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Sinopse

L apresentada uma adaptagio dos métodos de dosagem de cobalto e cobre em materiais
biolégicos, consistindo em' uma f{inica digestio \mida sulfo-nitro-perclérica, Aliquotas sfo usa-
das para a determinagiio dos dois elementos: .

Cobre. Tratamento com pirofosfato de sédio em meio alealino (hidréxido de aménio)
para deionizagio do ferro; desenvolvimento da cér com dietilditiocarbamato de sddio e extracio
com aleool n-amilico em funil separador; leitura da ebér do dietilditiocarbamato de cobre dis-
‘solvido no 4lcool amilico em 440 nm; o , . ‘ ,

Cobalto. Extragiio cloroférmica do metal complexado.ao I-nitroso-2-naftol a pH 3-4; nova
digestio (&4cido nitrico) do complexo cobaltoso; desenvolvimento da cér com nitroso-R-sal e
leitura a 530 nm. ‘ s ’

O método di recuperagdes de 93,2% para o cobaltc e 94,8% para o cobre na auséneia de
matéria orglnica inicial e de 97,5% e 101,8%, respectivamente, na presen¢a de aprecidvel quan-
tidade de figado séco. Os resultados obtidos recomendam a técnica como bea e indicam que
nio hi interferéncia de outros elementos. .

Nas provas de érro de duplicatas foram obtidos os valores de 35,61 =+ 0,56 ppm para o co-
bre ¢ de 0,394 £ 0,006 ppm para o cobalto, indicando 6tima reprodutibilidade em ambos os

casos. As leituras (densidade 6tica) nas provas de “blanks™ totais foram, respectivamente,” de

(3,029 ¢ 0,000,

INTRODUCAO

A ocorréncia de deliciéneias de cobre e cobalio
no Brasil vem sends levantada por nés hia cinco
anos (Tokarnia et al. 1968), pela determinagio dos
niveis désses dois elementos no figado de animais.
Para essas determinagdes é empregada uma modifica-
¢do das técnicas de Eden e Green (1940) para o
cobre e de Saltzman e Kenan (1957) para o co-
balto aplicadas a mineralizado a Gmido com mis-
tura sulfo-nitroperclérica. Neste trabalho sio apre-
sentados, com detalhes, a “descrigio da técnica
usada para a determinagio dos elementos, os resultados
de provaé de recuperagiio com e sem a presenca de
material bioldgico, e de reprodutividade por prova
de érro de duplicatas.

1 Recebido para publicagfio em 17 de novembro de 1987,
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MATERIAL

O material de anilise é o figado coletado dos ani-

mais necropsiados em condi¢Bes adequadas para

evitar contaminagfic ~quimica, utilizando-se . instru-
mental de ago inoxid4vel, Amostras de cérca de 250
g {quantidade suficiente para a andlise} sfo ime-
diatamente preservadas em formol a 10% (Formal-
dehyde B&A code 1778) contido em frascos de vidro
Wheaton de 300.ml de capacidade com tampa plés-
tica (polietileno) e remetidos para o laboratério. A
Agua empregada na lavagem da vidraria, preparagfio
dos reagentes e do formol é deionizada (pela passa-
gem em coluna de resinas de permuta “mixed bed”
Barnstead Bantan Standard Demineralizer Cartringe
n.? 0802) e/fou redestilada em destilador Femel de
vidro Pyrex (S.M.}. A lavagem da vidraria obedece
4 seguinte rotina: lavagem em detergente, dgua des-
tilada, secagem sulfocrdmica, nova lavagem exaus-
tiva com Agua deionizada e/ou redestilada e final-
mente secagem ao ambiente. Os demais cuidados,
quanto & possibilidade de contaminacio, seguiram
as orientactes de Thiers (1957).

A medida da absorcio luminosa (densidade Oti-
ca) ao final de cada método foi feita com espectro-
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fotémetro de réde de difragio “Spectronic 20 B&L”,

sendo no caso do cobalto utilizado o dispositivo Roto-
Cell” o que nos possibilitou apreciivel reducio do
volume final de reagiio, com economia de reagentes
e grande melhoria na sensibilidade do método.
Para o cobre foi usada a cubeta cilindrica “standard™
do aparélho.

METODOS

No laboratério as amostras de figade sio cortadas
em pequenos fragmentos e sécas em estufa a 105°C
durante 24 horas em frascos de vidro neutro.

Para a determina¢iio dos dois elementos sio pesa-
das cérca de 10 g da amostra séea e transferidas
para frascos de Kjeldahl de 250 ml de capacidade.
A mineralizagio do material é feita segundo a tée-
nica de Marston e Dewey (1940} com algumas
modificagbes, tratando-se o tecido inicialmente com
cérea de 70-100 m] de HNO; concentrado (D=1,42)
durante aproximadamente 12 horas, sem aquecimento
e com agitagdo periddica nas primeiras horas para
evitar perda (espuma) e, posteriormente, com 4 ml
de I1.SO, (96%), 5 ml de HCIO, (70%) e aqueci-
mento suave no inicio e mais forte ao final da di-
gestio, ‘

O mineralizado limpido obtide, em volume pe-
queno {correspondente ao do H.50. adicionado) é tra-
tado com 10 ml de HNO; diluido 1:1 em banho fer-
vente {ou vapor) por 1-2 horas, A amostra é entdo
transferida para balio volumétrico de 50 ml por la-
vagens do frasco com 25 ml de H.PQ. {85%) diluido

1:50, resfriando-se e completando-se o volume com
: 1 .

agua, .

Nessa fase & retirada uma aliquota de 5 ml para
determina¢io do cobre. O volume restante (45 ml}
& utilizado para a determinaciio do cobalto.

DETERMINACAO DO COBRE

A aliquota de 5 ml é transferida para balio vo-
lumétrico de 25 ml juntamente com 10 ml de pire-
fosfato de sodio a 4% e 5 ml de NH.OH concentrada
segue-se agitagdo e resfriamento, completando-se o
volume com #gua. o

Desenvolvimento da ¢ér. Uma aliquota de 3 ml é
. transferida para funil separador de 60 ml e entio 2
ml de uma solugio de dietilditiocarbamato de sidio
a 0,5%, preparada na hora do uso por filtragio e di-
luigio de um “stock™ a 2%, so adicionados 3s go-
tas, com agitacGes intercaladas; 10 ml de Alcool
n-amilico sio adicionados seguindo-se forte agitagiio
por 2 minutos; repouso para desfazer a emulsio e re-
colhimento do complexo clprico dissolvido no &lcocl
amilico para tubo de ensaio, desprezando-se a fase
aquosa; secagem . com pitada de’ sulfato de sédio
anidro; leitura em 440 nm contra “blank™ preparado
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simultineamente. O célculo é feito pelo uso de uma
curva padrio préviamente preparada e periddicamente
controlada com padrbes corrides paralelamente as
amostras. Nossa curva foi preparada com quan-
tidades de 5, 10, 15 e 20ug de cobre, em triplicata
para cada um dos pontos.

DETERMINACAQ DO COBALTO

O volume restante {45 ml) correspondente a 9/10
da amostra inicialmente digerida é transferido para
funil separador de 125 ml com uma gbta de metil -
orange a 0,1% em Agua; segue-se adigio de solugdo
de citrato de sodio (500 g do sal com 5% H.O em
1000 ml de 'dgua) em quantidade suficiente para
elevar o pIl a 3-4; 5 ml da solugiio de l-nitroso-2-
-naftol (2,5 g do reagente dissolvido ripidamente em
125 ml de é4cido acético glacial e completado a
250 ml com #4gua) sio entdo adicionados; repouso
por uma hora com agitagdo periédica para formagio
do complexo cobaltoso.

Extragdo do cobalto. A extragiio do complexo co-
baltoso é feita com por¢Ses de 10 ml de clorofér-
mio por agitagio vigorosa de 3 minutos cada, até
total clareamento do extrato orginico (geralmente
trés vézes); recolhimento dos extratos em outro fu-
nil separador e remocdc das impurezas com 25 ml
de HCI 1:100 por agitagio de 2 minutos; drenagem
da fase cloroférmica purificada para bequer séco
de 100 ml e nova extracio de tracos de cloroférmio
deixados no segundo funil com uma porgio de 5 ml
do solvente, '

Digestio do extrato clorofdrmico. O extrate cloro-
férmico é evaporado em banho fervente; o bequer
é mantido recoberto com vidro de relégio nesta e
nas fases seguintes. A digestio do residuo clorofér-
mico é iniciada por um ligeire aquecimento {placa)
com 0,5 ml de IINO; concentrado até dissolugio,
quando entdo, 1 ml de sulfato de sédio 'a 10%

¢é adicionado; a seguir a mistura é evaporada i se-

cura. Novas porgbes de 0,5 ml de Acido nitrico sio
adicionadas até obtencio de uma cinza branca sem
restos de matéria orginica. '

Desenvolvimento da cor. A cinza obtida é dis-
solvida em 1 ml de solugiio’ de H:PO, 1:50 e 0,2 ml’
da solugfio de nitroso-R-sal a 0,1% em Agua; segue-
-se suave agitagio e adigio de 0,4 ml de acetato
de sédio em solugio {50 g do sal triidratado em
100 ml de 4gua); o bequer é ligeiramente agitado
e levado ao banho fervente {ou vapor) por 3 mi-
nutos, findos os quais sdo adicionadoes 0,15 m! de HCl
concentrado {sem tirar do banho), sendo deixado no
aquecimento mais 2 minutos; resfriamento em figua
corrente e transferéncia da solugio corada para tubos
de ensaio de 3 ml (trago préviamente marcado) e
completado o volume com dgua. A leitura da cfr

]
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& feita em 530 mu contra “blank™ corrido paralela-
mente e o cilculo processado mediante o uso de uma
curva padric construida com 2, 4, 6 e 8 ug de
cobalto, em triplicata cada um dos pontos.
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RESULTADOS

Os resultados das provas de recuperagio de cobie ¢
cobalto encontram-se no Quadro 1 e nas Fig. 1 e 2.

QUADRO 1. Proves de recuperogdo de cobre e cobalio na ouséneia de matéria orgdnica

Cobre Cobalto
Nimero Material % %
Adicionado Achado - Adicionado Achado
(n2) (1) {(ug) (ug)
1 Sol. padréo 50 4,91 48,2 2,0 1,80 90,0
2 Sol. padréo 10,0 8,74 07,4 4,0 3,68 02,0
3 Sol. padriio 15,0 13,34 88,9 6,0 5,59 93,2
4 Sol, padriio 20,0 18,94 94,7 8,0 7,80 97,5
Médiaa —_ —_— 94,8 —_ — 23,2
" ' )
0,450 i Os resultados encontrados para a aplicacdo da
CurvA  PaDRAQ técnica em t4da a sua extensdo sbbre os reagentes e
oe . a Agua, mas também, para teste da eficiéncia da la-
cosre \ vagem da vidraria (“blanks” totais) encontram-se
. \ no Quadro 2. ‘
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FIG. 2. Prova de recuperagdo de cobalto

material biolégico (figado) formeceu os resultados
apresentados no Quadro 3.

Os dados referentes 3 prova de determinagio do
érro de duplicatas foram langados no Quadro 1.

QUADRO 2. “Blanks” totais do mélodo

Densidade Stica

Numero
Cu (449 nm) Co (530 nm)
1 0,037 0,000
2 - 0,025 0,000
3 0,025 0,000 ‘
Médins 0,029 0,000
DISCUSSAQ

A digestio tinica para as determinages de cobre
e cobalto em material biolégico constitui wma van-
tagem sbbre as técnicas que recomendam fases dis-
tintas, Dada a pequena concentragio de cobalto
nos tecidos biolégicos animais (entre 0,1 ou menos a
raramente mais de 0,5 ppm sébre a matéria séca),
é necessirio utilizar amostras relativamente grandes
do material (cérea de 10 g no caso do figado); come
essa quantidade é exagerada para a determinagio do
cobre, tomam-se aliquotas convenientes para a ava-
liagio final déste,
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QUADRO 3. Provas de recuperagdo de cobre e coballo em presenga de malerial bioldgico (figade)
Material Recuperagiio
) Cobre Cobalto
N.» Figado séco Cchre Cobalto
(&) (ug) () Existente Achado % Existente Achado o
{pe) (ug) (pg) {ug)
1 10,6 50 2,0 40,61 10,7 100,2 594 6,09 102,5
2 10,0 50 2,0 40,61 41,5 1022 5,94 5,79 97,5
-3 106 - 15,0 6,0 50,61 52,1 102,9 | 9,04 8,99 90,4
4 . _ — ‘ - — — 9,94 9,89 99,5
Médias 101,8 o 97.5
QUADRO 4. Prows do frro de duplicatas (Amostra 2195) Na determinacio do cobre, a adicfio de pirofos-
- fato garante a defonizagio do ferro em meio al-
Determinaghio . Cobre Cobalto caline, além disso o meio alealino é propicio & com-
(.2 o (oom) (ppea plexagio de dietilditiocarbamate de sédioc com o
cobre. O uso do funil separador nessa fase substi-
1 :i,g g';; tui com vantagem a centrifugagdo para a separagdo
2 f t
3 57 0.38 das fases org:imca e aquosa. A adigio do piro-
4 34,7 0,41 fosfato e da aménia deve ser feita na hora de se
5 36,5 0,40 proceder & determinagiio do cobre,
L] 37,1 0,43 .
7 39,1 0,30 Na avaliagio do cobalto, a fase de ajustagem
8 2;’; 8':3 do pIi 2 34 pelo citrato de sédio é importante,
] A i - ’ s .
10 .34 07 mas ndo é critica; foram obtidos bons resultados
(“blanks” zero} utilizando o citrato de soédio B&A
Méding 35,61 + 0,560 0,394 + 0,006 n.® 2234, sem necessidade de purificagio com ditizona

» Lrro Padrfio = sx = ‘/S(x — T
nn — 1)

O grande volume de d4cido nitrico utilizado na
digestio inicial pode ser reduzido, mas entio é ne-
«cessdrio maior atengdo nas primeiras horas, para
evitar perdas por borbulhamento. Para o clareamento
final da amostra pode ser usado wm pequeno ex-
cesso dos dcidos sulfirico e perclérico.

Na fase inicial da digestio ¢ aquecimento suave
(suficiente para manter a ebulicio} & garantia para
nfo haver perdas e permite completa digestio

* com o aumento de temperatura no final, Nesta Gltima-

fase é recomendada a rotagfio periddica do balio na
chama para evitar perdas por fusio do material no
vidro.

O tratamento do mineralizado pelo HNO; diluido
em banho fervente hidrolisa os Pohfosfatos, que se
regeneram quando a temperatura é superior a 100°C;
o uso do HsPO, diluido, nessa fase como nas outras,
facilita a dissolugiio da cinza e a transferéncia do ma-

* terial.
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recomendada por Saltzman & Kenan (1957).
sulfato de sédio adicionado antes da segunda diges-
tio garante uma base material para a destruicio do
complexo orghnico; geralmente 6-8 porcbes do HNO,
so suficientes para o completo clareamento da amos-
tra, o que é indispensivel. A evaporagio da primeira
porgiio do dcido nitrico requer cuidados para evitar -
perda, o que pode ser auxiliado pels ajustagem no
aquecimento minimo da placa. O HCI adicionado de-
pois de desenvolvida a cfr com o nitroso-R-sal por
aquecimento, decompde os complexos formados com
metais interferentes. ,

Os produtos corados formados em ambas as téc-
nicas sio estaveis por mais de 24 horas; no caso
do cobre, éle s6 é estivel no extrato orgnico (dlcool
amilico} separado da fase aquosa. O complexo cipri-
co tem coloragio amarelada e o de cobalto vai do
verde (“blank™ ) até o vermelho vivo.

Os resultados obtides para as provas de recupe-
ragAo na presenga ou nio do material biolégico, pa-
ra ambos os metais, recomendam a téenica como boa
¢ indicam que ndo h4 interferéncia de outros ele-
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mentos. O “blank”™ total para cobre é, em média, de’
13 pg enquanto que, no caso do cobalto, ndo hs, ge-
ralmente, problema de contaminacfo,

A técnica tem sido usada em grande nimero de
amostras de figado de animais para a determinagio
dos dois elementos. :
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MICRODETERMINATION OF COPFER AND COBALT IN BIOLOGICAL MATERIALS

Abstract

Copper and cobalt can be-estimated in a single digest (sulfo-nitro-perchloric) of biological materials
using the method of Eden and Green (1940) and the method of Saltzman and Kenan (1957), re-

spectively applied on adequate aliquots.

The method gives recoveries of 93.2% for cobalt and 94.8% for copper in the absence of initial organic
material; and of 97.5% and 101.8% respectively in the presence of appreciable quantities of dry liver

tissue.

The results obtained recommend jt as a good technique. Apparently there is no interference from
other elements. In tests of reproducibility, values of 35.61 = 0.56 ppm for copper and 0.394 =+ 0.008
ppm for cobalt indicate good reproducibility in both cases. In tests for contamination, optical. density

readings were 0.029 for copper and 0.000 for cobalt.
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