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Sinopse 

É apresentada uma adaptação dos métodos de dosagem de cobalto e cobre em materiais 
biológicos, consistindo em uma única digestão úmida sulfo-nitro-perclórica. Aliquotas são usa-
das para a determinação dos dois elementos: 

Cobre. Tratamento com pirofosfato de sódio em meio alcalino (hidróxido de amônio) 
para deionizaçáo do ferro; desenvolvimento da côr com dietilditiocarbamato de sódio e extração 
com álcool n-amílico em funil separador; leitura da côr do dietilditiocarbamato de cobre dis-
solvido no álcool amílico em 440 um; 

Cobalto. Extração clorofórmica do metal complexado ao 1-nitroso-2-naftol a pli 8-4; nova 
digestão (ácido nítrico) do complexo cobaltoso; desenvolvimento da côr com nitroso-R-sal e 
leitura a 530 nm. 

O método dá recuperaçóes de 93,2% para o cobalto e 94,8% para o cobre na ausência de 
matéria orgânica inicial e de 97,5% e 101,8%, respectivamente, na presença de apreciável quan-
tidade de fígado sêco. Os resultados obtidos recomendam a técnica como boa e indicam que 
não há interferência de outros elementos. 

Nas provas de êrro de duplicatas foram obtidos os valores de 35,61 ± 0,56 ppm para o co-
bre e de 0,394 ± 0,006 ppm para o cobalto, indicando ótima reprodutibilidade em ambos os 
casos. As leituras (densidade ótica) nas provas de "blanks" totais foram, respectivamente, de 
0,029 e 0,000. 

INTRODUÇÃO 

A ocorrência de deficiências de cobre e cobalto 
no Brasil vem sendo levantada por nós há cinco 
anos (Tokarnia et al. 1968), pela determinação dos 
níveis dêsses dois elementos no fígado de animais. 
Para essas deterrninaçóes é empregada uma modifica-
ção das técnicas de Eden e Creen (1940) para o 
cobre e de Saltzman e JCenan (1957) para o co-
balto aplicadas a mineralizado a úmido com mis-
tura sulfo-nitroperclórica. Neste trabalho, são apre-
sentados, com detalhes, a 'descrição da técnica 
usada para a determinação dos elementos, os resultados 
de provas de recuperação com e sem a presença de 
material biológico, e de reprodutividade por prova 
de êrro de duplicatas. 

1 Recebido para publicação em 17 de novembro de 1967. 
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MATERIAL 

O material de análise é o fígado coletado dos ani-
mais necropsiados em condições adequadas ' para 
evitar contaminação química, utilizando-se , instru-
mental de aço inoxidável. Amostras de cêrca de 250 
g (quantidade suficiente para a análise) são ime-
diatamente preservadas em formol a 10% (Formal-
dehyde B&A code 1778) contido em frascos de vidro 
Wheaton de 300ml de capacidade com tampa plás-
tica (polietileno) e remetidos para o laboratório. A 
água empregada na lavagem da vidraria, preparação 
dos reagentes e do formol é deionizada (pela' passa-
gem em coluna de resinas de permuta "anixed bed" 
Barnstead Bantan Standard Demineralizer Cartringe 
a.° 0802) e/ou redestilada em destilador Femel de 
vidro Pyrex (S.M.). A lavagem da vidraria obedece 
à seguinte rotina: lavagem em detergente, água des-
tilada, secagem sulfocrômica, nova lavagem exaus-
tiva com água deionizada e/ou redestilada e final-
mente secagem ao ambiente. Os demais cuidados, 
quanto à 'possibilidade de contaminação, seguiram 
as orientaçôes de Thiers (1957), 

A medida da absorção luminosa (densidade óti-
ca) ao final de cada método foi feita com espectro- 
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fotómetro de rêde de difração "Spectronic 20 B&L", 
sendo no caso do cobalto utilizado o dispositivo 'j1oto. 
CeIl" o que nos possibilitou apreciável reduçao do 
volume final de reação, com economia de reagentes 
e grande melhoria na sensibilidade do método. 
Para o cobre foi usada a cubeta cilíndrica "standard" 
do aparêlllo. 

MÊTODOS 

No laboratório as amostras de fígado são cortadas 
em pequenos fragmentos e sêcas em estufa a 105°C 
durante 24 horas em frascos de vidro neutro. 

Para a determinação dos dois elementos são pesa-
das cêrca de 10 g  da amostra sêca e transferidas 
para frascos de Kjeldahl de 250 ml de capacidade. 
A mineralização do material é feita segundo a téc-
nica de Marston e Dewey (1040) com algumas 
modificações, tratando-se o tecido ioicialmente com 
cêrca de 70-100 ml de HNO, concentrado (D=1,42) 
durante aproximadamente 12 horas, sem aquecimento 
e com agitação periódica nas primeiras horas para 
evitar perda (espuma) e, posteriormente, com 4 ml 
de 1h504 (00%), 5 ml de 1I004 (70%) e aqueci-
mento suave no início e mais forte ao final da di-
gestão. 

0 mineralizado límpido obtido, em volume pe-
queno (correspondente ao do 1h50. adicionado) é tra-
tado com 10 ml de uNO, diluído 1:1 em banho fer-
vente (ou vapor) por 1-2 horas. A amostra é então 
transferida para balão volumétrico de 50 ml por la-
vagens do frasco com 25 ml de JhPO, (85%) diluído 
1:50, resfriando-se e completando-se o volume com 
água. 

Nessa fase é retirada uma alíquota de 5 ml para 
determinação do cobre, 0 volume restante (45 ml) 
é utilizado para á determinação do cobalto. 

DETERMINAÇÃO DO COBRE 

A alíquota de 5 ml é transferida para balão vo-
lumétrico de 25 ml juntamente com 10 ml de piro-
fosfato de sódio a 4% e 5 ml de NuLO!1 concentrada 
segue-se agitação e resfriamento, completando-se o 
volume com água. 

Desenvolvimento cIa côr. Uma alíquota de 3 ml é 
- transferida para funil separador de 60 ml e então 2 
ml do uma solução de dietilditiocarbamato de sódio 
a 0,5%, preparada na hora do uso por filtração e di-
luíção de um "stock" a 2%, são adicionados às go-
tas, com agitações intercaladas; 10 ml de álcool 
n-amílico são adicionados seguindo-se forte agitação 
por 2 minutos; repouso para desfazer a emulsão e re-
colhimento do complexo cúprico dissolvido no álcool 
amílico para tubo de ensaio, desprezando-se a fase 
aquosa; secas em com pitada de - sulfato de sódio 
anidro; leitura em 440 nm contra "blank" preparado 
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simultâneamente. O cálculo é feito pelo uso de uma 
curva padrão prêviamente preparada e peribdicamente 
controlada com padrões corridos paralelamente às 
amostras. Nossa curva foi preparada com quan-
tidades de 5, 10, 15 e 20tg de cobre, em triplicata 
para cada um dos pontos. 

DETERMINAÇÃO 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 gôta de metil 
orange a 0,1% em água; segue-se adição de solução 
de citrato de sódio (500 g do sal com 534 11,0 em 
1000 ml de água) em quantidade suficiente para 
elevar o pli  a 3-4; 5 ml da solução de 1-nitroso-2-
-naftol (2,5 g do reagente dissolvido rápidamente em 
125 ml de ácido acético glacial e completado a 
250 ml com água) sãõ então adicionados; repouso 
por uma hora com agitação periódica para formação 
do complexo cobaltoso. 

Extraçâo do cobalto. A extração do complexo co-
baltoso é feita com porções de 10 ml de clorofór-
mio por agitação vigorosa de 3 minutos cada, até 
total clareamento do extrato orgânico (geralmente 
três vêzes); recolhimento dos extratos em outro fu-
nil separador e remoção das impurezas com 25 ml 
de HCI 1:100 por agitação de 2 minutos; drenagem 
da fase clorofórmica purificada para bequer sêco 
de 100 ml e nova extração de traços de clorofórmio 
deixados no segundo funil com uma porção de 5 ml 
do solvente. 

Digestâo do extrato cloro fórmico. O extrato cloro-
fórmico é evaporado em banho fervente; o bequer 
é mantido recoberto com vidro de relógio nesta e 
nas fases seguintes. A digestão do resíduo clorofór-
mico é iniciada por um ligeiro aquecimento (placa) 
com 0,5 ml de JINO, concentrado até dissolução, 
quando então, 1 ml de sulfato de sódio a 10% 
é adicionado; a seguir a mistura é evaporada à se-
cura. Novas porções de 0,5 ml de ácido nítrico são 
adicionadas até obtenção de uma cinza branca sem 
restos de matéria orgânica. 

Desenvolvimento da côr. A cinza obtida é dis-
solvida em 1 ml de solução de ILPO, 1:50 e 0,2 ml 
da solução de nitroso-li-sal a 0,1% em água; segue-
-se suave agitação e adição de 0,4 ml de acetato 
de sódio em solução (50 g  do sal triidratado em 
100 ml de água); o bequer é ligeiramente agitado 
e levado ao banho fervente (ou vapor) por 3 mi-
nutos, findos os quais são adicionados 0,15 ml de HCI 
concentrado (sem tirar do banho), sendo deixado no 
aquecimento mais 2 minutos; resfriamento em água 
corrente e transferência da solução corada para tubos 
de ensaio de 3 ml (traço prèviamente marcado) e 
completado o volume com água. A leitura da côr 
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é feita em 530 mi contra "blank" corrido paralela- RESULTADOS 

mente e o cálculo processado mediante o uso de uma 
curva padrão construída com 2, 4, 6 e 8 	ig de Os resultados das provas de recuperação de cobre e 

cobalto, em triplicata cada um dos pontos. cobalto encontram-se no Quadro 1 e nas Fig. 1 e 2. 

QUADRO 	1. 	Provas de recuperação de cobre e cobalto na ausência de matéria oránica 	 - 

Cobre Cobalto 

Nainero 	 Material 
Adicionado 	Achado Adicionado 	Achado 

(pg) 	- 	(pg) (ug) 	 (fia) 

1 	 SoL padrfto 	 5,0 	 4,91 98,2 	 2,0 	 1,80 	 90,0 

2 	 Sol. padrao 	 10,0 	 9,74 97,4 	 4,0 	 3,68 	 92,0 

3 	 Sol. padrfto 	 15.0 	13,34 88,9 	 0,0 	 5,59 	 93,2 

4 	 Sol. padrlo 	 20,0 	18,94 94,7 	 8,0 	 7,80 	 97,5 

Médias 	 - 	 - 94,8 	 - 	 - 	 93,2 

0,450 	- Os resultados 	encontrados para 	a 	aplicação 	da 
CURVA PADRÃO técnica em tôda a sua extensão sôbre os reagentes e 

DC a água, mas também, para teste da eficiência da la- 
COBRE 	"- 	 , 2' vagem da vidraria 	("blanks" totais) 	encontram-se 

no Quadro 2. 

0,300 	 j"' 	PRVA DE 	
' A recuperação dos dois metais em presença de 

material biológico 	(fígado) 	forneceu os 	resultados 
RECUPERAÇÃO 

•5,s 	
p2' DE apresentados no QuadroS. 

1' 	 COBRE Os dados referentes à prova de determinação do 
êrro de duplicatas 	foram lançados no 	Quadro -1. 

0,150 

QUADRO 	2. 	"Blanks" fetais do método 

Densidade ótica 

.7 
/ 

Número 

o C. (440 nm) 	Co (530 nm) 
5 	 lo 	IS  

L9 Cu" 

FIG. 1. 	Prova de recuperação de cobre. 1 	 0,027 	 0,000 

2 	- 	 0,025 	 0,000 

3 	 0,023 	 0,000 

D 	
CURVA PADRÃO  

0.600 	 DE Médias 	 0,020 	 0,000 

COBALTO  

0,500 	 - 

PROVA DE DISCUSSÃO 
0,400 	 RECUPEBAÇÃO A digestão única para as determinaçúes de cobre 

5 15,SB 	 -/-/ 	 - 	DE e cobalto em material biológico constitui uma van- 
COBALTO 

0,300 •,/ tagem sôbre as técnicas que recomendam fases dis- 

//' tintas. 	Dada a pequena concentração 	de 	cobalto 

0,200- nos tecidos biológicos animais (entre 0,1 ou menos a 
raramente mais de 0,5 ppm sôbre a matéria sêca), 

/5' é necessário utilizar amostras relativamente grandes 0,00 
- 

do material (cêrca de 10 g no caso do fígado); como 
essa quantidade é exagerada para a determinação do 

2 	4 	6 + cobre, tomam-se alíquotas convenientes para a ava- 
xg 

liação final dêste. 
FIG. 2. 	Prova de recuperação de cobalto 
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QUADRO 3. Provas ele rvcupereç6o de cobre e cobalto a. presença de material biológico (fígado) 

Material - Recuperaçlo 

Cobro Cobalto 
N.' Fígado sêco Cobre Cobalto ------ ----------- ----- - 

(a) (pg) (p5) Existente Achado Existente Achado 
(pg) (pg) (pg) (p5) 

1 10,6 5.0 2,0 40,61 40,7 100,2 	594 6,09 102,5 
2 10,0 5,0 2,0 40.61 41,5 102,2 	5,94 5,79 97,5 

- 3 10,6 15,0 0.0 50,61 52,1 102,9 	9,94 8,99 90.4 
4 - - - - - - 	9,94 9,89 99,5 

Médias - 101,8 97,5 

QUADRO 4. Prova do trio de duplicatas (4moetra 2196) 

Deterniinaçêo 
(no) 

Cobre 
(ppm) 

Cobalto 
(ppcn) 

1 33,0 0,41 

2 34,6 0,39 
3 35,7 0,38 
4 34,7 0,41 
5 36,5 0,40 
6 37,1 0,43 
7 39,1 0,39 
8 37,1 0,39 
9 33,7 0,37 

10 34,6 0,37 

Médias 35,61 ± 0,56' 0,394 ± 0,000' 

• Erro Padrêo 	s 	S(x - 
n(n-1) 

O grande volume de ácido nítrico utilizado na 
digestão inicial pode ser reduzido, mas então é ne-
cessário maior atenção nas primeiras horas, para 
evitar perdas por borbulhamento. Para o clareamento 
final da amostra pode ser usado um pequeno ex-
cesso dos ácidos sulfúrico e perclórico. 

Na fase inicial da digestão o aquecimento suave 
(suficiente para manter a ebulição) é garantia para 
não haver perdas e permite completa digestão 
com o aumento de temperatura no final. Nesta última 
fase é recomendada a rotação periódica do baláo na 
chama para evitar perdas por fusão do material no 
vidro. 

O tratamento do mineralizado pelo HNO, diluído 
em banho fervente hidrolisa os polifosfatos, que se 
regeneram quando a temperatura é superior a 100°C; 
o uso do J1,PO, diluído, nessa fase como nas outras, 
facilita a dissolução da cinza e a transferência do ma-
terial. 

Pesq. ogropcc. breve. 3:341-345. 1968 

Na determinação do cobre, a adição de pirofos-
fato garante a deionização do ferro em meio al-
calino, além disso o meio alcalino é propício à com-
plexação do dietilditiocarbamato de sódio com o 
cobre. O uso do funil separador nessa fase substi-
tui com vantagem a centrifugação para a separaçáo 
das fases orgânica e aquosa. A adição do piro-
fosfato e da amônia deve ser feita na hora de se 
proceder à determinação do cobre. 

Na avaliação do cobalto, a fase de ajustagem 
do pil  a 3-4 pelo citrato de sódio é importante, 
mas não é crítica; foram obtidos bons resultados 
("blanks" zero) utilizando o citrato de sódio B&A 
n.° 2234, sem nccessidade de purificação com ditizona 
recomendada por Saltzman & Kenan (1957). O 
sulfato de sódio adicionado antes da segunda diges-
tão garante uma base material para a detruição do 
complexo orgânico; geralmente 6-8 porções do UNO, 
são suficientes para o completo clareamento da amos-
tra, o que é indispensável. A evaporação da primeira 
porção do ácido nítrico requer cuidados para evitar 
perda, o que pode ser auxiliado pek ajustagem no 
aquecimento mínimo da placa. O IIC1 adicionado de-
pois de desenvolvida a côr com o nitroso-li-sal por 
aquecimento, decompõe os complexos formados com 
metais interferentes. 

Os produtos corados fonnados em ambas as téc-
nicas sâo estáveis por mais de 24 horas; no caso 
do cobre, êle só é estável no extrato orânico (álcool 
amílico) separado da fase aquosa. O complexo cúpri-
co tem coloração amarelada e o de cobalto vai do 
verde ("blanlc") até o vermelho vivo. 

Os resultados obtidos para as provas de recupe-
ração na presença ou não do material biológico, pa-
ra ambos os metais, recomendam a técnica como boa 
e indicam que não há interferência de outros ele- 
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mentos. O 'blank" total para cobre é, em média, de 
13 lLg enquanto que, no caso do cobalto, não há, ge-
ralmente, problema de contaminação. 

A técnica tem sido usada em grande número de 
amostras de fígado de animais para a determinação 
dos dois elementos. 
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MICRO]JETERMINATION OF COrrER AND COBALT 3M BIOLOCICAL MATERTALS 

Abstract 

Copper and cobalt cnn be estimated In a single digest (sulfo-nitro-perchlorie) of biological materiais 
using the method of Eden nnd Creen (1940) and lhe 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 organie 
material; and of 97.5% and 101.8% respectiveiy in the presence of apprecíable quantities of dx'>'  liver 
tissue. 

The results obtained recommend it as a good technique. Apparentiy there is no interference from 
other elements. In testa of reproducibility, values of 35.61 ± 0.56 ppm for copper and 0.394 ± 0.006 
ppm for cobalt indicate good reproducibility in both cases. Ia tests for contamination, optical - density 
readings were 0.029 for copper and 0,000 for cobait. 
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