidade de amostra e do eluente utilizaddinteragem com fons metalicos em sistemas aquaticos.
Consequentemente, amostras extraidas por métodos diferentes

geralmente ndo sdo comparaveis. Ainda, de acordo COrEXPERIMENTAL

Thurman & Malcoln? e Senedj SHA compreendem cerca de

um terco até a metade do COD na agua e sdo constituidas emmostragens

sua maior parte por acidos hidrofébicos. Estes, podem apre-

sentar concentracdo de P@ L' em aguas de subsolo, che- O sitio de amostragem fica & margem esquerda do Rio

gando a 30 mg/lem &guas de superfiéieGrande parte do Negro-AM, entre as confluéncias dos Rios Taruma Mirim e

COD em sistemas aquaticos tropicais com coloracdo escurdaruma Agu, a cerca de 20 km a oeste da cidade de Manaus—

por exemplo o Rio Negro - AM - Brasil, apresenta-se comoAM, Figura 1.

substancias humicas aquatitas O nivel mais baixo da agua ocorre entre novembro e de-
A Amazodnia Central é regido de topografia essencialmentgembro e o mais alto entre junho e julho. Com o periodo de
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Figura 1. Sitio de amostragens de &gua do Rio Negro - AM, entre as confluéncias dos Rios Taruma Mirim e Tarumé& Agu.

enchente as a4guas do Rio Negro alagam as florestas, varzea®epararam-se as membranas de dialise (Samless cell 16 X 100
igarapés. A partir de junho inicia-se a vazante retirando as aguaear) segundo o procedimento descrito por Tewal*. Apos
da floresta e no periodo da seca, entre setembro e janeiro, tratamento por 10 minutos com solugdo de bicarbonato de sédio
igarapés permanecem em seus pequenos canais. As coletas 84 (m/v) e solucdo de EDTA dissadico dihidratado 0,01 migl L
ram feitas nos periodos entre fevereiro e setembro de 1998 ctavaram-se as membranas com agua desionizad¥C(66 es-
letando-se 8 amostras (100 litros cada) & 50 cm da sup¥ficie tocou-se em refrigerador.
O extrato humico foi concentrado em evaporador rotativo e

ExtracBes das substancias hamicas purificado utilizando-se membrana de dialise contra agua
aquaticas com resina XAD 8 deionizada até teste negativo para cloretos (teste com solugéo

de nitrato de prata 0,10 mol)?°. Apés a remocgdo do exces-

A resina macroporosa XAD 8 utilizada para a extracdo deso de sais dissolvidos por dialise, liofilizou-se o extrato himico
SHA foi previamente purificada por bateladas sucessivas cornsonforme procedimento descrito por Pitortfbe estocou-se o
solugBes de acido cloridrico 0,50 mot,Lhidroxido de sédio  material em pesa filtro mantido em dessecador.

0,50 mol L' e metanol, respectivamente (24 horas cada

batelada). Para extracdo, utilizou-se procedimento recomend#aracterizagées

do pela International Humic Substances Society (IH53)s

amostras foram filtradas em sistema de filtracdo a vacuo Comp4lise elementar

papel de filtro Whatman 42 e, em seguida, acidificadas com

solugdo de acido cloridrico 6,0 mot‘laté pH 3,0. Ent&o, por Determinou-se a composicdo elementar das SHA em rela-
gravidade, percolaram-se, as amostras através de colunas @& ao contetido de carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio
vidro (2 cm de diametro interno e 25 cm de altura) empacotae enxofre em equipamento para analise elementar CHNSO —
das com resina XAD 8, com fluxo de 4 mL minApds satu- CE Instruments, Perkin Elmer, EA 1110.

racao, verificada pelo escurecimento da resina, percolaram-se

10 mL de solugdo de acido cloridrico 0,01 mot para a  Teor de matéria organica e inorganica

remocdo de impurezas e fez-se eluicdo com solucdo de

hidroxido de s6dio 0,10 mol°L, com vaz&o de 1,2 mL min Transferiu-se 0,5000 g das SHA extraidas para cadinho
Ap6s a primeira elui¢do purificou-se a resina e colocaram-s@reviamente tarado e calcinou-se em mufla a 750 °C por 4
as colunas novamente em operagao. horas. Calculou-se o teor de matéria orgénica pela diferenga

Para maior representatividade, misturaram-se 0s extratode massa ap6s calcinacdo, considerando-se o residuo final
obtidos das 8 amostras coletadas em diferentes datas e ajust@dmo matéria inorgani¢a
se 0 pH do extrato humico final em 5,0 (pH original das amos-
tras de agua do Rio Negro) com solucéo de acido cloridric@apacidade de complexacéo e

0,10 mol L*. carbono organico dissolvido

Purificacdo dos extratos himicos Determinou-se a capacidade de complexag¢do das SHA por
potenciometria, utilizando-se eletrodo ion seletivo de cobre
Antes do fracionamento das substancias himicas aquaticaspmo descrito por ROCHAt al’®. A concentracéo de carbo-
fez-se dialise para remogdo do excesso de sais dissolvidoso organico dissolvido (COD) da amostra filtrada e nas
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fracBes foi determinada pelo método de combustéo cataliticarganicos e inorganicos, por exemplo, fons metdiitd@s va-
sob atmosfera de oxigénio e subsequente deteccdo em equigares encontrados para o teor de cinzas, composi¢do elementar e

mento Analyser Schimadzu TOC 2000. razBes H/C e C/N, nas SHA, bem como dados citados na litera-
tura encontram-se listados na Tabela 2.
Tempo de complexagdo metal-SHA De acordo com os dados da Tabela 2, os valores encontra-

dos para composicdo elementar das SHA extraidas de agua do
Em 1000 mL de solugéo de SHA 1,0 mg fnadicionaram-  Rio Negro-AM estdo proximos aos citados por Leerfieer
se solugdes de Ni, Cu, Zn, Cd e Pb em volumes adequados pagaal também trabalhou com SHA extraidas de amostras de agua
obter solugéo final com 0,5, 0,25, 10,0, 0,25 e 2,5 mgde coletadas no Rio Negro-AM. As razBes molares H/C e C/N
cada metal, respectivamente. Deixou-se sob agitacdo mecéniéarnecem indicativos sobre estruturas e formas moleculares das
durante dez dias mantendo-se o pH em 5,0. Nas primeiras Zlubstancias himic&s O contelido de hidrogénio esta relacio-
horas e ap6s 10 dias, retiraram-se aliquotas de 250 mL parsmdo com o grau de saturacdo, isto €, um aumento no teor de

posterior fracionamento. hidrogénio indica maior nimero de carbonos alifaticos,jJCH
que carbonos aromaticos (C2€)A razdo molar H/C calcula-
Fracionamento das SHA utilizando da para SHA (1,70:1), indica carbonos de carater mais alifaticos
ultrafiltracdo sequencial em multiplos em comparacgdo com os dados de Leerfhe®ambém, a com-
estagios e fluxo tangencial - SFSUF paracdo das raz6es C/N, infere um menor grau de humificacédo

das amostras de SHA utilizadas no presente estudo.
O fracionamento das SHA foi feito utilizando o sistema
desenvolvido recentemente por Roataal'®. Para tal, bom- . . . -
bearam-se 250 mL de SHA (1,0 mg HLpH 5,0) através do Tape!a 1 InformagBes gerais e algumas caracteristicas fisico-
sistema SFSUF, obtendo-se as seguintes fragdes com difereflu/micas da amostra de agua coletada no Rio Negro-AM,
tes tamanhos moleculares;: 100, F: 50-100, k: 30-50, R entre fevereiro a setembro de 1998.

10-30, k5: 5-10 e k: <5 kDalton. Parametros determinados Resultados
. x . pH 50

Digestdo dos extratos humicos Condutividade 7.1 'S ot
Transferiram-se aliquotas de 10 mL do extrato hiimico paral €mperatura 29-32C

frascos de 50 mL e secou-se em estufa de circulagéo forcada gor 90 uH

55°C. Ap6s secagem, no mesmo frasco, adicionou-se 1,0 mL!urbidez 18,0 FTU |

de solucédo de &cido nitrico concentraaié-purificado utili- CoD B 12mgCL

zando-se destilador construido em quartzuifboiling”), 1,0 ~ Capacidade de complexacéo 2,8 mmol Cu(ll) gcob

mL de soluc3o de perdxido de hidrogénio 30% (v/v), cobriu- NI 33,5Hg L

se com vidro de rel6gio e aqueceu-se em chapa até a solucal 38,5ug L

tornar-se limpida. Transferiu-se o digerido para baldo Z" oug L=

volumétrico de 25,00 mL e completou-se o volume com agua.Cd <O0lugl

Quando necessario, repetiu-se adicdo de acido nitrico Fb 110ug L

perdoxido de hidrogénio nas mesmas quantidades.

Determinagdes de metais por ICP-AES Tabela 2. Composicao elementar, teor de cinzas, razdes H/C e

C/N de substancias humicas aquaticas extraidas de amostras de

Determinaram-se a concentracdo de niquel, cobre, zincoigua do Rio Negro-AM.
cadmio e chumbo por espectrometria de emissédo atdbmica com o
plasma de arg6nio induzido ICP-AES, utilizando-se solugdes Composicdo Elementar
padrdo mistas para construgdo da curva de calibracdo e as sémostra (%)
guintes condicdes operacionais: detec¢do simultanea (CID, c H o N Cinzas H/C C/N
“change-injection devi¢g leitura em axial; nebulizador con-
céntrico: 32 psi; camara de nebulizacdo: 30 psi; nebulizagdo &HA RN 39,6 5,6 529 18 34,9 1,70:1 256:1
refrigeracdo com arg()nlio; aspiracdo: 2,4 mL hifiuxo de SHA RN* 479 4,7 450 1,7 28,5 1,181 33,31
gas auxiliar: 0,50 L min; radio frequéncia: 1550 W (fixa); = .
tempo de integragdo: 20 s; linhas de emissao: Ni 221,647 {116}SHA RN: Dados
[11]; Cu 327,396 {079} [I]; Zn 213,856 {121} [I]; Cd 228,802
{113} [I] e Pb 261,418 {100} [I]. Influéncia do tempo de complexacdo metal-SHA

extraidos de Leenheer, 3LA.

RESULTADOS E DISCUSSAO A grande variedade de tamanho molecular, caracteristica
das substancias humicas aquéticas, deveria em principio, per-
A Tabela 1 lista informag8es gerais sobre a amostra de dguaitir a separacdo da amostra em muitas fracdes especificas.

coletada no Rio Negro-AM. Devido as complexas associag8es intermoleculares, na prati-
ca, é dificil obter frages com tamanhos moleculares especi-
Andlise elementar ficos. Entretanto, mesmo tratando-se de intervalos de tama-

nhos moleculares, o fracionamento é um importante procedi-

Embora bastante utilizada para caracterizacdo de substanciawento para melhor compreender o comportamento das subs-
hamicas, a andlise elementar é uma técnica limitada quanto tAncias himicas no ambiefte
informagBes sobre a estrutura das SH. E um recurso auxiliar o A Figura 2a mostra a distribuicéo das fragdes de SHA com
qual permite comparacdes entre classes e origens de diferentégerentes tamanhos moleculares em funcdo das respectivas
materiais humicos, é util para avaliar a eficiéncia dos procediporcentagens de carbono e de ions metalicos originalmente
mentos de extragéo e purificaé%e para estimativa do conte- complexados. Observa-se que a fragdo de menor tamanho
do de grupos funcionais oxigenados. Estes grupos sé&o tidamolecular k(< 5 kDa) tem cerca de quatro vezes mais carbo-
como responséaveis pelas interacdes das SH com compostas que a fracdo de maior tamanho molecula>F100 kDa)
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e as fragdes de tamanhos moleculares intermediarios tém entre A Figura 2b mostra que apds adicdo de ions metalicos,
10-20 % de carbono. Assim, apds o fracionamento, pode-sdurante as primeiras 24 horas de contato (metal-SHA 1D), a
estabelecer a seguinte ordem decrescente de distribuicdo déstribuicdo de carbono modificou para todas as fracfes em
carbono nas diferentes fracbes; ¥R > F3 > R = F, > Fy. comparacdo com as fracbes SHA, Figura 2a (sem adicdo de
A perda no balanco de massa, cerca de 2-8 %, € atribuidametais). Neste caso, caracterizou-se a seguinte ordem interme-
adsorcao de matéria organica na superficie das membranas d@ria de distribuicdo de carbono nas diferentes fracdes: F
sistema de ultrafiltrac&d Burbaet al?*e Rochaet al*® estu- F; > Fs > Fs = / > F4. Entretanto, apés 10 dias de contato
dando SHA do Rio Rhur-Alemanha (extraida por ultrafiltracdo)entre as substancias humicas e os ifons metélicos, metal-SHA
e SHA do Rio Negro AM-Brasil (extraida com resina XAD 8), 10D, Figura 2c, caracterizou-se uma ordem decrescente de dis-
respectivamente, observaram uma distribuicdo com a maioritribuicdo de carbono nas fracdes de diferentes tamanhos
da massa de SHA concentrada nas fragcdes de tamanhomoleculares semelhante aquela estabelecida para a SHA sem
moleculares médios,;H50-100 kDa) e £(10-50 kDa). Entre- adicdo de metais, Figura 2a, ou seja>FR, > R > F > R
tanto, as condigBes experimentais utilizadas por esses autoresFs. Estes resultados reforcam a hipotese da ocorréncia de
nao foram as mesmas deste trabalho e portanto, os dados n&arranjos inter e/ou intramoleculares nas macromoléculas
sdo comparaveis. himicas quando estas interagem com ions metalicos formando
diferentes espécies metal-SEPA?’.

A distribuicdo de metais em aguas naturais possibilita um

3042) N (55 melhor entendimento dos fenémenos de transporte, acumula-
N v e cu . ¢éo e biodisponibilidade das véarias espécies metalicas no am-
< 25 - 7 n Las biente aquatico. Além da determinacdo das concentracfes de
= v d ‘.0 —~ SH nas fracbes com diferentes tamanhos moleculares, o
0 20 — P b o 8 fracionamento das amostras possibilita, também, avaliar a dis-
R / N\ o tribuicdo de espécies metal-SHA inertes em meio acido, e ain-
@ 15 / \ . - da retidas nas SHA apds a extracdo com resina XAD 8 de
= . \\ ”o s amostras de agua acidificadas a pH 3,0. Nesse trabalho optou-
=] / o . . .~ . .
o 104 g/ \ © se por estudar a distribuicdo de Ni, Cu, Zn, Cd e Pb pois, estes
= . \ g s S e = elementos tém caracteristicas reconhecidamente relevantes
| ~— L . . . .
25 4 4 v ~ 1o quando se trata de impactos ambientais causados por excessi-
e . | vo aporte de metais pesados em recursos hidricos.
0 T T T T T —0 A Figura 2a mostra que a maior porcentagem dos ions
! 2 F3ra(;6 ot 5 6 metdlicos originalmente presentes nas SHA estd complexada
oo na fracdo F (50-100 kDa). Nas demais fracdes a porcentagem
50 1D) ) e de distribuicdo dos metais é relativamente semelhante, com
7:7 (":‘ ! ‘o decréscimo na fracdos K< 5 kDa), excecdo de Ni(ll) que tem
’\o‘ 25 | z: i maior porcentagem complexada preferencialmente nessa fra-
< v o d _ ¢do de menor tamanho molecular. De modo geral, pode-se
o 204 ¥ P b 40 e estabelecer a seguinte ordem decrescente de complexagédo dos
" ‘ res - fons metélicos originalmente complexados nas diferentes fra-
© \ F30 . — -
@ 15 - A\ _252 goes: k> h =R =FK>FR>F
=4 e \ S A Figura 2b mostra que nas primeiras 24 horas de contato
2 10 \E 20 ; entre os metais adicionados e a SHA, nas fragcGes de maiores
= . e tamanhos moleculares ,(F3), h& inversdo nas porcentagens
2 5 \ 47::>,f\\. e de complexagdo dos metais quando comparadas com os dados
e " N |[® da Figura 2a (metais originalmente complexados). Entretanto,
0 T T T T T Lo ap6s 10 dias de complexacdo, Figura 2c, a distribui¢do de
1 2 3 4 5 6

metais nas trés fracdes de maiores tamanhos moleculares (F
F3) volta a apresentar, caracteristicas semelhantes aquelas dis-

o 1) _ °° tribuicdes de metais originalmente complexados pelas SHA,
N i mostradas na Figura 2a. Roclka al?” 28 estudando a
T Ll —*Cu o0 labilidade relativa de espécies metélicas complexadas com
> hd Zn s SHA, sugeriram que a diminui¢do da labilidade em fung&o do
o 204 7@? - g s 40 < tempo pode ser explicada assumindo-se que, quando em con-
r3s 2 tato com as SHA, inicialmente os ions metélicos séo
o 15 / (30 o complexados preferencialmente por sitios de complexag¢do mais
o \l r2s g externos, portanto, mais acessiveis. Entretanto, com o passar
2104 ¥ r20 ; do tempo, o complexo metal-SHA tende a se estabilizar ocor-
= o " |15 rendo rearranjos inter e/ou intramoleculares, com a transferén-
o 5 \Lx e |[to cia do metal para os sitios de complexacdo mais internos das
o I . ] . |F® macromoléculas humicas. Assim, a espécie metal-SHA tem sua
0 . . . . i " labilidade relativa reduzida em fungéo do tempo e, consequen-
t 2 3 4 5 6 temente, o ion metélico fica menos disponivel para participar

Fragdes de reagBes no ambiente aquatico. A caracterizagdo de mudan-

Figurg 2. Distribui¢éo de fr{:u;ﬁes de substancias himicas aguéticas(;as na distribuicdo de carbono das fracées apds adicdo de ions
extraidas de amostras de agua do Rio Negro-AM, em funcéo do tametalicos, corrobora para confirmacdo da hipétese da existén-

m:m‘; g’;‘)‘;‘fﬁgg dgsc‘zg%e:g;agogz (i%ieggeglssigitar;ﬁgli?:?sal-com cia de rearranjos inter e/ou intramoleculares proposta recente-
P ) ap ¢ mente por Rochat al?” 28

tempos de complexacdo de 24 horas (metal-SHA tD}pds 10 . ~
dias de complexagdo (metal-SHA 10D). Condi¢des: 250 mL SHA 1,0 A _Tabe_la_l 3 lista as ordens decrescentes_ de complexagao de
mg L mantida em pH 5,0; adigdo de Ni 0,50; Cu 0,25, Zn 10,0; CdMetais originaimente complexados pelas diferentes fracdes de
e Pb 2,5ug mL?; fracionamento utilizando o SFSU¥ Fragdes SHA, ap6s adicédo de ions metalicos com tempo de complexagdo
>100, F»: 50-100, R 30-50, R 10-30, R 5-10 e R <5 kDa. de 24 horas (metal-SHA 1D) e 10 dias (metal-SHA 10D).
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Tabela 3 Ordens decrescentes de complexacdo de metais nas frac6es de substancias hiumicas aquéticas extraidas de amostras
agua do Rio Negro-AM. Metais originalmente complexados (SHA), apés adicdo de ions metélicos com tempo de complexacao de
24 horas (metal-SHA 1D) e 10 dias (metal-SHA 10D). Condi¢des: 250 mL SHA 1,0nmyahtida em pH 5,0; adicdo de Ni

0,50; Cu 0,25; Zn 10,0; Cd e Pb 24§ mL%; fracionamento utilizando o SFSY¥ Fragdes E >100, k: 50-100, k: 30-50, R

10-30, F: 5-10 e R <5 kDa.

CONDIC@ES EXPERIMENTAIS METAIS ORDEM DECRESCENTE DE
COMPLEXACAO NAS FRACOES

Niquel Rs>F2>>F1>Fs>F,=F3

Cobre h>F1=Fs;=Fs>F3>Fg

Metais originalmente complexados nas SHA Zinco 2>M=F>Fs=F3>F4

Céadmio B>F>F;>Fs>F3>Fg

Chumbo B>F1>F>F=Fs>F¢

Niquel R>F3>F>Fs>Fs>F4

Cobre F>F>Fo>Fs>F>Fg

24 horas de complexacdo apos adicdo de metais Zinco 1>F3FF>Fa>Fg>F5

Céadmio F>F3>F>F>Fs>Fg

Chumbo >Fo>F>F>Fs>Fg

Niquel R>F3>Fe>F1>F>Fs

Cobre B>F3>F 1 >F>Fg>Fs5

10 dias de complexacdo ap6s adicdo de metais Zinco »>F PR >F>Fe=F5

Cadmio R>Fs=F1>F;>F¢=Fs

Chumbo B>F1>F3>F>Fs=Fg

CONCLUSOES AGRADECIMENTOS

O fracionamento de substancias humicas com base no tama- Os autores agradecem a CAPES/PICD, FAPESP e CNPq.
nho molecular, utilizando sistema de ultrafiltracdo sequencial
com filtros de membrana é, em principio, uma importante técREFERENCIAS
nica para estudar essa complexa mistura de macromoléculas.
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