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APLICACAO DO METODO ESPECTROFOTOMETRICO
DA 2,2-DIPIRIDIL CETOXIMA NA DETERMINACAO
DO COBALTO EM PIANTAS. *

A. O. JACINTHO**
N. A. DA GLORIA**

RESUMO

Os resultados obtidos nos estudos da parte experimental do
método da 2,2’-dipiridil cetoxima, permitiriam o estabelecimento de
uma técnica para a determinacio do cobalto em plantas.

A aplicacio do método foi precedida de uma avaliagio de sua
amplitude, exatidio e precisio.

Verificou-se que nos intervalos de 0,9 a 9,0 ou de 1,0 a 100
microgramas de cobalto/3 ml do solvente, foram obtidos os menores
erros relativos da concentracio. Dentro dos limites estudados, o
métodc segue a lei de Beer.

A precisio da técnica proposta, avaliada através de ensaios de
recuperacio, foi considerada satisfatoria.

INTRODUCAO

Embora nao tenha sido definitivamente demonstrada a necessidade
do cobalto as plantas superiores, varias respostas tém sido obtidas
na producdo de diversas culturas, pela aplicacdo do citado elemento
(TISDALE & NELSON, 1966).

Em 56 amostras de plantas analisadas, FUJIMOTO & SHERMAN
(1950), obtiveram de 0,2 a 7,5 ppm de cobalto, com um valor médio de
1,62ppm. Para BOWEN (1966), o teor de cobalto em tecido da plantas
variou de 0,2 a 5,0ppm. VANSELOW (1966) compilou dados de diversos
pesquisadores, onde sdo encontrados valores de 0,01 a 7,5ppm de cobalto
nos mais variados vegetais. Na América do Norte, na regidao de Nevada
LAMBERT & BLINCOE (1971) chegaram a resultados de 0,8 a 23ppm
de cobalto, em trigo forrageiro. Em areas consideradas deficientes,

* Trabalho realizado com auxilio da Fundaciio de Amparo 3 Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP).
Entregue para publicacdo ed 11/02/1976.
*#* Departamento de Quimica da E.S.A. “Luiz de Queiroz” — Piracicaba — S.P.



56 Anais da E. S. A. “Luiz de Queiroz”

tanto as leguminosas como as gramineas apresentaram menocs que
0,07ppm de cobalto (KUBOTA & ALLAWAY, 1972).

Com o objetivo de se estabelecer uma técnica relativamente simples
e rapida, com adequada sensibilidade para a determinacao de cobalto
em plantas, foram estudados os diversos aspectos do método espectro-
fotométrico da 2,2-dipiridil cetoxima, proposto por HOLLAND & BOZIC
(1968).

Assim, ja foram estudados; o reativo, o pH e o sistema tampao
(JACINTHO, 1975a); os solventes e a extracao do composto colorido
(JACINTHO, 1973b); o efeito de diversos ions e a remocao das inter-
feréncias (JACINTHO, 1976a).

No presente trabalho, procurou-se inicialmente avaliar a amplitude,
a exatidao e a precisao do método, para posteriormente ser proposta
uma técnica para a determinacao do cobalto em plantas, tendo como
base, os resultados dos estudos ja mencionados.

MATERIAL E METODO
Estudo da amplitude, exatiddo e precisdo do método

De forma bastante sumaria, HOLLAND & BOZIC (1968), descre-
veram um estudo onde analisaram a precisao e exatidao do método da
2,2'-dipiridil cetoxima. Os autores, empregando 3 niveis de cobalto,
determinaram o citado elemento com dez repeticOes, obtendo um coe-
ficiente de variacao que oscilou de 0,19 a 1,2%. Indicando uma completa
recuperacao das quantidades em estudo, consideraram a técnica satis-
fatoriamente precisa e exata. Segundo os referidos autores, o método
segue a lei de Beer. ‘

1 — Amplitude e exatidao.

As informacoes obtidas através dos estudos de HOLLAND & BOZIC
(1968), sobre a precisao e exatidao do método em questdo, ndo foram
consideradas suficientes.

Procurando-se obter dados mais completos sobre o assunto, foi
empregada a técnica de RINGBOM (1939), apresentada por AYRES
(1949) e ja utilizada por diversos autores em estudos dessa natureza
(BITTENCOURT, 1965; JACINTHO, 1967, BERGAMIN, 1967; GLORIA,
1968; GRANER, 1972).

De acordo com a referida técnica, calcula-se o erro relativo (E)
para os diversos intervalos de concentracdo, em funcao de um erro
fotométrico absoluto de 1%, pela equacdo de Ringbom:
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230
E =

, na qual AT corresponde a variacdo na transmitancia
AT

quando as concentracoes variam de 10 vezes. Assim, serd possivel

avaliar a amplitude ideal de concentracao para o metodo ou aquela
sujeita ao menor erro.

Segundo AYRES (1949), para os sistemas que seguem a lei de
Beer, o ponto de inflexdo da curva obtida colocando-se a absortancia
(1 — T %) como ordenada e o logaritimo da concentracao como abcissa,
deve ocorrer no ponto correspondente a 63,2% de absortancia. Segundo
o0 método de Ringbom, neste ponto o erro relativo é minimo.

Reativos

Solucoées padrao de cobalto — A partir da solucao estoque (JACIN-
THO, 1975a), foram preparadas solugdes de uso contendo: 0,1 — 0,2 —
03 —04—05—06—07—08—09 —10—20— 3,0— 4,0
50 —60—70—80—90— 10,0 — 20,0 — 30,0 — 40,0 — 50,0ppm
de cobalto.

Solucao de 2,2'-dipiridil cetoxima (2,2-DC) a 1,0% — Preparada
em solucao hidroalcoodlica a 80% a partir da obtlda conforme a técnica
descrita por JACINTHO (1975a).

Solucdo tampao — Foram misturados, 100 ml de solucdo 1M em
citrato de sodio (trissodico), com 50 ml de solucao de trietanolamina
(1 + 2). Adicionou-se em seguida, a solucao de acido citrico a 30%,
até pH 17,8.

Solucoes 0,1 e 2N em HC1 — Preparadas a partir de 6N (destilado).

Procedimento

Foram transferidos para funil de separagdo de 60ml, 1ml das
solucoes de uso, 10ml de solugao 0,10N em HC1, 10ml da solucao tampao
e 1,0ml da solucao do reativo. Adicionaram-se, a seguir, 5,0ml de
cloroférmio e agitou-se, energicamente, por 30 segundos. ApOs a sepa-
racao das fases, o solvente foi cuidadosamente drenado para outros
funis de separacao (secos) de 60ml e foram adicionados exatamente
3,0ml de solucao 2N em HC1. Os funis foram novamente agitados por
30 segundos e, apés a nova separacao das fases, o cloroférmio foi
descartado e a solucao 2N em HC1, contendo o composto colorido, foi
drenada para a célula do espectrofotometro. As leituras foram efetuadas
a 385nm contra prova em branco. Os resultados sao apresentados no
quadro 1 e, com auxilio dos mesmos, construiu-se o grafico representado
na figura 1.
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2 — Precisao.

A precisdo do método foi avaliada através da analise dos valores
de absorbancia de solucoes contendo o composto colorido obtidos com
repeticio e a partir de padrdes contendo diferentes concentragoes de
cobalto. Foram empregadas solucdes padrao contendo 0,5 — 1,0 —
2,0 — 3,0 — 4,0 e 5,0ppm de cobalto e o procedimento seguido foi o
mesmo descrito em 1. As determinacoes foram efetuadas com 5 repe-
ticoes para cada padrao e os resultados constam no quadro 2.

Aplicacdo do método na determinacdo do cobalto em plantas.

A sensibilidade conseguida para o método da 2,2’-DC, permitindo
a determinacao de até 0,5 micrograma de cobalto, pode ser considerada
satisfatoria. Contudo, de acordo com as razoes ja expostas (JACINTHO,
1975b), sobre a necessidade do emprego de amostras relativamente
grandes e em funcido da limitacdo do método em relacdo ao pH, con-
siderou-se mais adequada a utilizacdo do processo por via seca, para
a decomposicao do material vegetal.

GORSUCH (1959) nao encontrou diferencas nas quantidades
determinadas de cobalto, quando comparou os processos de minerali-
zacao da matéria organica, por via Umida e por via seca.

Estudando a influéncia da temperatura durante a calcinacéo sobre
os resultados da dosagem de cobalto em vegetais pelo método do sal
nitroso R, apds a extracdo do quelato formado com 1 nitroso-2 naftol,
MORE (1969) nao obteve variacoes significativas quando as amostras
foram queimadas a 550, 650 ou 750°C. O referido autor efetuou a
incineracido das amostras a 700°C.

O procedimento empregado para a decomposicao das amostras foi
estabelecido apdés uma série de experimentos prévios realizados com
base nas técnicas propostas por JACKSON (1958); JOHSON & ULRICH
(1959); CATANI, GLORIA & BERGAMIN FILHO (1962); BITTEN-
COURT (1965); GALLO (1968); ALCARDE (1969); GRANER (1972).

O material vegetal utilizado foi previamente seco a 60 — 70°C
até peso constante, sendo, a seguir, finamente moido.

A reprodutividade do método, no que se refere a sua aplicacao foi
apreciada através de determinacbGes com 5 repeticbes realizadas com
quatro vegetais diferentes.

Uma avaliacio da exatiddo da técnica proposta foi obtida de
ensaios de recuperacdao. Contudo, com base nas consideracoes e restri-
coes apresentadas por MITCHELL (1955), no que se refere a esse tipo
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de ensaio, procurou-se adicionar as quantidades de cobalto nas amostras,
somente apds as mesmas terem sido incineradas.

Reativos

Os reativos empregados ja tiveram seu preparo descrito
anteriormente

Procedimento

Amostras de 1,000 a 5,000g de cada vegetal foram transferidas para
capsulas de porcelana e incineradas a 550-600°C durante duas horas.

As capsulas foram retiradas do forno e, apéds as cinzas terem atin-

gido a temperatura ambiente, foram ligeiramente umedecidas, adicio-
nando-se, a seguir, 10ml de solucao de HC1 (1 + 1).

Nas amostras utilizadas para o ensaio de recuperaciao, adicionou-se
1ml dos padroes de cobalto contendo 2 e 3ppm do elemento, antes da
adicao do HCI.

O material foi aquecido a 70-80°C em banho-maria até completa
secagem.

Adicionaram-se, a seguir, 10ml de solucdo 0,1 N em HC1 e proce-
deu-se a um ligeiro aquecimento em banho-maria, para promover a
solubilizacao.

O material foi filtrado através de papel de filtro S&S 589 faixa
preta, diretamente para os funis de separacao de 60ml.

As capsulas e os filtros foram lavados com duas porcoes de 5Sml da
solu¢cdo tampao e uma porcao de agua desmineralizada e quente.

Adicionaram-se, a seguir, nos funis de separacido, 1,0ml da solucao
do reativo, 5,0ml de cloroférmio e agitou-se energicamente por 30
segundos.

Apés a separacao das fases, o solvente foi cuidadosamente drenado
para outros funis de separacdao (secos) de 60ml, aos quais foram adicio-
nados exatamente 3,0ml de solucdo 2 N em HC1l. Os funis foram
novamente agitados por 30 segundos e, apds a nova separacao das fases,
o cloroférmio foi descartado e a solucao 2 N em HCI1, contendo o com-
posto colorido, foi drenada para a célula do espectrofotéometro. As
leituras foram efetuadas a 385 nm contra prova em branco e os resul-
tados apresentados no quadro 3.

Segundo o procedimento proposto, foram obtidos alguns dados
referentes ao teor de cobalto em diversos vegetais. Os resultados estao
relacionados no quadro 4.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudo da amplitude, exatiddo e precisao do método.

1 — Amplitude e exatidao.

QUADRO 1 — Valores dos erros relativos da concentragdo em funcio do erro fotomé-
trico absoluto de 1%, para os diversos intervalos de concentracio de

cobalto.leituras a 385 nm.

Amplitude de concentracio 230
cobalto/solvente E =
microgramas/3ml TA

0,1 — 1,0 12,10
02 — 20 6,86
03 — 3,0 5,22
04 — 40 4,42
0,5 — 5.0 3,81
0.6 — 6,0 3,68
07 — 7,0 3,56
08 — 80 3,45
0.9 — 90 3,43
1,0 — 10,0 3,43
2,0 — 20,0 3,93
3,0 — 30,0 4,89
4,0 — 40,0 6,05
50 — 50,0 7,54

Através dos dados obtidos (quadro 1), verifica-se que, nos intervalos
compreendidos entre 0,9 e 9,0 ou 1,0 e 10,0 microgramas de cobalto/3ml
do solvente, foram obtidos os menores erros relativos de concentracao.
Ou seja, dentro dessa amplitude de concentracao, as medidas fotomé-
tricas serao efetuadas com um minimo erro relativo de concentracao
quando se emprega. a técnica descrita para a determinacao do cobalto
com a 2,2’-dipiridil cetoxima.

Calculando-se a concentracac correspondente ao ponto de inflexao
da curva tracada segundo a técnica de RINGBOM (1939), obteve-se
o valor de 4,35 microgramas de cobalto por 3 ml de solvente.
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Figura 1 — Curva do complexo Co-2,2’-DC, obtida segundo

RINGBOM (1939). Leituras a 383nm.

Considerando-se o valor da absorbancia para o ponto da curva de
Ringbom, cuja concentracdo encontra-se mais proxima daquela cor-
respondente ao ponto de inflexao (4,0 microgramas de cobalto), obteve-se
uma estimativa da absorbancia molar do composto da ordem de 17.685.

2 — Precisao

Os dados do quadro 2 permitem concluir que o método apresenta
satisfatoria reprodutividade de leituras quando aplicado a soluctes
puras, podendo ser considerado preciso.

Através dos dados do quadro 2, foi cauculada a equacdo de
regressao:

X = (A — 0,004) 10,101,

onde A representa a absorbancia da solucao X, microgramas de cobalto/
3ml do solvente.

Com base nos referidos dados, calculou-se o coeficiente de correlacao
linear. O valor de r = 1,006 obtido, indica que para o intervalo de
concentracédo considerado (0,5 a 5,0 microgramas de cobalto), o método
segue a lei de Beer.
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QUADRO 2 — Estudo sobre a precisdo do método da 2,2'-dipiridil cetoxima de deter-
minagio do cobalto através da analise dos valores de absorbancia
obtidos com 5 repeticOcs e a partir de solugdes padrio.

microgramas absorbincia média de desvio padrido C.V.

de cobalto 5 repetigdes da média %
0,00 0,000 —
0,50 0,054 -+ 0,002 10,14
1,00 0,102 -+ 0,004 4.33
2,00 0,204 =+ 0,005 2.68
3,00 0,306 -+ 0.002 1.79
4,00 0,393 -+ 0,002 1,12
5,00 0,496 =+ 0,002 1,10

QUADRO 3 — Resultados da determinacio do cobalto em vegetais (5 repeticdes), pelo
método da 2,2’-DC. Avaliacio da exatidio da técnica, através de ensaios
de recuperacio.

microgramas
i de cobalto Go de ppm de C.V.
Vegetal - o recuz)era— cobalto o,
adicio- E determi- cao
nados nados
- N o oL [
010 0,72 0,36+0,009
Soja (folhas) 2.4 270 99.0
2,00¢g 3,0 3.80 i 102,0 3.55
|
0.0 0.76 0,38—+0,012 7.58
Capim kiquuio 2.0 2,90 107,0
2,00¢g 3.0 3,80 101,0
0.0 1,84 1,84+0,025 297
Batata (folhas) 2,0 3.90 103,0
1,00g 3,0 4.90 102,0
_ ‘ -
0,0 0.46 0,09+-0,005 11,96
Cana (folhas) 2,0 2.50 102,0
5,00g 3.0 3.40 98,0
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Os dados do quadro 3 permitem concluir que:

a) o método da 2,2-DC apresentou uma precisao considerada
adequada, quando empregado conforme a técnica proposta para a
determinacao do cobalto em vegetais;

b) a recuperacao variando de 98 a 107% reflete uma exatidao
satisfatoria para o método, quando aplicado em andlises de plantas.

QUADRO 4 — Resultados da determinaciio do cobalto em vegetais
Vegetal Concentracio de cobalto

ppm
Capim coloniao 0,10
Capim gordura 0,17
Forrageira (glycine) 0,17
Forrageira (stylosantes) 0,53
Siratro (feno) 0,43
Guandu (ramos e folhas) 0,70
Feijao (planta toda) 0,40
Milho (folha) 0,27
Arroz (grao) 0,13
Café (fruto) 0,10
Café (folha) 0,20
Tomate (folha) 0,40
Ervilha (folha) 0,50
Beringela (folha) 0,10
Pimentio (folha) 0,82
Cenoura (folha) 0,24
Cebola (cabeca) 0,47
Amendoim (folha) 0,27
Goiaba (folha) 0,13
Chicéria 0,20
Beterraba 0,13
Pinus elliotti 0,23

CONCLUSOES

Os dados obtidos através dos estudos referentes a parte experimen-
tal do método espectrofotométrico da 2,2-dipiridil cetoxima, permitiram
estabelecer uma técnica para a determinac¢do do cobalto em plantas.
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O método, nas condicoes em que € proposto, apresenta precisiao e
exatidao consideradas satisfatérias e o menor erro relativo da concen-
tracao é obtido quando se determina de 0,9 a 9,0 ou de 1,0 a 10,0
microgramas de cobalto. O método segue a lei de Beer e a absortividade
molar do composto em cloroférmio ou em HC1 2N é de 17.685.

Foram estudadas determinacoes de cobalto em diversos vegetais
e o0 procedimento sugerido € o seguinte:

Curva padrdo

1 — Transferir para funis de separacao de 60 ml, das solucoes
padrao de uso (0,5 — 1,0 — 2,0 — 3,0 — 4,0 e 5,0 ppm de cobalto)
e adicionar 10ml de solucao 0,10 N em HCI.

2 — Juntar 10ml da solucao tampao, 1,0 ml da solucao do reativo
(2.2-DC a 1% em etanol a 80%), 50 ml de cloroférmio e agitar
energicamente por 30 segundos.

3 — Esperar a separacdo das fases e drenar cuidadosamente o
solvente orgénico para outros funis de separacao de 60ml (secos).

4 — Adicionar exatamente 3,0ml de solucao 2 N em HC1 e agitar
novamente por 30 segundos.

5 — Descartar o cloroférmio, drenado, a seguir, a solucdo de HC1
contendo o composto colorido, para as células do espectrofotémetro.

6 — Efetuar as leituras contra a prova em branco a 385nm.

Procedimento

1 — Transferir para capsula de porcelana, de 1,000 a 5,000g da
amostra seca e moida e incinerar a 550-600°C durante duas horas.

2 — Retirar do forno, esperar esfriar e umedecer levemente.

3 — Adicionar 10ml de solucao de HC1 (1 4+ 1) e aquecer o mate-
rial a 70-80°C em banho-maria, até completa secagem.

4 — Juntar 10ml de solucao 0,10 N em HC1 e aquecer levemente
para promover a solubilizacao.

5 — Filtrar através de papel de filtro S&S 589 faixa preta, dire-
tamente para os funis de separacdo de 60ml.

6 — Daqui em diante, prosseguir conforme ja descrito a partir
do item 2 da curva padrao (lavando as capsulas e os filtros com o
tampao e 5 ml de agua desmineralizada quente) .
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SUMMARY

THE COBALT DETERMINATION IN PLANT MATERIAL BY THE SPEC-
TROPHOTOMEERIC METHOD OF..THE -2,2-DIPYRIDYL KETOXIME

As a conclusion of the studies on the spectrophotometnc method using 2,2'-dipyridyl
ke’coume it is suggested a technique for the cobalt determination in plants,

The method, as it is proposed, presents both precision and accuracy sonsidered satisfa-
ctory, and the least relative error of the concentration is obtained in the range from 09 to
9,0 or 1,0 to 10,0 microgrames of cobalt in 3ml 6f solvent.

It {ollows Beer’s law and the molar absorptivity of the compound is 17.685.

The results of cobalt determination in several vegetables are presented.
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