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LANI e JOSÉ ROMANO GALLO (2). 
O cobalto, como componente da 
vitamina B12, desempenha impor­
tante papel na nutrição ani­
mal (3). Sua essencialidade às 
plantas superiores ainda não foi 
demonstrada muito embora seja 
exigido pela associação Rkizo-
bium — leguminosa na fixação 
simbiótica do nitrogênio atmosfé­
rico (4). 

A concentração média de co­
balto em materiais vegetais é 
baixa, situando-se ao redor de 0,1 
a 0,2 ppm, requerendo por isso 
métodos de análise bastante sen­
síveis. 

Dentre os reativos colorimé-
tricos recomendados para a sua 
dosagem, destacam-se o nitroso-R 
e o 2-nitroso-l-naftol (5). O mé­
todo baseado na reação entre o 
cobalto e o reativo 2-nitroso-l-
-naftol tem mostrado maior viabi­
lidade de uso, uma vez que o com­
plexo colorido obtido pode ser 

extraído e concentrado em solven­
te orgânico, acarretando aumento 
de sensibilidade. O citado reativo 
tem sido usado na análise de co­
balto em diversos materiais como 
rochas e solos (6), fertilizantes 
(7), ferro e aço (8) e em plan­
tas (9). 

Visando elucidar alguns as­
pectos relacionados com as con­
dições de funcionamento do méto­
do em questão, foram efetuados 
no presente trabalho os seguintes 
estudos: escolha do comprimento 
de onda para as leituras, efeito do 
pH na formação do composto co­
lorido, estabilidade do complexo, 
influência do íon manganoso, am­
plitude de concentração, precisão 
e exatidão do método quando em­
pregado na dosagem do elemento 
em amostras de diferentes mate­
riais vegetais. 

Material e métodos: O mate­
rial constituiu-se de sete amostras 
de diferentes plantas e todas as 
determinações foram feitas com 
três repetições. 

Foram utilizados os seguintes 
reativos e soluções: Solução de 
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citrato tribásico de sódio a 12,5% 
em trietanolamina a 20%, NaOH 
1 N, HC1 6 N (destilado), HC1 
1 N, solução alcoólica de fenolfta-
leina a 1%, NH4 OH (28-30% de 
NH3), acetato de isoamila e solu­
ção de 2-nitroso-l-naftol a 0,1%. 
Para este último dissolveu-se 0,1 
g do reativo em 1 ml de solução 
de NaOH 1 N e em seguida com­
pletou-se o volume a 100 ml com 
água desmineralizada. A solução 
obtida foi filtrada através de uma 
mecha de algodão e armazenada 
em frasco escuro. 

Soiução-padrão — "estoque" 
de cobalto — Dissolveram-se 
0,4037 g de CoCl2. 6H20 em água 
desmineralizada contendo 1 ml de 
HC1 6 N e completou-se o volume 
a 1000 ml com água desminerali­
zada. Esta solução contém 100 ptg 
de Co/ml. 

Soluções-padrão "de uso" de 
cobalto — Preparadas por dilui­
ção da solução — "estoque" de co­
balto e contendo 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 
8 e 10 \Lg Co/ml. 

Procedimento — Transferi­
ram-se 5,0 g da amostra seca e 
moída para cápsula de porcelana 
e incinerou-se a 500-550°C duran­
te 3 horas. Após esfriar, as 
cinzas foram umedecidas com 
água desmineralizada, tratadas 
com 5 ml de HC1 6 N e aquecidas 
em banho de vapor até secagem. 
Em seguida, o resíduo foi dissol­
vido com 5 ml de solução de HC1 
1 N e a solução obtida foi trans­
ferida para funil de separação de 
125 ml, através de papel de filtro 
Whatman n.° 41, lavando-se a 
cápsula e o papel de filtro com 
três porções de 10 ml de água des­

mineralizada. Foram adicionados 
10 ml de solução de citrato-trieta-
nolamina, duas gotas de solução 
de fenolftaleína e hidróxido de 
amônio, gota a gota, até apareci­
mento de uma leve coloração 
rosea. Em seguida, adicionou-se 
1 ml do reativo 2-nitroso-l-naftol, 
homogeneizou-se e juntaram-se 4 
ml de acetato de isoamila. Os 
funis foram agitados vigorosa­
mente por um minuto, esperou-se 
a separação das fases e drenou-se 
a fase aquosa. À fase orgânica 
foram adicionadas 5 ml de solução 
de HC11 N, procedeu-se à agitação 
dos funis por 20 segundos e após a 
separação das fases, drenou-se a 
fase aquosa. A seguir, lavou-se 
a fase orgânica com 5 ml de so­
lução de NaOH 1 N, repetindo-se 
esta operação até total eliminação 
da coloração amarela devida ao 
excesso de reativo. A fase orgâ­
nica após ter sido lavada com so­
lução de HC1 1 N foi recolhida 
em cubetas do espectrofotômetro 
Beckman modelo DU-2 e as leitu­
ras das abs'orbancias foram efe^ 
tuadas a 362 nm, contra uma 
prova em branco. 

As leituras obtidas foram re­
lacionadas com as concentrações 
de cobalto através de uma curva-
-padrão, previamente determina­
da com as concentrações de cobal­
to variáveis de 0,0 a 4,0 micro-
gramas por 4 ml de solvente. 

Resultados e discussão: a) 
Formação e características do 
composto colorido. A reação entre 
o cobalto e o reativo 2-nitroso-l-
-naftol ocorre numa ampla faixa 
de valores de pH, sendo lenta 
entre pH 2,5 e 5 (5) e imediata 



entre pH 4 e 9 (10). O procedi­
mento adotado por Clark (6) para 
a análise em rochas e solos utiliza 
pH ao redor de 8,5, enquanto o 
adotado por Ssekaalo (9) para a 
dosagem do elemento em plantas, 
emprega pH situado entre 3 e 4. 

Em vista dessas discordân-
cias na recomendação de valores 
de pH para a reação foi efetuado 
um estudo visando elucidar esse 
problema. Os dados obtidos, cons­
tantes na figura 1, mostram que 

no intervalo de pH 8 e 8,5 ocorreu 
a máxima formação do composto 
colorido. 

Através dos dados constantes 
nos ^uadros 1 e 2, pode-se verifi­
car que a velocidade de reação 
entre o cobalto e o reativo 2-
-nitroso-1-naftol é imediata na 
faixa de pH preestabelecida e que 
o composto colorido formado per­
manece estável até 48 horas após 
sua extração com acetato de 
isoamila. 



As recomendações do compri­
mento de onda para efetuar 
as leituras das absorbâncias va­
riam bastante de autor para 
autor. Alguns recomendam a uti­
lização de 530 nm (5- 6 - 1 0 ) , en­
quanto outros afirmam que entre 
360 e 370 nm, a sensibilidade do 

método é triplicada (8- »• n ) . Con­
forme se observa na figura 2, a 
melhor faixa para as leituras 
situa-se ao redor de 362 nm, es­
tando de acordo com os dados 
obtidos por Ssekaalo (9) e por 
Tran-Van-Dahn e outros (11). 
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Uma vez definidos o pH para 
a reação e o comprimento de onda 
para as leituras,. procurou-se de­
terminar a melhor amplitude de 
concentração de cobalto na qual o 
erro fotométrico é mínimo. Con­
forme se observa pela análise da 
figura 3 e do quadro 3, a faixa de 
concentração de cobalto, corres­
pondente a um erro fotométrico 
mínimo, situa-se entre 0,5 e 5,0 
microgramas de Co/4 ml de sol­
vente. - Nas condições estuda­
das, a absortividade molar do 
complexo cobalto-2-nitroso-l-naf-
tolato eqüivale a 3,3 x IO"4. 

b) Interferentes — Dentre 
os elementos presentes no extrato 
clorídrico de cinza de material 
vegetal, os nutrientes cobre, ferro 
e manganês podem interferir se­
riamente na formação do compos­
to colorido. 

As interferências devidas ao 
cobre e ao ferro são facilmente 
contornadas mediante lavagem 
com HC1 1 N e complexação com 
citrato, respectivamente (6). 

A ação do íon manganoso 
ocorre de forma a inibir a forma­
ção do complexo cobalto-2-nitroso 





-1-naftolato. Dentre os comple-
xantes utilizados por diversos au­
tores na complexação do manga­
nês, merecem citação o tiossulfato 
de sódio (e) e a trietanolami-
na ( 1 2 ) . 

Os dados constantes no qua­
dro 4 mostram que a interferên­
cia de até 1000 microgramas de 

manganês pode ser eliminada com 
1 ml de solução de tiossulfato de 
sódio a 10%, ao passo que a pre­
sença de até 5000 microgramas 
de Mn pode ser contornada com 
2 ml de trietanolamina a 80 °/o. 
Para facilitar as operações práti­
cas do método, a solução de trie­
tanolamina foi juntada à solução 
de citrato. 

c) Precisão e exatidão do 
método na análise de material ve­
getal — Preliminarmente ao de­
senvolvimento deste estudo, fez-se 
uma avaliação dos teores de cobal-
to obtidos por duas diferentes téc­
nicas de preparo de extrato: via 
seca e via úmida. O procedimento 

adotado para o preparo do extrato 
por via seca já foi descrito neste 
trabalho, enquanto para o por via 
úmida adotou-se técnica conven­
cional. 

Os dados obtidos, constantes 
no quadro 5, revelam que as duas 
técnicas de preparo de extrato se 
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eqüivalem, devendo, entretanto, 
optar pela que emprega a via 
seca, principalmente por ser mais 
rápida e simples. 

0 estudo da precisão foi efe­
tuado determinando-se o teor de 
cobalto em diversos vegetais, com 
três repetições. Os resultados 
acham-se no quadro 6. Pelo 
exame dos desvios padrões das 

médias e dos coeficientes de va­
riação apresentados no referido 
quadro e considerando que o coe­
ficiente de variação médio para os 
dez vegetais é de 3,75%, conclui-
-se que a precisão do método é 
satisfatória. 

A exatidão do método foi 
avaliada através de um ensaio de 
recuperação, trabalhando com as 



mesmas amostras usadas no estu­
do da precisão. Adicionou-se uma 
quantidade conhecida de solução-
-padrão de cobalto ao extrato clo­
rídrico e os dados obtidos, com 
três repetições, encontram-se tam­
bém no quadro 6. 

Portanto, em vista dos resul­
tados obtidos, pode-se considerar 
que o método apresenta razoável 
exatidão quando aplicado na de­
terminação de cobalto em plantas. 

Conclusões: Com base nos 
dados obtidos pode-se concluir 
que: 

a) Na faixa de pH entre 7 e 
8,5 a formação do complexo é 
imediata e o mesmo permanece 
estável por um período mínimo de 
48 horas. 

b) O comprimento de onda 
mais adequado para as leituras 

das absorbâncias situa-se entre 
360 e 365 manômetros. 

c) Obteve-se maior exatidão 
nas determinações no intervalo de 
0,5 a 5 microgramas de cobalto 
por 4 ml de acetato de isoamila. 

d) A interferência de até 5 
miligramas de Mn pode ser con­
tornada mediante emprego de so­
lução de trietanolamina como 
agente complexante. 

e) A precisão e a exatidão, 
definidas respectivamente por um 
coeficiente de variação médio de 
3,7% e uma porcentagem média 
de recuperação de 97,9%, possibi­
litam a utilização do método do 
2-nitroso-l-naf tol na determinação 
do cobalto em materiais vegetais. 
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DETERMINATION OF COBALT IN PLANTS BY THE 2-NITROSO-l-NAPHTHOL 
METHOD 

SUMMARY 

A spectrophotometric method for the cobalt determination in plant material 
was studied, using 2-nitroso-l-naphthol. 

Immediate formation of a stable complex is obtained when the reaction is 
conducted at pH between 7.0 and 8.5. 

The procedure involves adding triethanolamine solution in order to eliminate 
manganese interference, and after extraction in an organic phase, the absorbance of 
the complex is measured at 360-365 nm. 

The 2-nitroso-l-naphthol method was suitable to determine cobalt in the range 
of 0.5-5.0 microgram per 4 ml of isoamylacetate, as organic solvent. The accuracy was 
evaluated by the coefficient of variation (about 3.75%) and by the recovery of cobalt 
added to the extracts of plant materials (about 97.9%). 




