Janeiro, 1978

NOTA N©°3 X111

DETERMINAGAO DE CO-
BALTO EM PLANTAS PEILO
METODO ESPECTROFOTOME-
TRICO DE 2-NITROSO-1-NAF-
TOL (). PEDRO ROBERTO FUR-
LANI e JOSE ROMANO GALLO (2).
O cobalto, como componente da
vitamina B,,, desempenha impor-
tante papel na nutricio ani-
mal (3). Sua essencialidade as
plantas superiores ainda nio foi
demonstrada muito embora seja
exigido pela associacio Rhizo-
bium — leguminosa na fixacéo
simbiética do nitrogénio atmosfé-
rico (%).

A concentracdo média de co-
balto em materiais vegetais &
baixa, situando-se ao redor de 0,1
a 0,2 ppm, requerendo por isso
métodos de anilise bastante sen-
siveis.

Dentre os reativos colorimé-
tricos recomendados para a sua
dosagem, destacam-se o nitroso-R
e o 2-nitroso-l-naftol (°). O mé-
todo baseado na reacdo entre o
cobalto e o reativo 2-nitroso-1-
-naftol tem mostrado maior viabi-
lidade de uso, uma vez que o com-
plexo colorido obtido pode ser

extraido e concentrado em solven-
te orgéinico, acarretando aumento
de sensibilidade. O citado reativo
tem sido usado na anilise de co-
balto em diversos materiais como
rochas e solos (%), fertilizantes
("), ferro e aco (®]) e em plan-
tas (°).

Visando elucidar alguns as-
pectos relacionados com as con-
dicoes de funcionamento do méto-
do em questio, foram efetuados
no presente trabalho os seguintes
estudos: escolha do comprimento
de onda para as leituras, efeito do
pH na formacio do composto co-
lorido, estabilidade do complexo,
influéncia do ion manganoso, am-
plitude de concentragdo, precisio
e exatiddo 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
determinacdées foram feitas com
trés repeticoes.

Foram utilizados os seguintes
reativos e solucdes: Solucio de

(*) Pesquisa realizada com auxilio do Banco Nacional de Desenvolvimento Econdmico,
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citrato tribasico de sédio a 12,56%
em trietanolamina a 20%, NaOH
1 N, HCl 6 N (destilado), HCl
1 N, solucdo aleodlica de fenolfta-
leina a 1%, NH, OH (28-30% de
NH,), acetato de isoamila e solu-
cdo de 2-nitroso-l-naftol a 0,1%.
Para este ultimo dissolveu-se 0,1
g do reativo em 1 ml de solugdo
de NaOH 1 N e em seguida com-
pletou-se o volume a 100 ml com
Agua desmineralizada. A solucdo
obtida foi filtrada através de uma
mecha de algodio e armazenada
em frasco escuro.

Solucdo-padrio — “estoque”
de cobalto — Dissolveram-se
0,4037 g de CoCl,. 6H,O em agua
desmineralizada contendo 1 ml de
HCl 6 N e completou-se o volume
a 1000 ml com agua desminerali-
zada. Esta solucdo contém 100 ng
de Co/ml.

Solucdes-padrao “de uso” de
cobalto — Preparadas por dilui-
¢io da solucio — ‘“‘estoque” de co-
balto e contendo 0,25, 0,5, 1, 2, 4,
8 e 10 pg Co/ml.

Procedimento — Transferi-
ram-se 5,0 g da amostra seca e
moida para capsula de porcelana
e incinerou-se a 500-550°C duran-
te 3 horas. Apé6s esfriar, as
cinzas foram umedecidas com
jgua desmineralizada, tratadas
com 5ml de HCl 6 N e aquecidas
ém banho de vapor até secagem.
Em seguida, o residuo foi dissol-
vido eom 5 ml de solucdo de HCI
1 N e a solucido obtida foi trans-
ferida para funil de separacao de
125 ml, através de papel de filtro
Whatman n.° 41, lavando-se a
cipsula e o papel de filtro com
trés porcdes de 10 ml de Agua des-

mineralizada. Foram adicionados
10 ml de solugao de citrato-trieta-
nolamina, duas gotas de solugdo
de fenolftaleina e hidroxido de
amoénio, gota a gota, até apareci-
mento de uma leve -coloracio
résea. Em seguida, adicionou-se
1ml do reativo 2-nitroso-1-naftol,
homogeneizou-se e juntaram-se 4
ml de acetato de isoamila. Os
funis foram agitados vigorosa-
mente por um minuto, esperou-se
a separacdo das fases e drenou-se
a fase aquosa. A fase orginica
foram adicionadas 5 ml de solucéo
de HC1 1 N, procedeu-se & agitacio
dos funis por 20 segundos e apés a
separacio das fases, drenou-se a
fase aquosa. A seguir, lavou-se
a fase orginica com 5ml de so-
lucdo de NaOH 1 N, repetindo-se
esta operacao até total eliminagéo
da coloracdo amarela devida ao
excesso de reativo. A fase orgi-
nica ap6s ter sido lavada com so-
lugdo de HCl 1 N foi recolhida
em cubetas do espectrofotometro
Beckman modelo DU-2 e as leitu-
ras das absorbancias foram efe-
tuadas a 362nm, contra uma
prova em branco.

As leituras obtidas foram re-
lacionadas com as concentracdes
de cobalto através de uma curva-
-padrdo, previamente determina-
da com as concentracdes de cobal-

to varidveis de 0,0 a 4,0 micro-

gramas por 4ml de solvente.

Resultados e discuss@o: a)
Formacido e caracteristicas do
composto colorido. A reacédo entre
o cobalto e o reativo 2-nitroso-1-
-naftol ocorre numa ampla faixa
de valores de pH, sendo lenta
entre pH 2,5 e 5 (°) e imediata
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entre pH 4 e 9 (). O procedi-
mento adotado por Clark (%) para
a anilise em rochas e solos utiliza
PH ao redor de 8,5, enquanto o
adotado por Ssekaalo (°) para a
dosagem do elemento em plantas,
emprega pH situado entre 3 e 4.

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

0,20

no intervalo de pH 8 e 8,5 ocorreu
a maxima formacio do composto
colorido.

Através dos dados constantes
nos ~uadros 1 e 2, pode-se verifi-
car que a velocidade de reacio
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 estivel até 48 horas apés
sua extracdo com acetato de
isoamila.
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Figura 1. - Variagio da absorbancia do complexo cobalto-2-nitroso-1-naftolato em fungio do pH.
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QUADROQO 1. — Variacao da absorbincia do cobalto 2-nitroso-1-naftolato em funcio do
tempo de contato dos reagentes, para 2 microgramas de cobalto

Intervalo em minutos
antes da extracio

Absorbancias contra
prova em branco

15
30
60

0,37
0,36
0,37
0,37
0,37

QUADRO 2. — Variacio da absorbancia do 2-nitroso-1-naftolato de cobalto em funcio
do tempo. As leituras foram efetuadas em cubetas fechadas

Microgramas de

Intervalo em horas ap6s a extracao

cobalto
0 1 2 15 24 48
Absorbancias contra prova em branco
1,0 0,14 014 0,14 0,14 0,14 0,14
1,5 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24
2,0 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37 0,38

Ag recomendacées do compri-
mento de onda para efetuar
as leituras das absorbéncias va-
riam Dbastante de autor para
autor. Alguns recomendam a uti-
lizacio de 530 nm (5 ¢ 19), en-
quanto outros afirmam que entre
360 e 370 nm, a sensibilidade do

método é triplicada (39 1), Con-
forme se observa ma figura 2, a
methor faixa para as leituras
situa-se ao redor de 362 nm, es-
tando de acordo com os dados
obtidos por Ssekaalo (°) e por
Tran-Van-Dahn e outros ().

() BOYLAND, E. Separation of the cobalt complex of 2-nitroso-1-naphthol from other colored

metallic complexes. Analyst 71:230-231, 1946.

(1) TRAN-VAN-DAHN; SPITZ, J. S. & MATHIEN, C. La dosage espectrophotometric du

cobalt dans le fer de trés haute purete. Anal.

Chim. Acta 36:204-209, 1966.
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Figura 2. - Espectros de absor¢io do cobalto-2-nitroso-1-naftolato.

Uma vez definidos o pH para
a reacio e o comprimento de onda
para as leituras, procurou-se de-
terminar a melhor amplitude de
concentracao de cobalto na qual o
erro fotométrico é minimo. Con-
forme se observa pela anilise da
figura 3 e do guadro 3, a faixa de
concentracdo de cobalto, corres-
pondente a um erro fotométrico
minimo, situa-se enfre 0,5 e 5,0
microgramas de Co/4ml de sol-
vente. - Nas condicdes estuda-
das, a absortividade molar do
complexo cobalto-2-nitroso-1-naf-
tolato equivale a 3,3 x 104,

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

As interferéncias devidas ao
cobre e ao ferro sio facilmente
contornadas mediante lavagem
com HCl 1 N e complexacio com
citrato, respectivamente (%).

A acdo do ion manganoso
ocorre de forma a inibir a forma-
¢do do complexo cobalto-2-nitroso
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Figura 3. - Curva de Ringbon, obtida para o complexo cobalto-2-nitroso-1-naftolato.
QUADRO 3. — Variagdo do erro relativo de concentracio, quando se considera o erro

fotométrico absoluto de 1%, para diferentes amplitudes de concentracido e no com-
primento de onda de 362 mandémetros

Amplitude de concentracio Erro relativo de concentracio em funcio
de cobalto (ug de Co/4ml) do erro fotométrico absoluto de 1%

0,05 — 0,50 17,69

0,10 — 1,00 9,20

0,25 — 2,50 4,74

0,25 — 5,00 4,01

0,50 — 2.50 3,92

0,50 — 5,00 3,43

1,00 — 10,00 3,43

2,50 — 10,00 3,43

2,50 — 25,00 6,86

5,00 — 25,00 9,20




Janeiro, 1978 .

NOTA

N.° 3 XI1X

-1-naftolato. Dentre os comple-
xantes utilizados por diversos au-
tores na complexacio do manga-
nés, merecem citacdo o tiossulfato
de sédio (]) e a trietanolami-
na (12),

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

manganés pode.ser eliminada com
1 ml de solugdo de tiossulfato de
s6dio a 10%, ao passo que a pre-
senca de até 5000 microgramas
de Mn pode ser contornada com
2ml de trietanolamina a 80%.
Para facilitar as operacdes préati-
cas do método, a solucido de trie-
tanolamina foi juntada a solucio
de citrato.

QUADRO 4. — Influéncia de quantidades variiveis do ion manganoso sobre a absorban-
cia de 1 micrograma de cobalto e a eliminacdo da interferéncia

Mn?+ presente Na,S,0. a 10% Trietanolamina a 80% Absorbancia
ue ml ml
0 0 0 0,13
1000 1] 0 0,12
5000 0 0 0,08
1000 1 0 0,13
5000 1 0 0,12
1000 2 0 0,13
5000 2 [i] 0,12
1000 1] 1 0,12
5000 0 1 0,11
5000 1] 1,5 0,13
5000 0 2 0,13
5000 0 2,5 0,13

c¢) Precisio e exatidao do
método na anilise de material ve-
getal — Preliminarmente ao de-
senvolvimento deste estudo, fez-se
uma avaliacdo dos teores de cobal-
to obtidos por duas diferentes téc-
nicas de preparo de extrato: via
seca e via imida. O procedimento

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

Os dados obtidos, constantes
no quadro 5, revelam que as duas
técnicas de preparo de extrato se

(2*) BERGAMIN, H. O método colorimétrico do Tiazol Amarelo na determinagio do magnésio.
Tese apresentada a2 E. S. A. “Luiz de Queiroz” para obtengdo do titulo de Doutor em Agronomia.

1961, 56 p. (mimeografado).
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equivalem, devendo, entretanto,
optar pela que emprega a via
seca, principalmente por ser mais
rapida e simples.

O estudo da precisdo foi efe-
tuado determinando-se o teor de
cobalto em diversos vegetais, com
trés repeticoes. Os resultados
acham-se no quadro 6. Pelo
exame dos desvios padrdes das

médias e dos coeficientes de va-
riacdo apresentados no referido
quadro e comnsiderando que o coe-
ficiente de variacdo médio para os
dez vegetais é de 3,75%, conclui-
-se que a precisdo do método é
satisfatoria.

A exatiddo do método foi
avaliada através de um ensaio de
recuperacio, trabalhando com as

QUADRO 5. — Comparacio entre métodos de preparo da solucio da amostra. Concen-
tracdo de Co, em partes por milhdo sobre matéria seca

Material vegetal

(folhas) Via seca Via Gmida
PpPmM ppm
Amendoim 0,43 043
Batata 1,32 1,43
Soja 0,57 0,57
Tomate 1,07 1,07
QUADRO 6. — Precisao da determinagio e recuperacio de cobalto em amostras de diferentes
materiais vegetais ()
Peso Cobalto na amostra . s Quantidade de cobalto
Material vegetal da ?f;g;n;z Recuperagao
amostra Médias * erro padrio 9¢ €40 Adicionada Determinada
£ ue % ue us %

Amendoim

(folhas) ....... 2,0 0,608 = 0,011 1,81 0,500 1,118 100,9
Cana-de-agiicar

{folhas) ....... 5,0 0,294 =+ 0,018 6,12 0,500 0,785 98,9
Soja (folhas) .... 1,0 0,443 *+ 0,016 3,61 0,500 0,931 98,7
Mandioca (folhas) 5.0 0,426 + 0,015 3,52 0,500 0,944 1019
Café (folhas) ... 5,0 0,900 =+ 0,021 233 0,500. 1,352 96,6
Batata (folhas) .. 1,0 1,081 = 0,000 0,00 0,500 1,526 96,5
Tomate (folhas) . 5,0 3,439 + 0,122 3,55 0,500 3,739 94,5
Capim-pangola

(parte aérea) .. 3,0 0,340 = 0,021 6,18 1,000 1,311 97,8
Capim-coloniao

(parte aérea) .. 3,0 0,326 + 0,018 5,52 1,000 1,264 95,3
Stylozanthes

(parte aérea) .. 2,0 1,725 = 0,083 4,81 1,000 2,656 97,5

(M Os resultados representam as médias de trés repeticOes.
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mesmas amostras usadas no estu-
do da precisdo. Adicionou-se uma
quantidade conhecida de solugio-
-padrao de cobalto ao extrato clo-
ridrico e os dados obtidos, com
trés repeticGes, encontram-se tam-
bém no quadro 6.

Portanto, em vista dos resul-
tados obtidos, pode-se considerar
que o método apresenta razoavel
exatiddo quando aplicado na de-
terminacio de cobalto em plantas.

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

a) Na faixa de pH entre 7 e
8,5 a formacdo do complexo é
imediata e o mesmo permanece
estavel por um periodo minimo de
48 horas.

b) O comprimento de onda
mais adequado para as leituras

das absorbancias situa-se entre
360 e 365 manometros.

¢) Obteve-se maior exatiddo
nas determinactes no intervalo de
0,5 a 5 microgramas de cobalto
por 4ml de acetato de isoamila.

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

e) A precisio e a exatidio,
definidas respectivamente por um
coeficiente de variacdo médio de
3,7% e uma porcentagem média
de recuperacao de 97,9%, possibi-
litam a utilizacdo do método do
2-nitroso-1-naftol na determinagao
do cobalto em materiais vegetais.
SEQAO DE QUIMICA ANALI-
TICA, INSTITUTO AGRONO-
MICO DO ESTADO DE SAO
PAULO.

DETERMINATION OF CCBALT IN PLANTS BY THE 2-NITROSO-1-NAPHTHOL
METHOD

SUMMARY

A spectrophotometric method for the cobalt determination in plant material

was studied, using 2-nitroso-1-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-1-naphthol method was suitable to determine cobalt in the range

of 0.5-5.0 microgram per 4 ml of iscamylacetate, 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%).





