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SUMMARY 

869 

Hydroxy nitriles when treated with polyphosphoric acid yield the corresponding 
carbamido-alkyl phosphoric acids; but when treated with POC1, in the presence of 
a tertiary base they yield the corresponding cyano-alkyl phosphoric acids. B-cyano- 
ethyl phosphoric acid is very easily dephosphorylated in 1~ NaOH. /?-X-alkyl- 
phosphoric esters are dephosphorylated in alkaline medium when -X is - G N ,  

- c ~ N H , - ,  -COOH, ECH or -SO,H. 
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113. Macro- et microdosage de traces de cobalt 
VI1). Dosage du cobalt dans le sang 

par  W. Haerdi, J.Voge1, D.Monnier e t  P. E. Wenger 
(3 111 60) 

Introduction. Le dosage de traces de cobalt dam le sang a pris un int6ri.t parti- 
culier depuis que certains auteurs, notamment SMITH ,), ont montr6 que cet kl6ment 
jouait un r6le important, sous forme ionique comme ?L 1’Ctat complex6 dans la vita- 
mine B,,, en tant que facteur antiankmique. D’autrc part, divers auteurs3) ont d6- 
termin4 la teneur en cobalt du sang dans le cas d’infections h6patiques. 11s affirment 
avoir trouvk jusqu’i 12,26 pg de cobalt pour 100 ml de sang. On peut donc supposer 
que dans certains cas pathologiques, la vitamine B,, stock6e dans le foie, se dkcompose 
et que le cobalt ionique form6 passe dans le sang. 

Le premier article important relatif au dosage du cobalt dans le serum de sang de vache est 
dfi ?A POHL & DEMMEL4). 11s mineralisent 10 ml de serum au moyen d’acide perchlorique et  d’un 
melange sulfo-nitrique. Le cuivre est extrait par la dithizone, le fer, au moyen de l’oxine, e t  le 
cobalt, avec le didthyl-dithiocarbamate de sodium. Ce dernicr complexe est detruit, et le cobalt, 
dose spectrophotometriquement avec le nitroso-sel R (le volume de la solution finale est de 1 ml, 
et la contamination au cours des operations, de 0,01 pg). 

THIERS, WrLLIAnis & Y o E ~ )  ant determine le cobalt dans le sang humain complet. Un Bchan- 
tillon de 50 ?A 100 ml est mineralis6 par calcination 2 450” et le rdsidu est rcpris par HC1 9 ~ .  Le 
fcr est extrait par 1’6ther isopropylique chlorhydrique et les dcrnikres traces sont dliminees au 
moyen de la rdsine Doivex 1-X8 qui retient le cobalt, le cuivrc, le zinc et lc fer. 1,e cobalt est 
Clu6 par du HC1 4 ~ ,  et on ajoute un peu de nickel qui servira d’etalon interne. Une goutte de 
la solution concentree est spectrographide sur electrode de carbone. Toutes les pcrtes subies au 
cours des operations sont diterniindes par marquage a u  cobalt 60. 

RODIER~)  dose le cobalt dans le sang pour depister la cobaltdmie des mineurs travaillant 
dans les mines d’arsiniure de cobalt. L’auteur cffectue une min6ralisation par voie humide d’en- 

1) I, 11, 111: voir Helv. 42, 1672, 1846, 2334 (1959); IV et V: ibid.  43, 217, 675 (1960). 
2) E. L. SMITH, Nature 162, 144 (1948). 
3) E. P. SUSHKO, Sbornik Nauch. Rabot Minsk. Med. Inst. 79, 269 (1957). 
4) F. A. POHL & H. DEMMEL, Analyt. chim. Acta 10, 554 (1954). 
5) R. E. THIERS, J.  F. WILLIAMS & J.  H. YOE, Analyt. Chemistry 27, 1725 (1955). 
6, J. RODIER, Ann. Biol. clin. (Paris) 16, 489 (1958). 
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Volume Co trouv6 
Ref. Naturcdusang ml pg/100 ml 

I 0’59 

“) serum de vache 10 

‘1 normal 

sang humain 
’) cobaltimiquc 

sang humain 
50-100 0,035-0,0053 

10 50-26 

viron 10 ml de sang au moyen d’un rnClange sulfo-nitro-perchlorique. Le fer est pr6cipit6 au 
moyen de pyridinc cn milieu HCI. Apr& centrifugation et  dkcantation, la solution est Cvapor6e 
i sec en prCsence de NOSH. On prockdc alors au dosage spectrophotomktrique du cobalt au 
rnoyen du nitroso-sel R. La mCthode dCcrite est encore sensiblc i 0,l  kg dr cobalt par ml. Le 
volume de la solution finale est de 10 ml. Cette mCthode ne pent s’appliquer q u ’ i  du sang renfcr- 
mant des teneurs anormalement BlevCes de cobalt. 

RCcemment, SMOCZKIEWICZOWA & ~ ~ I Z G A L S K I ’ )  ont mis au point une m6thode de separation 
du cuivre et  du cobalt par chromatographie sur papier, aprks miniralisation par voie skche 
de 10 ml de sang complet. La partie du chromatogramme contenant les deux Clemcnts est d6 - 
coupCe, puis calcinCe sur  une feuille d’argent. Le dosage simultani des dcux 6lCrnents est effectuk 
par spectrographie. 

Dans le tableau I, les rksultats des diffirents dosages sont rCunis. 

Tableau I. Taux de cobalt dans le sang trouvd par divers auteurs 

Iimite 
d’crreur MinCrali- SCpara- 

mCthode 

& 5 %  humide extract. spcctroph. 

spectrogr. 
d’irnission 

? humide extract. 1 spectroph. 

de la sation tion Dosagc 

10% skche rdsinc 

sang humain spectrogr. 
d’kmission normal 1 10 I 0,050-0,035 I 7% I &he 1 chromat. 1 

Ainsi que le montre le tableau I, la methode spectrophotometrique n’a pas k t k  
utiliske pour le dosage du cobalt dans le sang humain normal, car elle n’avait pas 
&tC estimke suffisamment sensible. POHI, Sr DEMMEL l’ont mise en ceuvre pour le 
sirrum de sang de vache, mais les quantit6s de Co qu’ils ont trouvkes sont trirs klevees. 
Les valeurs sont peut-irtrc valables pour un sang animal, mais ne correspondent pas 
5. celles trouvkes pour le sang humain par d’autres auteurs. En effet, les rCsultats 
obtenus pour le sang humain par THIERS et ~011.~) ainsi que SMOCZKIEWICZOWVA et 
~011.~) sont certainement les plus precis du fait qu’ils ont Ctudik avec le plus grand 
soin les mkthodes de skparation afin d’Cviter les contaminations; quant aux pcrtcs, 
elles ont C t C  dkterminkes avec exactitude. Leur mCthode est par contre dklicate et 
prilsente l’inconvknient d’exiger des spkcialistes en spectrographie. I1 Ctait donc 
intkressant, puisque nous avons augment6 plus de 10 fois la scnsibilitk absoluc clu 
dosage spectrophotometrique E ) ,  de l’appliquer au dosage du cobalt dans le sang. 

A ppareils et ru2afr:rieZ. Echelle dCcadique e‘rraccrlab 1000 scaler B rnunie d’un pliotomultipli- 
catcur avcc un cristal creux SPG-3, ainsi quc d’un compteur plongeur GEIGER-MULLER T G G C .  
Kkine Cchangeur d’ions Dowex LX8. Crcuscts et  cspsulcs en quartz tle la S O C I ~ T ~  ELECTIIO- 
THERMIQUE DE LA TOUR DE TR~?ME. Spectrophotom&tre BECKMAN mod6le 1>U avcc photo- 
rnultiplicateur ct support pour microcuves dc 0,2 B. 0,002 nil. 

I. Extraction du cobalt de cendres de sang synthktique par la dithizone. 
Dans un travail prkckdent g ) ,  nous avons montrk qu’il est possible, partant d’une 

7, A. SMOCZKIEWICZOWA & W. M r ~ r z c i l L s I c I ,  Nature 182, 855 (1947). 
8 )  W. HAERDI, J. VOGEL, D. MONNIER ti P. E.  WENGER, Helv. 42, 2334 (1959). 
9)  I>. MONNIER, W. HAERDI, J. VOGEL & P. E. WENGER, Helv. 42, 1546 (1959). 
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solution aqueuse renfermant quelques nanogrammes de cobalt seulement, d’en ex- 
traire au moyen de la dithizone la totalitk en quatre opkrations. WILLIAMS et c01l.l~) 
par contre n’ont pu extraire, de solutions aqueuses synthktiques de cendres de sang, 
inarquties au cobalt 60, que le 30% du cobalt actif. Afin de vhifier les constatations 
de ces auteurs, nous avons refait une skrie d’essais en nous mettant autant que pos- 
sible dans les memes conditions qu’eux. 

Nous avons prkpark une solution synthitique de cendres de sang. La composition 
de cette solution de dkpart (mg de sel dissous dans 500 ml d’eau bidistillke) est donntie 
dans la colonne 2 du tableau 11. Dans la colonne 1 du m&me tableau, nous avons 
inscrit les principaux constituants minkraux du sang (mg/100 ml), valeurs donnkes 
par les Tables Scientifiques GEIGY ll). Nous constatons que les 500 ml de la solution 
de dkpart: pr6parCe renferment les ClCments mindraux contenus dans approximative- 
ment 5 litres de sang normal. Pour avoir par exemple la quantitk d’klkments mink- 
raux contenus dans les cendres de 250 ml de sang, il nous suffira de prClever 25 ml 
de cette solution de ddpart. 
Tableau 11. Composition minbvale d’un sang normal et de la solution de cendres de sang synthdtique 

de ddpurt que nous auons prkpare’e 

Eldments 

composCs 
ou 

_ _ _ _ ~  

C1 
Na 
I< 
Fc 
P 
SiO, 
Ca 

Zn 
S 
C U  

Mn 
1 1  

Mg 

lans le sang 
en 

mg/lOO ml 

300 

175,‘ 
50 
38 

8,3 
6 
1,93 
0,88 
0,45 
0,004 
0,015 
0,015 

Sels coniposant 
la solution de 

depart 
.__.__-___ 

NaCl 

I iC l  
FeCI,, 6 H,O 
PO,HNa, 12 H,O 
SiO,Na, 
CaCO, 

ZnSO,, 7 13,O 
MgCO, 

SO,l<, 
CuCI,, 2 H,O 
hlnCI,, 4 H,O 
AlCl,, 6 H,O 

3ans 500 ml 
d’eau en g 

~ 

26 

17  
12 
22 

0.8 
0,7 
0,35 
0 2  
1 2  
0,0012 
0,005 
0,007 

Cette solution dc ddpart se presente sous la formc d’un liquide blanc-jaunitre dont une partie 
des constituants se trouvent en suspension. Lorsqu’on vcut effectuer un prilkvement, il est in- 
dispensable de secouer le flacon contenant le melange afin d’obtenir une prise homogbne. 

Purification. Pour &tre certains que la solution synthCtique ne renferme pratiqucment plus 
de cobalt, nous l’avons purifi6e. Cette operation doit se faire sans aucun changement de la com- 
position initiale de la solution. Pour pouvoir suivre la separation du  cobalt, nous avons introduit 
une fraction de y de cobalt marqu6 (60Co). Dans ce but, nous avons ajoutC 2L 25 ml de la solution 
dc depart (reprksentant donc les elements ou coinposCs contenus dans 250 nil de sang), 10 ml 
de HCl conccntrk ainsi que 2 in1 d’une solution de ‘ W o  (SO0000 cpm) titrant 0,07 pg de Co total 
par ml ct d’unc activite de 0,5 pc/ml (400000 cpm). Aprhs chauffage, on 6vapore 2L sec. Le residu 
est repris par 40 ml cle H C I ~ M .  On laisse deposer les sels insolubles et dkcaiite la solution limpide. 
Les sels sont laves avec du HC1 9 ~ .  La solution de decantation et  les solutions de lavage sont 
passees sur resine Dowex 1-X8 qui retient le cobalt quantitativement. La resine est lav6e avec 

lo) R. E. THIERS, dans Trace Analysis de YOE & KOCH, J.  Wiley & Son, Inc., N. Y .  1957, 

11) Tables Scientifiques GEIGY, Cd. 1955, p. 312. 
p. 653.  
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20 ml de HCl 9~ et le cobalt, Blu6 avec 20 ml de HCl 4 ~ .  Le fer rctenu et les Bventuels autres 
ClCments sont BluBs par passage de 20 ml de HCl 0 , O l ~ .  Aux sels insolubles, nous ajoutons les 
solutions de passage, de lavage et d’6lution du fer. Le tout est Cvapor6 B sec, puis on ajoute 2 ml 
de HCI concentre ainsi que 40 ml de citrate de sodium 10%. Par addition de NaOH   OM, on amkne 
la solution au pH 8 et compl6te le volume L 50 ml au moyen d’une solution de citrate lo%, pH S. 
Dans ces conditions, le fer est complexe et la solution est tout B fait limpide. On determine 
I’activitB de la totalit6 de la solution (12000 cpm). Nous dosons le cobalt contenu dans 1’Cluat 
HC1 401 au  moyen du nitrose-sel R et avons trouvC 1 pg (788000 cpm). La quantit6 de cobalt 
restant dans les 50 ml de solution finale (reprksentant les 61Bments contenus dans 250 ml de sang) 
cst donc de 0,015 pg (12000 cpm). Si nous prdlevons 10 ml de cette solution, qui contient les 
ClCments cn solution dans 50 ml de sang, seulement 0,0030 pg de cobalt sont prdsents. Partant 
de ces 10 ml, nous leur ajoutons 0,25 nil d’une solution renferniant 0,0035 pg de cobalt total et 
prdsentarit une activite de 2,5.10-2 pc. Nous avons donc finalement 0,0065 pg de cobalt B 
sBparer par extraction au moyen de dithizone, en prkscnce des 61Cments contenus dans lcs cendres 
synthCtique de 50 ml de sang. 

SLparation. Conditions : Volume de la solution aqueuse : 10,25 ml ; concentration 
en citrate, 10% ; pH 8. 0,0065 pg de cobalt B skparer. Phase organique : dithizone/CCI, 
et dithizone/kther. Temps d’agitation au cours de chaque extraction: 1 min. Les 
rksultats sont reprksentks sur le graphique. 

Ainsi, dans nos conditions de travail, il est possible d’estraire quantitativement 
quelques nanogrammes de cobalt aussi bien dans les solutions pures que dans celles 
de sang synthktique. Nous ne retrouvons pas les courbes d’extraction de WILLIAMS 
et coll., de plus nous constatons, comme nous l’avions fait dans un travail prkckdent g), 

que l’extraction B l’kther est beaucoup plus rapide que celle au tktrachlorure, l’kqui- 
libre de phase dans le premier cas s’ktablissant presque immbdiatement. 

extraction avec dthizone/CC14 
__ extraction avec dthizone/ither 
__.._. courbe obtenuepar NLLIAMS et 

1 
gs0 

3 
‘D 

>40 - 
G 

- - - extraction avec dithizone/CC14 
__ extraction avec dthtzone/ither 
- .. . courbe obtenuepar NLLIAMS et co//“) 

1 

>40 
G 
4 

20 

- 

! 2 3 ‘i 5 6 

Extraction i1u cobalt ic la  dithizone 
nornbre d ktrachbn 

Si, a p r h  kvaporation du solvant organique et destruction de la dithizone et du 
dithizonate de cobalt par un traitement acidc, nous dosons spectrophotomtitrique- 
ment au moyen du nitroso-sel R les quelques nanogrammes de cobalt, nous obtenons 
des rksultats peu reproductibles. Si l’extraction au moyen de la dithizone est quan- 
titative, m&me pour quelques nanogrammes de cobalt, elle n’est pas assez sklective 
car, conime nous avons pu le constater, les substances btrangkres extraites en meme 
temps que le cobalt g&nent la determination dc traces de cet k16ment. C’est pourquoi 
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nous avons eu recours k un autre processus de skparation, celui utilisarit la rksine 
Dowex 1-X8 qui nous avait donnk des rksultats satisfaisants, notamment dans le 
dosage de cobalt dans les aciers. 

11. Separation du cobalt sur resine Dowex 1-XS. - Etude de la destruction de la  re‘- 
sine. Pour ce qui concerne le sang, les quantitds de cobalt sont telles (0,05 & 0 , O l  pg/ml au mo- 
ment de la colorimBtrie), que les traces de resine qui entrent en solution ou en suspension, 
pcrturbent la ddtermination spectrophotomBtrique. Nous avons donc cherchd & les dktruire, e t  
pour cela nous avons prBpard les solutions suivantes: a) une suspension de 0,l g de resine dans 
5 ml de HC14h1 et  1 ml de NaCl 5% comme support; b) une suspension de m6me composition 
que la prdcddente plus 0,19 pg de cobalt; c) une solution composke de 1 ml de NaCl 5% et  5 ml 
de HCl 4 M  et  enfin d) une solution de m6me composition que c) avec, en plus, 0,19 pg de co- 
balt. Ces quatre liqueurs sont BvaporBes ?L sec (calotte & rayonnement IR.). On ajoute 1 ml de 
XO,H conc. et 3 ml de HC1 conc., couvre d’un verre de montre puis pose le tout sur une plaque 
chauffante. On Bvapore encore une fois & see, ajoute 3 ml de HClO,, chauffe & reflux pendant 
une ?L deux heures jusqu’& dBcoloration totale, Bvapore & sec, puis ajoute 1 ml de HC1 et  h a -  
pore une dernikre fois & sec. On reprend par 2 ml d’eau bidistillde et effectue le dosage colori- 
metrique. Les resultats sont donnks dans lc tableau 111. Volume au moment de la mesure: 5 ml. 

Tableau 111. Transmissions enregistre’es aprBs destruction de 0,l g de re’sine Dowex I -X8,  avec 
et sans adjonction de cobalt 

cpm retrouvks dans les diverses fractions*) 
Essai cpm 

I r e  2e I 3e 1 4e I 5e 1 6e I 7e 
4 m l  4 m l  4 m l  4 m l  4 m l  4 m l  4 m l  

1 32471 - 30609 1397 164 - - - 

2 31209 - 29891 1134 62 18 - - 

No. ajoutis 

~ - _ _ _ _  
1 % extrait - 92,2 4,3 0,5 - - - 

2 % extrait - 95,s 3,6 0,2 0, l  - - 

Solution a) 
Yo T 

99,3 
98,9 
98,9 

T~~~~ 
extrait 

cpm 

32 170 
31 105 

99,o 
99,7 

-~ 

Solution b) 
% T  

7 7 3  
77,l 
76,9 

_ _ ~  
% T  

99,l 77,l 
99,4 1 76,s 
9s,9 76,9 

Tablcau 1V. De‘termination des fractions de l’e’luat contenant le cobalt aprBs passage SUY k i n e  
Dowex I -X8  

(colonne de 12 cm de haut et  0,6 cm de diamhtre, poids de la rCsine environ 2 g, 100-200 mesh) 
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Nous constatons que la fiajeure partie du cobalt 60 ajoutk, se trouve dans la 
deuxihme fraction de 4 ml. En rkunissant la deuxikme et la troisikme fraction de 
4 ml (soit 8 in1 au total), nous rkcupkrons pour ainsi dire quantitativement le cobalt 
(98,5y0.) Les autres fractions renferinant de la rksine et pratiquement pas de cobalt, 
ne sont pas conservkes. 

111. SBparation et dosage du cobalt dans le sang, mode opkratoire. - Aban- 
donnant les solutions synthktiques, nous poursuivons maintenant nos essais sur 
du sang complet, afin de dkterminer les conditions les meilleures pour le dosage du 
cobalt. La minkralisation clans des creusets de 5 cm de hauteur et 5 cm de diamhtre 
supkrieur et d’un volume total de 40 ml provoque-.des pertes en cobalt de 17% 
environ. D’autre part, la skparation du fer, apr& minhalisation, par l’kther chlor- 
hydrique 6ltve ces pertes B 30%. Enfin, aprks toutes les opkrations de skparation 
et de prhparation ?i la niesure colorimktrique, il n’est plus rest6 que les 54% du cobalt 
initial. Bien que ces pertes puissent &tre assez exactement Cvalukes par un indicateur 
radioactif (cobalt 60), nous avons cherchd ?i les rkduire autant que possible, d’une 
part en kvaporant le sang dans une capsule, ce qui permet de rkduire le temps de 
l’opkration ct d’kviter les pertes dues au boursouflement du sang, d’autre part en 
auginent ant les dimensions de la colonne contenant l’kchangeur d’ions, pour kviter 
l’extraction du fer 1’Cther chlorhydrique et les pertes qui en rksultent. Finalement, 
nous avons inis au point unc mkthode dont les pertes sont comprises entre 10 et 30%, 
pertes dont on tient compte avec prkcision au moment de l’interprktation des rk- 
sultats, g r k e  B un marquage au cobalt 60. 

MznSraZisation. A 50-100 g de sang cornplet (exempt d’anticoagulant) directement recueillis 
dans des erlenmeyers de 200 ml, on ajoute 4 ml d’une solution de 6oCo reprhsentant 0,003 pg 
dc cobalt total e t  prCsentant une activitC de 0,017 pC. Cet indicateur radioactif nous perincttra 
d’ivaluer les pertes en fin d’analysc. Aprk avoir soigneusenient homogCneis6 par brassage 
dnergique, on introduit le sang par portions de 20 ml dam une capsule de quartz de 2 cm de 
hauteur, 7 em de diamktre et  d’un volume total de 40 ml, placke sous une calotte k infra-rouge, 
en ayant soin de prendre toute precaution afin d’6viter une contamination Bventuelle par des 
poussikres. Ida tcmpgrature est maintenue entre 160 et  180”. Une nouvelle addition dc sang ne 
se fait que lorsque la pr6cCdente est entikrement transformee en une massc noire carboniskc. 
Lorsquc le sang a dtB ainsi BvaporC (il faut environ 5 h), on min6ralise le residu en introduisant 
la capsule dans un four port4 progressivemcnt k la tempirature de 450 k 500”. Apr&s 12 h, la 
mineralisation est achev6e; on obtient un rdsidu brun clair. 

S+aration dzb cobalt. Si on examine le tableau 11, on constate que le fer est 1’616- 
Inent &ant principal pour la dktermination spectrophotomktrique du cobalt avec 
le nitroso-sel R. Nous ne faisons pas I’extraction l’kther chlorhydrique pour les 
raisons donrikes ci-dessus; en effet le passage sur rksine est suffisant si cclle-ci n’est 
saturke en ions Fe+++ que dans sa partie supkrieure. Les dimeiisions de la colonnc 
Ctant judicicusement btablics, cettc condition est reinplie. 

Prlprcvution rle la coloizrze. - Elk doit avoir uric' hauteur activc de 1.5 c ~ i i  et  un clianiktre de 
0,s cm.  Elk rrnferme environ 3 g de rdsine I>owcx 1-X8, 100 k 200 mesh. A 10 g de rCsine, on 
ajoute 100 ml d’eau bidistill6c e t  brasse la suspension. On laisse reposcr et  ddcante la liqurur 
contenant les fractions les plus fines et les plus I6gi.res qui sont ainsi 6liminCes. On rkpkte cctte 
opiration 5 fois, puis on termine en ajoutant 100 ml de HCl 0,01 M .  On introduit alors une partie 
de la resine dans la colonne. Dans le fond cle celle-ci, on dCpose un tampon de laine de verre, 
un mbine tampon sera place sur la r6siuc aprhs remplissage. La colonnc est l a d e  au  rnoyen dr 
20 in1 de HCl 0,01 >I pour 6liminer toutcs traces d’61Cments niinCraux, puis elle est saturde par 
10 ml dc HCl ’ 3 ~ .  
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Prbparation de la solution de sang mindralise‘. Le rBsidu de minkralisation contenu dans la 
capsulc de quartz est introduit dans un becher PHILIPS de 50 ml. La capsule est rincCe 4 fois ail 
moyen de portions de 10 ml de I lCl9n,  que l’on transvase dans le becher. Celui-ci est alors 
chauff4 5 8. 10 min B 70-80”. La solution devient limpide et  jaune, les sels e t  les oxydes se dis- 
solvent. Par refroidissement il se forme un lCger prBcipiti blanc de sels insolubles 8. froid dans 
H C ~ ~ M .  

Sipparation d u  cobalt proprement dite. On introduit la solution prdcedente dans la colonne, 
en dvitant l’entrainement du prkipitd qui doit rester au fond d u  becher. Le prBcipit6 est lave 
au moyen de 5 ml de HC1 9~ pour en extraire les dernibres traces de cobalt. Cette solution 
de lavage est Bgalement passee dans la colonne. L e  liquide doit s’kcouler 8. raison de 1 goutte en 
6-8 sec. I1 se depose parfois dans la laine de verre, placBe au-clessus de la rCsine, un peu de cendre 
noire qui ne gene pas la skparation. On lave alors la colonne avec 10 ml de HC19w pour entrafner 
les Bliments qui n’y sont pas retenus (Na, K, Ca par exemple). On effectue 1’Clution du cobalt 
en introduisant dans la colonne, 30 ml de HC1 4 ~ .  Ces 30 ml sont r6cupBrBs par portions de 
4 ml dans des 6prouvettes gradukes de 6 ern de hauteur et  1 cm de diamhtre (iprouvettes uti- 
lisCes pour la ditermination de 1’activitB au moyen du cristal creux Tracerlab SPG-3). Nous 
mcsurons I’activitC de ces diverses fractions afin de savoir comment le cobalt se repartit entre 
clles (voir tabl. V). I1 a 6tB fait trois cssais identiqnes ddsignis sous les chiffres 1, 2 et  3 avec un 
m6me sang et  deux essais 4 et  5 faits avec tous les rCactifs utilisds aprhs la minCralisation. 

Tableau V. De‘termination de l’activite‘ des diverses /ructions 

.- 

1 11 514 - 5548 
2 11 516 - 7657 

6883 3 

4 11 608 - 9875 
5 11 450 - 9639 

Pas 
488 d’activiti 

4274 788 161 
2868 355 128 

2578 533 168 

2167 148 31 
1612 97 42 

Comme nous l’avions constate dans les essais prkliminaires, la majeure partie du cobalt se 
trouve dans les 2e et 3e fractions, soit pour les analyses 1, 2 et  3 raspectivement 85,376, 91,3% 
c t  89,3%. Pour les analyses 4 e t  5, nous trouvons respectivement 10426 et  99,5%. La prCscnce 
de fer retarde un peu la migration du cobalt, de sorte quc les proportions contenues dans les 
fractions 3 et 4 des analyses 1, 2 et 3 sont un peu supkrieures B celles trouvBes dans des essais 
prdiminaires cffectu6s sur des solutions de cobalt pur (voir tabl. IV) et lcs analyses 4 et  5 ne 
contenant pas de fer. La durCe de la separation est de 4 h environ. 

Destruction des traces de re‘sine. Afin de dCtruire la resine qui aurait pu passer dans la solution 
nous introduisons la 2e et la 3e fraction contenant la majeure partie du cobalt, dans une capsule 
de quartz de l , 5  cm de hauteur, de 3,5 em de diamhtre e t  d’un volume de 4-5 ml, en prCsence 
de 0,l ml de NaC15% comnie support. ;Ipr&s evaporation sous une calotte IR. et  refroidissement, 
nous introduisons 0,5 ml de NOSH conc. et  1,5 ml de HCI conc., puis recouvrons la capsule d’un 
verre de montre avant dc la poser sur une plaque chauffantc (tcmpCraturc 120-140”). I1 se produit 
une lente 6vaporation. Lorsque le rCsidu est scc, on y ajoute & froid 1 nil d’acide perchlorique et  
continue l’attaque au reflux pendant 30-40 min environ. On placc alors la capsulc sous une 
calotte IR. en enlevant le verre de montre, et dvapore 8. see. Finalement, on rince le xrerre de 
montre awe 1 ml de HC1 conc. qu’on recueille dans la capsule. Aprks une nouwlle evaporation 
B sec, le risidu est parfaitemcnt blanc et  prCt pour la colorimCtrie. 

De’termination des pertes. Le rdsidu est repris par 0,4 ml d’eau bidistillie et  transvase dans 
un tube 8. centrifnger de 3 B 4 ml (celui qui a C t C  utilis6 au d6but de l’analyse pour la determind- 
tion de l’activit6). On lave la capsule avcc 0,4 ml au total d’une solution tampon d’acdtate de 
sodium & lo%, on verse ces solutions dans le tube et mesurc l’activit6 au compteur 8. puits 
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co trouve 
I*.g 

((Tracerlab,. Aprks avoir fait les corrections qui s’imposent par le fait que le volume actuel 
(0,8 nil) cst different du volume initial (4 ml), on calcule lcs pertes effectdes au cours dcs diverses 
operations. 

Tableau V1. Compte-rendu des pertes 

w ‘ O  
corrigis 

pour pertes 

16449 
16446 
16411 
16583 
16103 

0,027 
0,036 
0,020 

0,005 

cpm 
retrouvk 
(0.8 ml) 

13366 
12441 
11 880 
14666 
14350 

0,033 
0,048 
0,028 

0,006 

Pertes 
Yo 

18,7 
24,4 
27,4 
11,6 
12,7 

Les analyses 4 et 5, ne contenant que les rkactifs, ont passe par tous les stades de separation 

Nous constatons pour les analyses 1, 2 et 3 (correspondant aux diverses prises de 
sang) que les pertes lors des opkrations de minkralisation et de skparation sur rCsine 
sont de l’ordre de 12% (v. tabl. V). Comme les pertes totales au cours d’unc analyse 
sont en moyenne de 24% (v. tabl. VI),  nous pouvons conclure que les pertes lors 
de la destruction de la rCsine et prkparation pour le dosage spectrophotomktrique 
s’klkvent A 12% environ. Nous signalerons toutefois qu’aucune prkcaution sp6ciale 
n’a k t k  prise pour les kviter, puisqu’elles n’entachent pas les rksultats. De plus, les 
fractions 4 et 5 (obtenues lors de la skparation sur colonne), ne renfermant que de 
tr&s faibles quantitks de cobalt (v. tabl. IV), n’ont pas k t k  prises en considkration. 

Dosage spectrophotomdttrique du cobalt. Ce dosage a kt6 discutk en dCtail dans un 
article prCcCdent 8 ) .  

Nous introduisons dans le tube ?I centrifuger contenant le cobalt ?I doser, 0,1 ml d’une solu- 
tion dc nitroso-sel R ?I 0,05% fraichement prdparec et chauffons 1 min au bain-marie bouillant. 
On introduit alors 0,1 ml de NO,H conc. pour detruire une partie de l’excks de reactif et les 
dventuels complexes du  fer ou autres metaux qui ont pu se former, et chauffe dans les mbmes 
conditions q u e  precddemment encore 30 sec. Le tube est refroidi sous un courant d’eau, e t  on 
centrifuge 20 min environ ?I 3000 t/min pour rendre la solution optiquement vide. Nous intro- 
duisons 0,4 ml de cette solution dans une microcuve MG-4 pouvant contenir de 0,2 5 0,5 ml dc 
solution, que l’on place dam le support decrit dans un prdckdent article (loc. cit.) 

sauf la minkralisation. 

Tableau 1‘11. Ddtermination et calcul de la teneur e n  cobalt d ’un  m&me e’chantillon de sang 

A m m e  I , Poids de 
la prise 

I: 

88,15 
113,10 

3 68,75 

Dm aprks 
corrections 

de cuvc 

0,00659 
0,00881 
0,00478 

0,00130 

ILg co 
corrigis 

pour blanc 

0,027 
0,042 
0,022 
- 

g de Co 
dans 100 g 

de sang 

31.10F’ 
37.10-9 
32.10-9 
- 

On effcctue la mesure de la transmission par rapport ?I une solution contenant tous les riactifs 
sauf le cobalt, en utilisant le photomultiplicateur pour les mesures des transmissions comprises 
entre 90 et 100%. AprAs 5 mesures conskcutives, nous vidons et lavons la cuve et la remplissons 
avec une autre portion de 0,4 nil de la m&me solution et ripitons la mesure des transmissions ?I 
nouvean 5 fois. Nous avons donc pour chaque analyst: 10 mesures de transmission. Nous ddter- 
minons les densitds optiques correspondantes et reportons dans la colonne 2 du  tableau \‘I1 la 
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valeur moyenne ( D J ,  qui nous sert i dkterminer la teneur en cobalt, aprks avoir effectuk les cor- 
rections dues aux  erreurs de cuves. Dans la colonne 4 nous avons inscrit la teneur en cobalt 
corrigee par rapport aux pertes (v. tabl. VI). Enfin, dans la colonne 5, nous trouvons la teneur 
rkelle en cobalt de chaque prise, c’est-&-dire corrig6e par rapport au blanc (0,006 pg de cobalt). 

Nous avons dtabli, en m&me temps que ces mesures, une courbe d’ktalonnage en suivant la 
m&me m6thode de dosage que celle utilisde pour les analyses ci-dessus. Cette courbe correspond 
& celle obtenue dans un article prkcident. Comme nous le constations dans cet articles), l’utili- 
sation des microcuves MG-4 engendre, lors du  dosage de 0,OZ i 0,03 pg de cobalt par ml, une 
crreur de manipulation de f 10% environ. Nous observons la m&me erreur relative en consid6- 
rant les valeurs obtenues pour les 3 prises, valeurs inscrites dans la colonne 7 du tableau VII. 

La teneur moyenne en cobalt de ce sang complet, qui a aimablement C t C  mis B 
notre disposition par le Centre de Transfusion de l’Hbpital Cantonal de Genhe, est 
donc de 0,33 partie pour lo9 parties de sang (0,33 ppb). Cette dktermination a C t C  
faite avec une erreur relative de moins de 10%. Ce rCsultat concorde avec les va- 
leiirs trouvCes par divers auteurs 5)7), utilisant d’autres mCtliodes de skparation et de 
dktermination. 

La durCe des opCrations pour une telle analyse est d’environ 22 heures, dont 
12 heures sans surveillance sp6ciale. I1 est bien entendu que le temps nkcessaire pour 
effectuer une skrie de 10 analyses reste a peu pr&s le m&me que celui utilisC pour une 
seule. 

Nous remercions le FONDS NATIONAL SUISSE, COMMISSION POUR LA SCIENCE ATOMIQUE, 
g r k e  auquel nous avons pu entreprendre ce travail. 

SUMMARY 

A quantitative method for the analysis of cobalt in 50 to 100 g of normal whole 
blood, without anticoagulants, by spectrophotomctry using nitroso-R salt, is dis- 
cused. By the use of radiocobalt 60 as a tracer, the loss can be estimated. With a final 
volume of 0.8 ml of solution, the spectrophoto netric measurement is carried out on 
0.4 ml contained in a microcell placed on a suitable support, as already described 
in a previous paper. The quantity of cobalt contained in a sample of normal blood 
is found to be 0.33 ppb with a relative error of & 10%. The time necessary for one 
such assay is about 22 hours, of which 12 are without any special control; that for 
a series of 10 analyses is not sensibly different. 

Laboratoire de Chimie Minkrale, de Chimie Analytique 
et de Microchimie de 1’UniversitC de Gen&ve 


