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— Capítulo 6 — 

FRACIONAMENTO QUÍMICO DA 

MATÉRIA ORGÂNICA 

Vinícius de Melo Benites 

Pedro Luiz Oliveira de Almeida Machado 

Beata Emoke Madari 

Ademir Fontana 

6.1 Introdução 

Tradicionalmente, o húmus foi dividido em três frações: ácidos 

fúlvicos, ácidos húmicos e huminas, como frações 

operacionalmente definidas da matéria orgânica do solo, com 

base nas características de solubilidade dos compostos 

orgânicos. A cada uma dessas frações foram atribuídas 

características físico-químicas que definiriam sua qualidade e 

função no solo. Pesquisas mais recentes, incluindo o 

desenvolvimento de novas técnicas moleculares e analíticas 

(Simpson et al., 2007), contribuíram para o avanço do 

conhecimento sobre a composição da matéria orgânica do 

solo. A maioria do material húmico definido operacionalmente 

nos solos, tanto nas frações extraíveis (ácidos fúlvicos, ácidos 

húmicos) quanto nas huminas, é uma mistura muito complexa 

de biopolímeros microbianos e vegetais e seus produtos de 

degradação, mas não são categorias químicas distintas 

(Kelleher e Simpson, 2006; Simpson et al., 2007). As 

proporções das várias classes de compostos e estruturas 

individuais dentro dessas classes refletem, em grande medida, 
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a composição química dentro do microambiente específico do 

solo (Simpson et al., 2007). 

O fracionamento em base de solubilidade das soluções 

aquosas oferece informação útil sobre a matéria orgânica, 

entretanto, a interpretação dos resultados deve ser feita 

levando em consideração os avanços recentes na 

caracterização da matéria orgânica. Assim, as avaliações e 

estudos das frações húmicas têm sido utilizados na avaliação 

da mudança de manejo, uso ou da qualidade do ambiente 

(Cunha et al., 2005) ou, ainda, como proposta para a 

classificação taxonômica dos solos brasileiros como 

característica diferencial (Fontana et al., 2010; Valladares et 

al., 2007). Essas avaliações têm por base a distribuição das 

frações húmicas a partir do teor de carbono das frações 

(absoluto), ou ainda derivado o percentual em relação ao 

carbono orgânico (participativo) e as razões entre frações. 

6.2 Princípio 

O fracionamento consiste na obtenção de três frações, as 

quais são definidas operacionalmente em relação à 

solubilidade em função do pH da solução extratora (base ou 

ácido) e os resíduos: fração ácidos fúlvicos, fração ácidos 

húmicos e fração humina (Kononova, 1966; Schnitzer, 1978; 

Stevenson, 1994). 

Como definição geral, a fração ácidos fúlvicos apresenta cor 

amarelo-parda e é solúvel em qualquer valor de pH da solução; 

a fração ácidos húmicos, de cor castanho-escura, está solúvel 

em meio alcalino e insolúvel em meio ácido diluído, e a fração 

humina representa o resíduo insolúvel que permanece como 

precipitado (Kononova, 1966; Schnitzer, 1978; Stevenson, 

1994). 

A quantificação do carbono orgânico nas frações húmicas é 

feita em alíquotas ou no resíduo a partir da digestão com a 

solução de dicromato de potássio e o ácido sulfúrico 
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concentrado, seguindo com a titulação com o sulfato ferroso 

amoniacal (Yeomans; Bremmer, 1988). 

Dentre os diversos métodos citados na literatura, é 

apresentado um procedimento simplificado e de fácil 

execução, o qual foi proposto anteriormente por Benites et al. 

(2003). Alguns ajustes em relação ao método foram feitos 

considerando o melhor desenvolvimento e rendimento 

laboratorial. 

6.3 Material e Equipamentos  

6.3.1 Fracionamento 

 Centrífuga refrigerada de alta rotação (superior a 5.000 g) 

com rotor para tubos de 50 mL. 

 Capela de fluxo contínuo. 

 Geladeira. 

 Sistema de filtragem a vácuo para filtros 47 mm de 

diâmetro ou maior. 

 Bomba de vácuo. 

 Filtros de membrana em éster de celulose, 0,45 mm de 

poro e 47 mm de diâmetro, lisa (ex.: Millipore 

HAWP04700). 

 Balão volumétrico de 100,00 mL e 1 L. 

 Balança com precisão de 0,001 g. 

 Provetas de 25 mL, 50 mL e 100 mL. 

 Potenciômetro. 

 Tubos de centrífuga de 50 mL com tampa. 

 Funil. 

 Espátulas e conta gotas. 



404 Manual de Métodos de Análise de Solo  

 

6.3.2 Determinação do teor de carbono nas 

frações 

 Bloco digestor com, no mínimo, 40 posições. 

 Chapa aquecedora com regulagem de temperatura (até 250 oC). 

 Tubos de digestão. 

 Bureta volumétrica ou digital. 

 Provetas de 25 mL, 50 mL e 100 mL. 

 Pipetas de 1,00 mL e 5,00 mL ou pipeta automática 

regulável de 1-5 mL. 

 Erlenmeyer de 125 mL. 

 Dedos frios para refluxo. 

6.4 Reagentes e soluções 

 Ácido sulfúrico concentrado (H2SO4) (96% de pureza), p.a. 

 Solução de hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 mol L-1 – 

Dissolver 4,00 g de NaOH com água destilada ou 

deionizada e completar o volume do balão a 1 L com água. 

 Solução de ácido sulfúrico (H2SO4) 20% (v/v) – Dissolver 

lentamente 200 mL de H2SO4 em 500 mL de água destilada 

ou deionizada e completar o volume do balão a 1 L com 

água. 

 Solução de dicromato de potássio (K2Cr2O7) 0,042 mol L-1 – 

Dissolver 12,26 g de K2Cr2O7 (pré-seco em estufa a 105 °C e 

conservado em dessecador) em água destilada e completar o 

volume do balão a 1 L com água destilada ou deionizada. 

 Solução de dicromato de potássio (K2Cr2O7) 0,167 mol L-1 – 

Dissolver 49,04 g de K2Cr2O7 (pré-seco em estufa a 105 °C e 

conservado em dessecador) em água destilada ou deionizada e 

completar o volume do balão a 1 L com água. 
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 Indicador Ferroin 0,025 mol L-1 – Dissolver 1,465 g de 

ortofenantrolina mono-hidratada e 0,985 g de 

Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O em água destilada ou deionizada e 

completar o volume do balão a 100 mL. 

 Solução de sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O) 

0,0125 mol L-1 – Dissolver 4,902 g de 

Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O em 500 mL de água destilada e 

adicionar 15,00 mL de H2SO4. Resfriar a solução e 

completar o volume do balão a 1 L com água destilada. 

Manter sob refrigeração e protegido da luminosidade. 

 Solução de sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O) 

0,250 mol L-1 – Dissolver 98,04 g de Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O 

em 500 mL de água destilada ou deionizada e adicionar 

15,00 mL de H2SO4. Resfriar a solução e completar o 

volume do balão a 1 L com água. 

6.5 Procedimento 

6.5.1 Extração e Fracionamento 

 Pesar uma amostra de terra fina seca em estufa (TFSE) 

com teor de carbono orgânico (C org) de 0,03 g (30 mg). 

Massa de solo (g) = 30 mg / C org no solo (g kg-1)(14). 

 Dispor em tubo de centrífuga de 50 mL. 

 Adicionar 20 mL de solução de NaOH 0,1 mol L-1, misturar 

com espátula e agitar manualmente. 

 Deixar em repouso por 16 a 24 horas(15). 

                                                        
(14) Caso não tenha o teor de carbono, utilizar entre 0,5 g e 2 g de solo, sendo 

que a menor massa será para solo com cor mais escura e/ou expectativa de 

maiores teores de matéria orgânica. 
(15) Caso exceder o tempo de 24 horas, eliminar e reiniciar o processo. 
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 Balancear o peso dos tubos e centrifugar por 30 minutos a 

5.000 g. 

 Recolher o sobrenadante (extrato alcalino) em outro tubo 

de centrífuga de 50 mL. 

 Adicionar ao precipitado do tubo de centrífuga 20 mL de 

solução de NaOH 0,1 mol L-1. 

 Solubilizar com espátula, agitar manualmente e deixar em 

repouso por uma hora. 

 Balancear o peso dos tubos e centrifugar por 30 minutos a 

5.000 g. 

 Recolher o sobrenadante (extrato alcalino) juntamente com 

o obtido na primeira centrifugação. 

 Ajustar o pH do extrato alcalino para 1 a 2 com H2SO4 

20%(16). 

 Acondicionar o extrato alcalino (pH 1 a 2) por uma noite 

em geladeira. 

 Reservar o precipitado em placa e secar em estufa a 45 oC. 

Guardar para determinação do carbono orgânico na fração 

humina. 

6.5.2 Separação dos ácidos fúlvicos e húmicos 

por centrifugação 

 Balancear o peso dos tubos contendo o extrato alcalino ao 

pH 1 a 2. 

 Centrifugar por 15 minutos a 5.000 g(17). 

                                                        
(16) Medir o volume de H2SO4 gasto em três amostras e fazer a média para 

posterior diminuição do pH das demais amostras sem uso do eletrodo. Baixar 

o pH imediatamente após a soma dos extratos. 
(17) A separação pode ser feita por filtração conforme apresentado no item 

6.5.3. 
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 Recolher o sobrenadante (ácidos fúlvicos) em tubo de 

centrífuga de 50 mL e completar o volume com NaOH 0,1 

mol L-1 ou água destilada. 

 Solubilizar o precipitado (ácidos húmicos) no tubo de 

centrífuga de 50 mL e completar o volume com NaOH 0,1 

mol L-1 ou água destilada(18). 

6.5.3 Separação dos ácidos fúlvicos e húmicos por 

filtragem 

 Verter dos tubos o extrato alcalino (pH 1 a 2) em filtro de 

membrana de 0,45 mm sob vácuo. Pode ser feito 

diretamente sob filtro e funil disposto em tubo de 

centrífuga de 50 mL. 

 Retirar o filtro com os ácidos húmicos e lavar com solução 

de NaOH 0,1 mol L-1 para retirar os ácidos húmicos retidos 

em tubo de centrífuga de 50 mL. 

 Completar o volume dos ácidos fúlvicos e húmicos a 50 mL 

com solução de NaOH 0,1 mol L-1 ou água (destilada ou 

deionizada). Armazenar em até no máximo 5 dias para 

determinação do teor de carbono orgânico. 

6.5.4 Oxidação do carbono orgânico nas frações 

6.5.4.1 Ácidos fúlvicos e húmicos 

 Preparar dois brancos frios e dois aquecidos: em tubos de 

digestão adicionar 5 mL de água destilada, 1,00 mL de 

solução de K2Cr2O7 0,042 mol L-1 e 5 mL de H2SO4 

concentrado. 

 Pipetar 5,00 mL do extrato de cada fração e dispor em 

tubo de digestão(19). 

                                                        
(18) Armazenar em até no máximo 5 dias para determinação do teor de 

carbono orgânico. 
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 Adicionar 1,00 mL de solução de K2Cr2O7 0,042 mol L-1 e 

5 mL de H2SO4 concentrado. 

 Aquecer dois tubos do branco e os tubos com as frações 

em bloco digestor com dedos frios (máximo 150 oC) por 30 

minutos e/ou até obter a oxidação do Corg (cor amarela-

castanha)(20). 

 Deixar esfriar. 

 Transferir a solução dos brancos e das frações para 

Erlenmeyer de 125 mL. 

 Adicionar três gotas de indicador Ferroin. 

 Titular(21) com solução de sulfato ferroso amoniacal 0,0125 

mol L-1 (viragem do verde para o vermelho bordô). 

6.5.4.2 Humina 

 Preparar dois brancos frios e dois aquecidos: em tubos de 

digestão, adicionar 5,00 mL de solução de K2Cr2O7 0,167 

mol L-1 e 10 mL de H2SO4 concentrado. 

 Pesar o precipitado seco a 50 oC (anotar a massa), macerar 

e dispor no tubo de digestão. 

 Adicionar 5,00 mL de solução de K2Cr2O7 0,167 mol L-1 e 

10 mL de H2SO4 concentrado. 

                                                                                                                
(19) Amostras concentradas (muito amarelas ou escuras) podem ser diluídas 

com água destilada (sugestão, 1:5). Considerar o valor da diluição (número de 

vezes) multiplicando o teor de carbono orgânico. 
(20) Quando observar a cor verde, adicionar mais 1,00 mL de dicromato (ou 

quantas vezes for necessário). Quando titular em buretas comuns (50,00 mL), 

dividir o volume do extrato no Erlenmeyer pelas vezes de dicromato totais e 

pipetar uma alíquota para a titulação. Em buretas automáticas, a etapa de 

divisão do volume do extrato no Erlenmeyer não se faz necessária, todavia, o 

volume de sulfato ferroso amoniacal deverá ser dividido pelo número total de 

adições de dicromato. Para o cálculo do teor de carbono orgânico, considerar 

o número de adições totais de dicromato multiplicando na fórmula. 
(21) Recolher toda solução após a titulação das amostras e do branco em 

embalagem especial para posterior tratamento como resíduo químico. 
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 Aquecer dois tubos do branco e tubos com fração em 

bloco digestor com dedos frios (máximo 150 oC) por 30 

minutos e até obter a oxidação do carbono orgânico (cor 

amarela-castanha)(22). 

 Deixar esfriar. 

 Transferir a solução dos brancos e da fração para 

Erlenmeyer de 125 mL. 

 Titular(23) com solução de sulfato ferroso amoniacal 0,25 

mol L-1 até viragem da cor verde para o vermelho bordô. 

Recolher toda solução após a titulação das amostras e do 

branco em embalagem especial para posterior tratamento 

como resíduo químico ou destinação adequada. 

6.6 Cálculos  

6.6.1 Frações ácidos fúlvicos e húmicos 

ba a bs ba
  

ba a SFA

bs e

org

(V V ) . (V V ) 50
(V V ) . 3 . M .  

V V
C    

m

    
    

   

 

                                                        
22 Quando observar a cor verde, adicionar mais 5,00 mL de dicromato (ou 

quantas vezes for necessário). Quanto for titular em buretas comuns (50 mL), 

dividir o volume do extrato no Erlenmeyer pelas vezes de dicromato totais e 

pipetar uma alíquota para a titulação. Em buretas automáticas, a etapa de 

divisão do volume do extrato no Erlenmeyer não se faz necessária, todavia, o 

volume de sulfato ferroso amoniacal deverá ser dividido pelo número de total 

de adições de dicromato. Considerar o número de adições totais de dicromato 

multiplicando o teor de carbono orgânico. O aquecimento pode ser feito 

dispondo os brancos e frações diretamente em Erlenmeyer de 125 mL sobre 

chapa aquecedora. O tempo será de 5 minutos e até a oxidação do carbono 

orgânico (cor amarela-castanha). 
(23) A cor da viragem poderá ser mascarada dificultando a visualização em solo 

com alto teor de matéria orgânica e/ou escuro. Nesse caso, recomenda-se 

diluir com água destilada para facilitar a leitura. 
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Em que: 

Corg – concentração de carbono orgânico nas frações, em g kg-1. 

Vba – volume da solução de sulfato ferroso amoniacal gasto na 

titulação do branco aquecido, em mL. 

Va – volume da solução de sulfato ferroso amoniacal gasto na 

titulação da amostra, em mL. 

Vbs – volume da solução de sulfato ferroso amoniacal gasto na 

titulação do branco sem aquecimento, em mL. 

MSFA – concentração da solução do sulfato ferroso amoniacal, 

em mol L-1. 

Ve – volume da alíquota do extrato, em mL. 

m – massa da amostra de solo inicial, em g. 

6.6.2 Fração humina 

ba a bs ba
SFA 

ba a

bs

org

(V V ) . (V V )
(V V )  . 3 . M

V
C    

m

  
  

   

Em que: 

Corg – concentração de carbono orgânico na fração humina, 

em g kg-1. 

Vba – volume da solução de sulfato ferroso amoniacal gasto 

na titulação do branco aquecido, em mL. 

Va – volume da solução de sulfato ferroso amoniacal gasto na 

titulação da amostra, em mL. 

Vbs – volume da solução de sulfato ferroso amoniacal gasto 

na titulação do branco sem aquecimento, em mL. 

MSFA – concentração da solução do sulfato ferroso 

amoniacal, em mol L-1. 

m – massa da amostra de precipitado (humina), em g. 
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6.6.3 Razões com o carbono orgânico e entre 

frações 

A obtenção dessas razões possibilita fazer comparações 

quantitativas e inferir sobre a qualidade da matéria orgânica do 

solo. É possível avaliar os padrões entre amostras de solo e 

também dentro de um solo em profundidade. 

 Valores participativos: concentração de carbono de cada 

fração húmica pelo C org obtido no item 1.5. 

 Razões entre frações: ácidos húmicos / ácidos fúlvicos e 

extrato alcalino (ácidos húmicos + ácidos fúlvicos) / 

humina. 

6.7 Observações 

O uso dos termos “fração ácidos fúlvicos, fração ácidos 

húmicos e fração humina” se deve à necessidade de mostrar 

que o carbono determinado em cada fração não é 

exclusivamente formado por substâncias húmicas (Kononova, 

1966). Os compostos orgânicos de baixo peso molecular são 

coextraídos como ácidos fúlvicos, e os não humificados são 

coextraídos como ácidos húmicos, além da matéria orgânica 

leve e carvões (particulada), que estarão como humina 

(Benites et al., 2003; Malcolm, 1990). 

Para os solos de composição mineral, a soma das frações está 

entre 90% e 105% do teor de carbono orgânico (Benites et 

al., 2000; Fontana et al., 2010), enquanto, para os solos de 

composição orgânica, a soma das frações varia de 74% a 

94% (Fontana et al., 2010; Valladares et al., 2007). Para 

solos que apresentam teor de C org inferior a 5 g kg-1, a soma 

das frações húmicas poderá variar substancialmente além dos 

valores apresentados anteriormente para os tipos de solo. 

Para a fração humina, principalmente, quando da presença de 

materiais orgânicos muito reduzidos (por exemplo: ácidos 
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graxos de cadeia longa tais como cutina e suberina) ou 

materiais de difícil oxidação (por exemplo: carvão), variações 

podem ser observadas na quantidade de dicromato gasto. 

A presença de interferentes minerais como o Fe2+ (ambientes 

hidromórficos) ou cloretos irá consumir dicromato, resultando 

numa superestimativa do teor de C org. A secagem do material 

contendo Fe2+ e adição de Ag2SO4 em material contendo 

cloreto minimizam os efeitos. Entretanto, em solos que 

apresentam óxido de manganês, estes competem com o 

dicromato, acarretando subestimativa do teor de C org (Guerra; 

Santos, 2008). 
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