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EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM PARA DETERMINACAO COLORIMETRICA DE FERRO EM SOLO:
UMA COMPARACAO COM ESPECTROMETRIA DE MASSA COM PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO
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ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION FOR COLORIMETRIC DETERMINATION OF IRON IN SOIL: A COMPARISON
WITH INDUCTIVELY COUPLED PLASMA MASS SPECTROMETRY. A simple procedure for ultrasound-assisted extraction and
colorimetric determination of iron in soil samples was developed. The iron concentration in the analyzed samples was determined
by the colorimetric method and the results compared with inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Fifteen soil
samples were analyzed and the iron concentration results compared with those obtained by ICP-MS using microwave-assisted sample
digestion. The proposed procedure showed good efficiency for iron extraction and the results obtained by colorimetric determination
exhibited good agreement with ICP-MS. Moreover, ultrasound-assisted extraction and colorimetric determination is a simple, fast

and low-cost procedure for application in routine analysis.
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INTRODUCAO

O Ferro (Fe) € um dos elementos mais abundantes no solo, sendo
adotado como um dos indicadores de fertilidade.'* Isso por que a
quantidade de ferro presente no solo estd associada a caracteristicas
das dguas subterraneas, atividade microbiana, distribui¢do de matéria
orginica e também aos padrdes de agregacdo do solo.** No Brasil,
onde a economia € voltada, em grande parte, para a agricultura e
pecudria, a qualidade do solo, bem como o conhecimento das suas
caracteristicas fisico-quimicas, € fundamental para a sustentabilidade
desses sistemas. Neste sentido, vdrias metodologias analiticas vém
sendo propostas para a determinacdo de metais, incluindo Fe, utilizan-
do diferentes técnicas. Entre as técnicas mais amplamente utilizadas
para a determinagdo elementar em solos estdo a espectrometria de
absor¢do molecular (UV-Vis), espectrometria de absor¢do atdmica
(AAS), espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), espectrometria de massa com plasma induti-
vamente acoplado (ICP-MS) e a espectrometria de fluorescéncia de
Raio-X.>8

Entretanto, a determinagdo de Fe, bem como de outros metais
em amostras de solo, ndo € uma tarefa simples. Isso se deve ao
alto teor inorganico da matriz, o que a torna uma amostra de dificil
decomposicdo. Assim, para a decomposicdo total de amostras de
solo, geralmente sdo necessdrios métodos laboriosos e que requerem
reagentes perigosos.® Os métodos mais comuns para o preparo de
amostras de solo sdo a digestdo em meios dcidos como HF, HNO,,
H,SO, e HCIO, e aquecimento em frasco aberto”!” e a digestao dci-
da assistida por micro-ondas.®!'"’* Além disso, muitos dos métodos
propostos utilizam grandes volumes dos dcidos concentrados, muitas
vezes perigosos e que necessitam de altas temperaturas e pressao.
Nesse sentido o desenvolvimento de métodos de preparo de amostras
que possibilitem a utilizagdo de menores quantidades de reagentes,
temperaturas brandas e que néo necessite de equipamentos onerosos
ou sofisticados € extremamente importante. A utilizacio da extracio
assistida por ultrassom € uma alternativa para o preparo de amostras,
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sendo um procedimento simples, rdpido e que, geralmente, ndo requer
autilizac@o de reagentes perigosos.'*1¢ Assim, a extragdo assistida por
ultrassom vem sendo utilizada para a extragdo de metais em amostras
bioldgicas e ambientais para a posterior determinac@o por diversas
técnicas analiticas.!? A extragdo assistida por ultrassom € baseada
na acdo de ondas mecénicas de baixa frequéncia as quais resultam
na cavitagdo, fenomeno responsdvel pela formagdo e colapso de
bolhas de cavitacido que refletem em areas pontuais de alta pressido
e temperatura, facilitando o processo de extragio dos elementos.!s*

A determinac@io de metais por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) ¢ amplamente utilizada,
devido a vantagens tais como determina¢des multielementares e
alta sensibilidade.®”?"** Contudo, a técnica apresenta alto custo, o
que muitas vezes limita a sua utilizacdo por muitos laboratérios.
Assim, métodos que utilizem técnicas bem estabelecidas, porém
mais acessiveis, como a espectrometria de absor¢do molecular na
regido do Uv-Visivel, tém sido cada vez mais adotados devido a sua
simplicidade, baixo custo operacional e boa reprodutibilidade.!*2+2¢
Neste sentido, o objetivo deste trabalho € desenvolver um método
simples e rapido para a extragdo de Fe em amostras de solo, utilizando
extragdo assistida por ultrassom e determinagdo colorimétrica por
espectrometria de absor¢do molecular UV-Vis. Os parametros de
mérito e os resultados foram comparados com os obtidos por ICP-MS
utilizando digestdo dcida assistida por micro-ondas.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

As determinagdes foram realizadas utilizando um espectrometro
de absor¢@o molecular UV-Vis (FEMTO 800XI) e espectrometro de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) Elan 6000
(Perkin Elmer-Sciex) e argdnio (99,996%, White Martins, Sdo Paulo,
Brasil) como gds do plasma. Os pardmetros instrumentais utiliza-
dos para as determinacdes de ferro por colorimetria e por ICP-MS
sdo apresentados na Tabela 1. Balanga analitica (BEL Engineering
MARK 205A) foi utilizada para as medidas de massa. A umidade
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das amostras foi medida utilizando balanga térmica (Top Ray, Bel
Engineering), para as determinagdes por colorimetria, foi utilizada
a extracdo do analito assistida por ultrassom em banho ultrassdnico
UNIQUE, USC-1400A 40KHz. Para as determinagdes por ICP-MS
utilizou-se digestdo dcida assistida por micro-ondas Milestone MLS
1200 Mega (Sorisole, Italia).

Tabela 1. Parimetros instrumentais para determinacido de Fe em amostras

de solo

ICP-MS

Poténcia da Radiofrequéncia 1100 W
Cones amostrador e skimmer Pt
Varreduras/Leitura 1
Leituras/Replicata 50
Replicatas 3

Gis do plasma 15 L min’!
Gis auxiliar 1,2 L min’!
G4s nebulizador 0,92 L min™!

Nebulizador/Camara de nebulizagdo Pneumitico de fluxo cruzado/

Duplo passo
Isétopo monitorado SFe
Colorimétrico (UV-vis)
Comprimento de onda (nm) 510

Cubeta/Caminho 6ptico Vidro/ 1,0 cm

Materiais

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Para as
determinagdes colorimétricas utilizou-se dgua ultrapura com resis-
tividade de 18 MQ c¢m, obtida em sistema de purificagio GEHAKA
(Master All 2000), acido cloridrico 37% v/v P.A (ALPHATEC,
Macaé, Brasil), dcido acético glacial P.A e acetato de s6dio P.A
(IMPEX, Novo Hamburgo, Brasil). Cloridrato de hidroxilamina
P.A (VETEC) foi utilizado como agente redutor e 1,10-fenantrolina
P.A (VETEC) utilizada como complexante. Para calibragao foi uti-
lizada solugéo estoque de ferro (100 mg L), obtida de Sulfato de
Ferro(Il) e Amonio Hexahidratado PA (VETEC). Para a avaliagio
de possiveis interferentes utilizou-se solugdes estoque (100 mg L)
de cada cdtion avaliado preparadas a partir de: sulfato de cobalto
P.A (SYNTH, Diadema, Brasil); sulfato de cobre P.A (DINAMICA,
Diadema, Brasil); sulfato de zinco P.A (BIOTEC, Porto Alegre,
Brasil); sulfato de aluminio P.A cristalizado (REAGEN, Colombo);
cloreto de bario P.A (REAGEN); sulfato de magnésio heptahidratado
P.A (VETEC) e cloreto de calcio P.A (BIOTEC). Para as determi-
nagdes por ICP-MS utilizou se dgua ultrapura com resistividade de
18 MQ) cm, obtida em sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore,
Bedford, EUA), acido nitrico 65% v/v e 4cido cloridrico 37% v/v
(Merck, Darmstadt, Alemanha) bidestilados abaixo da temperatura de
ebuli¢do em destilador de quartzo. Acido fluoridrico 40% v/v (Merck)
foi tridestilado em destilador de Teflon® (Kurner Analysentechnik,
Rosenheim, Alemanha). Peréxido de hidrogénio 30% v/v supra-puro
(VETEC, Duque de Caxias, Brasil) e 4cido bérico (VETEC) solucdo
saturada a 5% m/v foram utilizados para eliminagdo dos fluoretos
das amostras digeridas.

Amostras de solo
A exatiddo das determinagdes realizadas por colorimetria e
ICP-MS foi avaliada através da analise de amostras de referéncia,
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Robin Test River Sediment Sample (RS-3) e Quality Control Material
LGCQC 3004 (Clay Soil 1). Para comparacdo dos métodos foram ana-
lisadas 15 amostras de solos provenientes de duas diferentes regides
do municipio de Ponta Grossa no estado do Parand. As amostras foram
devidamente homogeneizadas e peneiradas em malha de nylon 75 pm.

Procedimento analitico

Colorimetria (UV-Vis)

Para a extracdo do ferro, uma aliquota de 0,05 g de solo foi di-
retamente pesada em tubos de ensaio, adicionou-se 1 mL de solucio
extratora, acido cloridrico 12 mol L' (37% v/v P.A) e submeteu-se a
acdo do ultrassom, em banho ultrassonico, a temperatura de 55 + 5 °C
e durante 30 minutos. Apds a extragdo, as amostras foram avolumadas
para 10 mL. Para a rea¢do de complexacdo do ferro com a 1,10-fe-
nantrolina, uma aliquota de 100 uL da amostra foi pipetada em um
tubo de 15 mL, em seguida adicionou-se 250 pL da solucdo redutora
de hidroxilamina (10% m/v) e manteve-se a solu¢do em repouso por
5 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1 mL da solu¢do tampio
acido acético/acetato (pH 4,5), e de 250 uL da solucdo de 1, 10 - fe-
nantrolina (1% m/v). As amostras foram avolumadas para 10 mL e
ap6s 30 minutos de reagdo a absorbancia foi lida em espectrometro
de UV-Vis a 510 nm. A calibragdo foi realizada com padrdes de ferro
submetidos a0 mesmo procedimento.

ICP-MS

Para as determinacdes de ferro por ICP-MS, aproximadamente
0,10 g de solo foi pesado nos frascos de digestdo, adicionou-se 4 mL
de HNO,, 1 mL de HCI, 1 mL de H,0, ¢ 0,5 mL de HF e, em seguida,
as amostras foram submetidas a digestao em forno de micro-ondas
conforme descrito por Silva et al.”” Apés a digestéo, adicionou-se as
solucdes 4 mL de dcido bérico 5% m/v e submeteu-se novamente
ao programa de digestdo em forno de micro-ondas, para eliminacéo
dos fluoretos.”” As amostras digeridas foram avolumadas para 50 mL
com dgua ultrapura, diluidas adequadamente (1:10 v/v ou 1:100 v/v)
e, posteriormente, a concentracio de ferro foi determinada usando
calibracdo externa e Rh (10 pg L") como padrio interno.

Analise estatistica

O tratamento estatistico foi efetuado utilizando-se a andlise de
variancia ANOVA unifatorial com intervalo de confianga de 95% e
o teste de Tukey com nivel de significancia oo = 0,05 utilizando o
software Sisvar.?

RESULTADOS E DISCUSSAO
Extracao assistida por ultrassom

Como a composi¢do do solo pode ser muito diferente de uma
regido para outra, os parametros para extra¢ao foram otimizados utili-
zando uma amostra composta de uma mistura uniforme e homogénea,
contendo os diferentes tipos de solo analisados. Para a otimizag¢ao do
procedimento de extragdo do ferro das amostras de solo, foi avaliada
a influéncia de pardmetros como a temperatura e tempo de extragdo,
além da concentracio do dcido extrator. O solvente extrator eleito ndo
deveria apresentar caracteristicas oxidantes, uma vez que somente
o ferro (II) forma complexo com a 1,10-fenantrolina, assim o dcido
cloridrico (HCI) foi utilizado como extrator.?*2¢

Para a otimizagdo da temperatura de extragdo de ferro do solo,
foram avaliadas as extracdes em temperatura ambiente (25 + 3 °C)
e sob aquecimento a 55 + 5 °C. A concentracdo de HCI e o tempo
de agdo do ultrassom foram fixados em 12 mol L' e 30 minutos,
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respectivamente, sendo que os resultados obtidos em mg g™ de ferro
estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Otimizagdo da temperatura de extragdo, temperatura ambiente
(25 = 3 °C) e sob aquecimento (55 = 5 °C). Utilizando solvente extrator:
HCI 12 mol L', Tempo de ultrassom: 30 min

Os resultados obtidos demostraram que o aquecimento de
55 £ 5 °C proporcionou uma eficiéncia maior na extragao do ferro,
uma vez que nestas condi¢des foram obtidas concentragdes supe-
riores, se comparada a extracdo sem aquecimento (25 = 3 °C). A
acdo do ultrassom em temperatura de 50 °C favorece a formacdo
de nucleos de cavitacido, o que por sua vez aumenta a eficiéncia
de extragdo, conforme relatado na literatura.!”” Assim, as demais
otimizagdes foram realizadas com aquecimento a 55 + 5 °C para
extrac@o em ultrassom.

O tempo de permanéncia no ultrassom para extracdo de ferro das
amostras de solo foi avaliado e os resultados estdo apresentados na
Figura 2. Observou-se que a extracdo de ferro das amostras de solo
nao foi efetiva até 10 min de extracdo. Entretanto, a partir de 20 min
ndo houve diferenga significativa entre os resultados obtidos nos di-
ferentes tempos de extragdo avaliados. O tempo selecionado para as
demais otimizacdes foi de 30 min, uma vez que os valores de desvio
padrdo obtidos com 20 min de extragdo foram relativamente maiores.
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Figura 2. Otimizagdo do tempo de extracdo. Utilizando solvente extrator:
HCI 12 mol L' Temperatura: 55 = 5 °C

A concentracdo do HCI utilizado como extrator foi também
otimizada avaliando-se o efeito de concentracdes de HCI variando de
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0 a 12 mol L. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 3.
A auséncia de HCI ndo proporcionou uma extracio significativa
de ferro. O aumento na concentracio de HCI entre 1,2 e 6 mol L™
resultou em um aumento significativo na extrac¢do de ferro, obser-
vado pelo aumento da concentracdo obtida. Nao houve diferenca
significativa nas extragdes realizadas com HCI na concentragdo
entre 9 e 12 mol L', sendo que os valores obtidos para ferro foram
expressivamente superiores aos obtidos com concentragdes meno-
res de HCI. Contudo, optou-se por utilizar HCI 12 mol L' ja que
o desvio padrio obtido para HC1 9 mol L' foi relativamente alto.
Assim, as condi¢des 6timas para extracao de ferro em amostras de
solo foram: HCI 12 mol L' como extrator, temperatura de 55 + 5 °C
e tempo de extragdo 30 minutos, sendo essas condi¢des utilizadas
para as determinacdes colorimétricas
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Figura 3. Otimizag¢do da concentragdo do solvente extrator, HCL. Utilizando
tempo de extragdo: 30 min, Temperatura: 55 + 5 °C

Parametros de mérito e verificacio da exatidao

Os parametros de mérito para determinagdo de Fe em amostras de
solo foram obtidos para as determinagdes colorimétricas usando ex-
tracdo assistida por ultrassom e também por ICP-MS. Os coeficientes
de correlacdo linear obtidos foram maiores que 0,999 para ambas as
técnicas avaliadas e a precisao, expressa como desvio padrio relativo
(RSD, n=3), foi menor que 13% para as andlises colorimétricas e
inferiores a 8% para as determinagdes por ICP-MS. Os limites de
deteccdo (LOD) foram calculados considerando-se 3 vezes o desvio
padrdo de dez medidas consecutivas do branco das amostras dividido
pelo valor da inclinacdo da respectiva curva de calibragdo. Os LODs
dos métodos obtidos para as duas técnicas sdo apresentados na Tabela
2. Como esperado, os LODs obtidos para técnica de ICP-MS foram
significantemente inferiores aos obtidos por colorimetria, contudo, o
LOD de 0,3 mg g obtido para as determinagdes colorimétricas sdo
adequados para a determinagdo de Fe em amostras de solo, ja que
normalmente este elemento encontra-se em concentracdes relativa-
mente altas neste tipo de amostra. Os limites de quantificacio (LOQ),
definidos como 3,3 vezes o LOD, podem ser facilmente obtidos a
partir dos dados da Tabela 2.

A verificacdo da exatiddo foi realizada através de andlise de
amostras de referéncia com concentracdes certificadas e informadas
para ferro. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3, e
demonstram boa concordincia com o valor certificado (RS-3) e in-
formado (Clay Soil 1) tanto para as determinacdes por colorimetria
quanto por ICP-MS, de acordo com o teste-t, considerando um nivel
de confianca de 95%.
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Tabela 2. Parametros de mérito para determinagdo de ferro por colorimetria
e por ICP-MS

Parametros de mérito Colorimétrico ICP-MS
Faixa de calibra¢do (mg L") 0,1 -3,0 0,001 - 0,5
Coeficiente de correlagio (R?) 0,999 0,999
Limite de detec¢do (mg g') 0,3 0,007
Desvio padrao relativo (%, n=3) <13% < 8%

Tabela 3. Resultados (média + intervalo de confianga para 95%, n=3) obtidos e
valores certificado e informado para amostras de referéncia RS-3 e Clay Soil 1.

Certificado Colorimétrico ICP-MS
Amostra (mg 2) Determinado Determinado
g8 (mg g") (mg g")
RS-3 31,6 +0,5 27,90 4.5 32,6+52
Clay soil 1 40% 41,1 12,3 ND

*Valor informado; ND: Nao determinado.

Interferéncias

A 1,10-fenantrolina € um agente complexante que pode formar
complexos com varios metais de transi¢@o tais como zinco, man-
ganés e ferro.?'?® Assim, com a finalidade de testar a interferéncia
de cdtions conhecidamente presentes nas amostras de solo, tais
como Al**, Ba**, Ca*, Co*, Cu**, Mg* e Zn*, a influéncia destes
elementos sobre a complexagdo do Fe ** foi avaliada pela adigdo
de uma concentrac@o do cétion interferente (Ci) de 10 mg L' em
solucdo aquosa de concentracdo de ferro (Cp) 1 mg L. A inter-
pretacdo dos resultados obtidos permitiu afirmar que os fons na
razdo de concentracdes avaliadas (Ci/Cy,.) = 10 ndo resultaram em
interferéncias significativas na determinagao de Fe, pois as variacdes
na recuperacdo encontradas situaram-se entre 91,7 e 114,1% para
os interferentes Ca®* e Zn”*, respectivamente. Esses valores sao
considerados satisfatrios e demonstram a suficiente seletividade
do método proposto para o analito.

Aplicacio analitica e comparacao com ICP-MS

O método colorimétrico de andlise com extragdo assistida por ul-
trassom foi aplicado para a determinag@o de Fe em diferentes amostras
de solo e os resultados comparados com os obtidos por ICP-MS. Na
Tabela 4 estdo apresentados os resultados, média + intervalo de con-
fianca de 95%, obtidos utilizando-se extragio assistida por ultrassom e
determinac@o através do método colorimétrico e os resultados obtidos
por ICP-MS para os diferentes tipos de solo analisados.

As amostras de solo denominadas C e L foram coletadas em
localidades diferentes da regido do municipio de Ponta Grossa, PR,
assim apresentam caracteristicas distintas. Isso explica as diferen-
cas nas concentracdes de Fe observadas entre os dois tipos de solo.
Entretanto, as pequenas variacdes observadas entre as amostras de
solo de mesma caracteristica podem estar relacionadas as diferentes
praticas de manejo utilizadas no local onde as amostras foram cole-
tadas.* Para comparagdo dos resultados obtidos por colorimetria e
ICP-MS foi realizada andlise de varidncia ANOVA unifatorial com
intervalo de confianga de 95% e o teste de Tukey com nivel de signi-
ficancia oo = 0,05. Os resultados obtidos demostraram que ndo houve
diferenga estatistica entre os resultados obtidos por colorimetria e por
ICP-MS para as amostras de solo analisadas.

A correlacdo entre os resultados obtidos por colorimetria usan-
do extracdo assistida por ultrassom com os resultados obtidos por
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ICP-MS utilizando digestio acida assistida por micro-ondas estio
apresentados na Figura 4.

Tabela 4. Concentragao de Fe (média + intervalo de confianga para 95%, n=3)
nas amostras de solo obtidas por colorimetria e por ICP-MS

Amostra Colorimetria (mg g) ICP-MS (mg g)
C-1 282+48 26,422
C-2 223+49 26,7+3,2
C-3 245 +4,6 20,8 £2,5
C4 21,7+03 21,3+ 1,5
C-5 24,154 242 +24
C-6 18,7+ 1,5 184 +1,7
C-7 16,5+ 1,7 17,8 + 1,0
C-8 17323 20,0+ 1,4
L-1 129.,8 + 17,4 131,8 +4,1
L-2 149,1 + 10,4 148,1 6,5
L-3 133,2 +8,7 136,2+5,2
L-4 132,0 5,0 135,1 £ 12,5
L-5 128,5+8.3 134,0 2,0
L-6 1399 +4,7 142,5+89
L-7 144,7+2.9 1463+ 17,4
1601 v= 1,0150x + 0,0737
2_
140 R=0,9985
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Figura 4. Relagdo entre os resultados obtidos por colorimetria usando
extragdo assistida por ultrassom e os obtidos por ICP-MS usando digestdo
dcida assistida por micro-ondas

Os dados obtidos demostram que hd uma boa correlagao linear
entre os resultados (R? = 0,9985), o valor do coeficiente angular
préximo a 1 (1,0159) e um intercepto relativamente baixo e préximo
de zero (0,0737), o que indica claramente que os resultados obtidos
através do método colorimétrico usando extrag@o assistida por ul-
trassom apresentam boa concordancia com os obtidos por ICP-MS
com digestdo 4cida, demostrando a eficiéncia da extrag@o assistida
por ultrassom para determinaco de ferro em amostras de solo.”

CONCLUSAO

O método proposto para determinagdo de ferro em amostras
de solo utilizando extragdo assistida por ultrassom e determinacio
colorimétrica por UV-vis mostrou-se simples, rdpido e preciso. Os
resultados obtidos foram compardveis aos obtidos por ICP-MS
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utilizando a digestdo dcida assistida por micro-ondas como preparo
das amostras, demostrando a eficiéncia da extracdo e exatiddo do
método proposto. Entretanto, a extracéio assistida por ultrassom, além
de ndo requerer a digestdo completa da amostra, utiliza quantidades
reduzidas de reagentes, o que minimiza os custos e os residuos ge-
rados durante a analise.
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