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Com o intuito de verificar quais os tedres normais de fésforo inorganico no
sangue de equinos, deparamos desde logo com uma dificuldade séria, qual seja, a
da escolha de um método pratico e acessivel.

Dada a dificil aplicabilidade dos métodos gravimétricos, precisos, porém pou-
co recomendaveis a pratica diaria, mercé da amostra exigida, propusemo-nos es-
tudar os colorimétricos, largamente difundidos e preconizados para a determina-
¢do désse elemento 110 sbro de sangue humano.

Da leitura de alguns trabalhos orientados no sentido de estabelecer-se as ta-
xas de fésforo e calcio no sangue dos animais, deduz-se que os autores ndo se
muniram da inicial precaucdo de verificar o método adotado, de cuja aplicabili-
dade ndo se pode confiar, sendo depois de verificada experimentalmente.

Partindo déste ponto, dentre os diversos métodos colorimétricos que se tém
a disposicdo para a dosagem désse elemento, no sangue humano, destacam-se os
de Fiske-Subbarow ('), Benedict-Theis (*), Kuttner-Lichtestein e outros, os quais
encerram aprecidvel simplicidade, a par de grande accessibilidade.

Recaiu a escolha, dentro dessa ordem de idéias, nos métodos de Fiske-Subba-
row, Benedict-Theis e R. S. Pereira (:).

FUNDAMENTO QUIMICO DOS METODOS

O fosforo sob forma de ion fosfato — em quantidades superiores a 1-2
mg por 100 cm3 — pode ser determinado de maneira pratica e satisfatoria por

(*) Trabalho apresentado ao IV Congresso Brasileiro de Veterinaria, realizado em janeiro
de 1948, no Rio de Janeiro.
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intermédio da formacdo de anion fosfomolibdico. A posterior reducdo e conse-
guente formacdo de um fosfoconjugado de molibdeno [4(M003) M0o02]2P04H3
— fosfoconjugado certleo-molibdico de Denigés — originara o aparecimento de
cor azulada que se presta para fins colorimétricos ou folométricos. Entre os di-
versos redutores apropriados, citam-se o acido l-amino-2-naftol-4-sulfonico, a hi-
droquinona e a benzidina.

Baseiam-se na utilizacdo dos dois primeiros redutores citados, os métodos de
Fiske-Subbarow e de Benedict e Theis; o método de R. S. Pereira fornece ao
meio, ja préformado, o grupamento molibdoso, constituindo pois uma variante
operatoria.

METODO DE FISKE-SUBBAROW >)
1.1 — Acido sulfarico 10 N.

Dissolver em um béquer 2785 cm! de &cido sulfarico p.a., D ~ 1,84,
ISoC, em cérca de 500 cm3 de agua distilada; resfriar e transferir para ma-
traz aferido de um litro. Completar o volume.

1.2 — Molibdato 1 (molibdato de aménio a 2,5% cm acido sulfdrico 5 N).

Dissolver num béquer 125 g do sal, em cérca de 100 cm* dc agua dis-
tilada; transferir em seguida para frasco volumétrico de 500 cm3; adicionar
250 cm3 dc 4acido sulfurico 10 N. Completar o volume, apés a lavagem do
béquer.

1.3 — Molibdato Il (molibdato de aménio a 2,5% cm &cido sulfarico 3 N).

Proceder segundo acima referido para o molibdato I, com a particula-
ridade de juntar 150 cm:! de &cido sulfarico 10 X.

1.4 — Solugdo “Stoek" de fosfato.

Dissolver em cérca de 100 cm> dc &agua distilada, previamente séco em
estufa (105-110»C) até péso constante, 0351 g de fosfato mono-potassico
(PO 1-1,K), segundo Sorenscn.

Transferir para um matraz de um litro.

Juntar 10 (in5 dc acido sulfurico 10 N e completar o volume.

5 cm®* desta solucdo Contém 0,4 mg de fésforo.

1.5 — Solugdo padrdo de fosfato.

Diluir & 100 em1 num frasco volumétrico, 10 cms da solugdo *“stock”
acima.

1.6 — Bissulfito de s6dio a 15%.

Pesar aproximadamente 30 g de bissulfito de so6dio p.a., e dissolver
em cérca de 200 cm:i de agua distilada. Caso ndo se apresentar limpida,
deixad-la em repouso pelo espagco de 2 a 3 dias antes de filtrar.
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1.7 — Sulfito de so6dio a 20%.

Pesar 200 g de sulfito de sédio (SO03Na2.7H20 p.a.) e dissolvé-las em
cerca de 380 cnw de agua distilada, filtrando se necessario. Guardar a so-
lucdo em vidro de rélha esmerilhada.

1.8 — Acido 1-amino—2-naftol-4-sulfénico, a 0,25%.

Dissolver 0,25 g do &cido em 97,5 cm3 da solucdo de bissulfito de sédio
a 15%, adicionando 2,5 em3 de sulfito de s6dio a 20%. Agitar até completa
solubilizacdo. Protegida do contacto do ar, a solucdo conserva-se cérca de
duas semanas.

1.9 — Acido tricloroacético a 10%.
Dissolver 50 g do acido purissimo a 500 cm’, em &gua distilada.

Audlise

a) Transferir para pequeno Erlenmeyer (50 cm») 8 cms de &cido tricloroacé-
tico a 10% e sob agitagdo constante, adicionar gotejando, 2 cm» de séro.

b) Filtrar, vertendo de uma s6 vez, em papel de filtro séco e praticamente
isento de cinzas.

c) Pipetar 5 cm3 do filtrado e transferi-los para frasco volumétrico de 10 cms
ou tubo graduado a 10 cm3.

d) Colocar em outro frasco ou tubo, 5 cm3 da solugdo padrdo contendo 0,04
mg de fésforo (1.5).

e) Acrescentar ao filtrado (c) 1 cm3 de molibdato Il (1.3) e ao padrdo (d),
1 cm3 de molibdato | (1.2). Agitar bem.

f) Adicionar a ambos os tubos 0,4 cm3 do &acido amino-naftol-sulfénico (1.8)
c completar o volume com agua distilada. Homogenizar perfeitamente e proceder
a leitura no colorimetro, ap6és 5 minutos.

Célculo

Para ser calculado o teor de fésforo, de posse dos dados fornecidos pelo colo-
rimetro e das quantidades utilizadas de soro e filtrado, aplica-se a seguinte for-
mula:

100 Cc.Ac.V
mg de fésforo em 100 cm3 de séro — ———————————
Ad.F.S

na qual
Cc = quantidade fésforo, em mg, existente no padrao;
Ac = altura cm que ficou o prisma na solugdo padréo;

V — volume correspondente @ sd6ma do &acido tricloroacético e so6ro, pipe-
tados na operacdo de desalbuminizacéo;

Ad =: médias das leituras obtidas por comparacdo com o padréo;
F — volume do filtrado utilizado para o desenvolvimento da cor;

S = sOro, em cm3 tomado para desalbuminar.
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Notas:

O &cido trieloroacético utilizado na desaltmminizacdo do s6ro deve ser de alta
pureza, a fim de ndo perturbar o desenvolvimento da coér. Além disso, recomcn-
da-se fazer a pesquisa dos fosfatos. Esta procede-se da .seguinte maneira:

Dispdr trés béqueres de forma alta, de 150 cm3 de capacidade, sobre fundo
branco.

Km um déles (A), colocam-se 100 cm’ de &gua. Noutro (B), juntam-se H>
mil de agua, 10 cm'lde molibdato | e 1cms de acido amino-naftol-sulfénieo a ;
devera resultar uma solugdo praticamente incolor; caso contrdrio, uma ou outra
das solugdes adicionadas contém fosfato.

No terceiro béquer (C), adicionam-se 10 em3 de solugdo de acido tricloroacélico,
45 cm3 de 4gua, 10 cm3 de molibdato H e i cms da solugdo de éacido amino-naftol-
sulfonieo, agitando o conteddo com auxilio de um bastdo de vidro. Caso ndo se
desenvolva nenhuma coloracdo, éste fato comprova a bda qualidade do &acido triclo-
roacélico utilizado na preparacdo da solugdo: caso contrério, toma-se o béquer (It),
e junta-se | cnfi da solucdo de fosfato contendo 0,005 mg por ema, agitando cuida-
dosamente. Novas adi¢Bes serdo feitas, até que os conteudos de ambos os béqueres
apresentem a mesma coloracdo e isto a intervalos ndo menores a 2 minutos. O vo-
lume da solucdo de fosfato necesséario para conseguir-se a finalidade citada, multi-
plicado por 0,05 darid a corregdo em mg por 100 em\ isto é a quantidade a ser
subtraida do resultado da analise do sangue.

OBTENGAO DO ACIDO 1-AMINO-2-NAFTOI.-4-SULLFONICO, SKGCNIX)

FOI,IN 0)
Reagentes:
Acido sulflricu @ 10% ...cccooveeiiciee e 1000 cm"
Acido cloridrico concentrado .........c.ccoocveierieiininieeieeens 500 em*
Solugdo a 10% de hidroxido de sOdiO ...........ccccoeens )00 cm1
NItrito de SOAIO  ..ooiiiiiiiieee e 50 g
Sulfito de SOAI0 oo 50 g
Bissulfito de SOAI0  ....cccueeiieiiiiiiie s 100 g
Naftol-beta ressublimado ... 100 g

Preparacéo:

a) Colocam-se 100 g de naftol-beta em um béquer de litro, acrescentam-sc 300
em3 da solucdo u 10% dc hidréxido de s6dio e agita-se com uni bastdo até obter-se
completa dissolugdo (de 10 a 15 minutos).

b) Colocam-se de 50 a 55 g dc nitrito de sédio em um béquer de quatro
litros; acrescentam-se >00 an- de agua c agita-se até a dissolucdo (de 1 a 5 mi-
nutos) .

c) Verte-se a solucdo alcalina de naftol-beta em um béquer de quatro litros,
com a solugdo de nitrito ¢ lava-se corn cérca dc 100 cm! de agua o primeiro bé-
quer.

d) Acr.scenta-se a mistura anterior 800 g de gélo.
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e) Enche-se uma proveta dc 200 craf com solucdo fria dc &cido sulfirieo a
10%, vcrtcndo-se pouco a pouco pelas paredes do béquer, enquanto sc agita com um
bastdo de vidro. Esta agitacdo deve prosseguir mais alguns minutos, ap6s se ha-
ver adicionado todo o &cido sulflrieo.

llepete-se a adicdo do &cido sulfurieo nas condi¢bes acima referidas, usando
eada we/. 200 cm' até atingir o volume dc 800 ein*.

A reacdo do meio ndo se apresentando francamente &acida, deve-se continuar a
adicdo do acido sulfirieo.

Ao juntar-se o acido, comega a fortnar-sc um precipitado amarelo, que aumen-
ta gradualmente, até converter téda a mistura em uma pasta semi-soélida.

O precipitado deve apresentar uma ligeira coloragdo esverdeada.

Deixar em repouso, durante uma hora, a fim dc dissolver completamente o
bela -naftol.

f) Filtrar em funil de Biiclincr de 20 em de didmetro, com succdo moderada,
e lavar o filtro com 1500 em- de &4gua fria.

g) Colorar o precipitado beta-nitroso-naftol em uma cépsula grande, pulveri-
zar sbbvc ela 100 g de bissulfito de s6dio e 50 g de sulfito de sédio e agitar. For-
ma-se um composto de adicdo com o bissulfito de s6dio ¢ a mistura torna-se li-
quida. Filtrar imediatamente, em Buchner (dc 12 a 15 cm dc diametro), provido
de papel de filtro duplo e de cinzas conhecidas: lavar em seguida, com um pouco
de agua distilada.

h) Verte-se o filtrado imediatamente (para evitar um excessivo escurecimen-
to) em um béquer de cinco litros ou em frasc> escuro de bdea larga, com 2000 cm3
de 4gua c 500 eins dc &cido cloridrico concentrado. Colocar um funil munido de
vidro de relégio, sdbra a bbea do béquer e deixar em reponso em lugar escuro,
céroa de trinta c seis horas.

Decorrido éste tempo, notam-se no frasco formacdes que tém o aspecto dc agu-
lhas brancas.

O aparecimento de cristais escuros ou rosados denota produtos dc decomposi-
cdo, devido a exposicdo prolongada a luz.

Filtrar em lim Buchner nas condi¢gbes acima e lavar com dois litros de &gua
distilada.

PURIFICAGCAO DO ACIDO I-AMINO-2-NAFTOT/-4-SIJLFONICO (s)

1) — Purificacdo pelo alcool: o produto final obtido, apés lavagens sucessivas

com &gua, é tratado com 4alcool cm quantidades suficientes para descorar comple-
tamente os cristais.

2) — Purificacdo por cristalizagdo: dissolver 150 g de bissulfito dc s6dio e 10
g de sulfito de sédio cristalizado em um litro de &gua distilada. Adicionar 10 g
de é&eido-amino-nattol.sulfénico bruto, rccém-preparado c agitar. As impurezas que
o acompanham ndo se solubilizam. A solugdo, depois de aquecida, é filtrada atra-
vés de um papel de eérea de 32 an'l, resfriar o filtrado com &agua corrente e adi-
cionar 10 cm3 de &acido cloridrico concentrado. Filtrar com o auxilio da trompa;
lavar com cérca de 300 cm3 de &gua e, finalmente, com é&lcool, até o filtrado apre-
sentar-se incolor. O produto obtido deve ser secado ao ar, sem exposicdo a luz;
a seguir, depois de pulverizado, guarda-se em vidro escuro.
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METODO DE BENEDICT-THEIS <

Solucdes reagentes:
2.1 — Acido sulfiirico (D — 1,84 a 15°C).

2.2 — Solugdo de molibdato de so6dio, isento de amonio, a 8%. Dissolver 20 g de
4cido molibdico, isento de aménio, em 25 Cin3 de »ima solu¢do de hidréxido
de s6dio n 20%. Aquecer suavemente até dissolucdo completa. Resfriar e
transferir para um frasco volumétrico de 250 cni3, completando o volume
com agua distilada. Filtrar se necessério.

2.3 — Solucdo de hidroquinona a 0,5% em bissulfito de sé6dio a 15%. Dissolver
15 g de bissulfito de sédio p.a., em cérca de 50 cm3 dc &gua distilada e
acrescentar 0,5 g de hidroquinona p.a.; transferir para um inatraz aferido
de 100 cm3, completando-se o volume com &agua distilada.

2.4 — Solucdo “stock” de fosfato mono-potadssico. Pesar, depois de seco em estufa
(110-115->C), a péso constante 0,351 g de fosfato mono-potassico (PO-1H2K),
segundo Sorensen. Dissolver em um pouco de &gua distilada; transferir para
um frasco volumétrico de um litro, adicionando entdo 10 cm3 dc &cido sul-
farico 10 N. Diluir, finalmente, a marca.

2.5 — Solugdo padrdo de fosfato mono-potassico. Pipctar 10 cm’ da solugdo “stock”
e diluir a 100 em3 com &gua distilada. 5 ciui desta solugdo encerram 0,04
mg dc fosforo.

2.6 — Reagente molibdato-4cido sulfarico. E’ constituido de um volume da solugdo
dc molibdato (2.2) para um volume igual de acido sulfurico, D - 1,84 (2.1).
Deve ser preparado no momento dc usar.

2.7 — Acido tricloroacético a 10%. Dissolver em &gua distilada, usando frasco
volumétrico dc 500 cmJ, 00 g de acido purissimo.

Andlise:

a) A precipitagdo dos prétidos é obtida segundo técnica ja descrita no mé-
todo anterior, guardada a relagdo dc um volume de sbéro para quatro de &cido tri-
cloroacético a 10%.

b) Procedida a filtracdo, segundo ja preconizada, 4 cm3 do filtrado sdo trans-
portados para tubo marcado a 10 cm*, ou frasco volumétrico dessa capacidade.

c) Em outro tubo ou frasco, colocar 5 cmk da solucdo padrdo de fosfato
(2.5).

d) Em seguida, adicionar a ambos, 3 cms de agua distilada e 1 cm> do rea-
gente molibdato-4cido sulfarico (2.6). Agitar cuidadosamente.

e) Acrescentar entdo 1 cm3 da solugdo bissulfito-hidroquinon» (1.3). Homo-
genizar vigorosamente.
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f) Arrolhar, frouxamente, os tubos ou frascos, e mergulhd-los em agua fer-
vente, Contida em um béquer, ai permanecendo durante 10 minutos.

g) A seguir, resfrii-los cm &gua corrente, complctaudo-sc finalmente o vo-
lume.

h) Proceder a leitura colorimétricn.

Calculos:

mg de fésforo cm 100 cm'i de s6ro = --—————————-

na qual

(’c quanlidade dc fosforo existente (em mg) no padrao;
Ac _ altura do conhecido (solugcdo padréo);

V — volume correspondente a sdma do é&cido tricloroacitico e sbéro, pipe-
tados na operagcdo dc desalbuminagao;

Ad — altura do desconhecido (filtrado);

F = volume do filtrado utilizado para o desenvolvimento da cor;
S = séro, cm cms, tomado para desalbuminar.
A'otas:

Prolongando-se o aquecimento além dd 10 minutos, produz-se ligeiro aumento
na intensidade da cor; ésse fato, porém, ndo constitui inconveniente nas leituras
colorimétricas, porque ha proporeionabilidade cm todos os tubos. A intensidade de
cor obtida e muito pronunciada e estavel.

METODO FOTOMETRICO DF. R. S. PEREIRA (s)

Solugdes:
3.1 — Acido sulfirico 10 N.

Medir 278,5 cni3 dc é&cido sulfurico, D — 18L a 15°C e dissolvé-los cm
cerca dc 500 cm3 (7c 4gua distilada. Apo6s o resfriamento, proceder a trans-

feréncia para inatraz de um litro, complctando-sc o volume, depois da neces-
saria lavagem do béquer usado na solubilizagdo prévia.

Reativo “A"
3.2 — Molibdato de aménio a 0,625% em éacido sulfarico 5 N.

Dissolver cm um béquer 025 g de molibdato dc amoénio
(Mo070,,4(NH4)(.tH.,0), em cérca de 400 cm* de agua distilada. Transferir
para um frasco volumétrico de 1000 ema c, apds acrescentar 500 cm3 de
acido sulfarico 10 X, completar o volume com agua distilada.
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8.3 — Reativo “H”

Colocar cm frasco escuro, dc rollui esmerilhada, 5 g de virutas de cobre
ndo oxidado e 100 cm3 da solugdo anteriormente preparada (¢'1.2). liste
reagente, agitado de quando em quando, estara pronto para ser utilizado,
apoés trés horas dc contacto.

3.4 — Acido trieloroacético a 10%.

Dissolver em &gua distilada 50 g de &cido purissimo, usando frasco vo-
lumétrico de 500 cm!.

3.5 - Mistura nitro-perclérica.

Reunir na proporcdo de 3:1 &cido nitrico concentrado p.a., e &cido
perclérico p.a.

3.C — Acido sulfaurico N.

Dissolver em um béquer 27,8 emi3 dc acido sulfurico p.a., D 181 a
15«C em eérea dc 500 cm* de agua distilada, resfriar e transferir para ma-
traz aferido de um litro, completando-sc o volume.

Andlise:

a) Transferir para pequeno Krlennieyer (50 cm3), 4 cin* dc acido tridero-
acético a 10% e sob agitacdo constante, adicionar, gotejando, | cm* de séro.

b) Filtrar, vertendo de uma s6 ve/, cm papel de filtro séco e pratieamer.te
isento de cinzas.

c) Pipctar 2 cm’ do filtrado e transferi-los para tubo “Pyn-V graduado a
10 cm”.

d) Juntar 2 cm3 de &cido sulfarico N e aquecer cm pequena chama, i-ob
cuidadosa agitacdo, até reducdo a pequeno volume e ligeira carbonizacéo.

e) Colocar 1-2 gbtas da mistura nitro-perclérica 3:1 e proceder a mineraliza-
cdo, na chama, sob constante agitacdo, até eliminagdo total dos vapores densos do
acido perclérico, além dos nitrosos.

f) Diluir, ap6s resfriamento, a cérca de 8 em™ cora agua distilada; ji.utar 0,8
cm! do reativo “A” (3.2) e 0,3 cm3 do reativo “I1” (3.3).

g) Realizar um branco, usando t6das as solucdes e operando do mesmo modo.

h) l,evar os tubos — desconhecido e branco — frouxamente arrolhados a banho
de &agua fervente, pelo espago de 10 minutos.

i) Apo6s resfriamento espontaneo, ao ar, e haver completado o volume até a
marca, efetuar a leitura no Pulfrich, utilizando o filtro S-72.

Célculo:
Realizadas as leituras no Pulfrich, & direita e & esquerda, ¢ tomadas as médiaQ

da transparéncia, calcula-se a quantidade de fésforo, pela aplicacdo da seguinte
formula:
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0.213.k.V
mg dc P em 100 cm3 tic sbro — —-———————————
\%
na qual
k — coeficiente tia extincéo;
V — volume cm que se desenvolve a coér;

v ~ sbro, cm cm3 contido na aliquota tomada.

Notas:

Quando se concentrar a aliquota tomada, deve-se trabalhar cuidadosamente com
chama pequena dc liieo dc Bunsen, a fim dc se evilarein projecdes que, subtraindo
fésforo, cvidentemenle, afetariam o resultado final.

A mistura nitro porclérica que ira mineralizar o substrato requer cuidadosa eli-
minacdo dos vapores nitrosos que .a principio sc formam, bem como os do acido
pcrclorico.  Qualquer residuo menor dos mesmos ira falsear os resultados, mercé
da interferéncia exercida sdbre o desenvolvimento dc cor.

O branco, que servird como liquido dc. compensagdo na leitura iotométrica, nao
deverd ter sendo muito fraca tonalidade azul; uma acentuacdo dessa cOr indica a
necessidade <le ser renovado o reagente descrito cm 3.3.

(e} resfriamento espontdneo ao ar, apés a permanéncia pelo espaco de 10 minu-
tos em égua fervente, é de Suma importancia: os resultados tendem a ser menores,
sc tal medida nao for observada.

PARTE EXPERIMENTAL

Para podermos comparar os resultados obtidos pelos métodos acima descri-
tos, partimos de unia mistura de sbéro proveniente de diversos animais, para as-
sim dispormos dc quantidade suficiente para realizar o objetivo em vista, quer

quanto a aplicabilidade, quer quanto ao estudo comparativo.

O soro foi separado duas ou trés horas apds a sangria, contrariando assim
as recomendacdes de Peteb e Van Slyke (7). Segundo ésses autores ha um
processo de esterificagdo, que transforma o fésforo inorgadnico em organico, de-
corridas duas ou trés horas apés a colheita, mesmo na auséncia de hemdlise. Ocor-
re também um processo inverso de hidrélise, com libertacdo do fésforo contido
nas combinagfes organicas, aumentando-se désse modo a taxa de fésforo inor-
géanico.

Como visamos obter o maior volume possivel de soro, ndo importando, por
conseguinte, a riqueza c a origem do fosforo néle existente, a separagdo foi feita

sem obedecer as normas estabelecidas pelos citados autores.

Convém, entretanto, assinalar a importancia que se deve dar a éste ponto,

separando o soéro, logo apés a colheita, ou entdo, segundo as verificages de Bur-
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Kens (8), adicionar fluorelo de s6dio, na proporcdo de 20 mg para um volume
de 10 era3 de sangue. te composto previne a transformacdo do fosforo orga-
nico cm inorganico ou Vvice-versa.

Estas consideracfes ndo impedem que se lembre e que se opere, quer na
precipitacdo dos protidos existentes no soro, quer na filtragem, pela maneira co-
mo foi descrita em cada método, o que se fundamenta em razdes que passamos
a expor: recomendacfes cabiveis, alias, a todos os métodos que objetivem a de-
terminagdo dos fosfatos inorgénicos do sangue.

O sbro — diz Koch (’) — que tera seus protidos removidos por precipita-
¢80 no acido tricloroacético a 10%, deverd ser gotejado no volume apropriado
désse acido, e ndo vice-versa. Tomar-se-a4 tal precaucdo, no sentido de prevenir
a hidrélise dos ésteres do acido fosférico, a qual se processa rapidamente, devido
4 acdo dos enzimas. Esles tém, entretanto, sua acdo inibida, quando operarmos
como foi indicado.

A obtengdo do filtrado (do liquido) proveniente da precipitagdo dos proti-
dos no &cido tricloroacético, — refere ainda Koch (9) — deve ser feita pela
versdo de uma s6 vez no funil filtrante, o que é importante para obviar a liber-

tacdo do éacido fosférico das combinagdes organicas.

Para os métodos de Fiske-Subbarow e Benedict-Thcis utilizamos o colorime-
tro modelo liellige e para o método de R. S. Pereira o foLémetro de Pulfrich.

METODO DE FISKE-SUBBAROW

A fim de observar quais as variagbes que ocorrem cm determinacdes repe-
tidas no mesmo sobro, fizemos uma série de 12 tubos, tendo sido obtidos os re-
sultados seguintes:

Dosagens procedidas no mesmo s6ro

Tubos mg de P por ICO cm' de sb6ro

3.6G
3,66
3,66
3,62
3,73
3,77
3,71
3,68
3,61
3,60
3,72
3,69

©o~NoOUANNE
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N PR o
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A andlise estatistica (*) désses resultados, revela o seguinte:

Média aritmMeética (V) oo 3,67 mg
Desvio padrdo (3=F.) 0,049 mg
Coeficiente de variabilidade (C.V.> .., 1,33 %

Como se depreende, o coeficiente de variabilidade, bastante baixo, indica a
constancia dos resultados verificados.

PROVA DE RECUPERAGAO

Visando conhecer a capacidade de recuperagdo do método, fizemos outra sé-
rie de tubos. adicionando ao filtrado do séro, quantidades conhecidas de fésforo.
Como se nota no quadro seguinte, foram acrescentadas a volumes fixos do filtra-
do. quantidades varidveis de uma solucdo de fosfato.

Eis os resultados:

P (mg) por P (mg) adi- mg de P mg de P Porcenta-

Tubos A cionado por (tedérico) em (encontrado) gem de re-
cm3 de soéro ~

cm! 100 cm* em 100 cm3 cuperacéio
1 0,0367 0,0207 2,87 2,87 100,00
2 0,0367 0,0207 2,87 2,85 99,30
3 0,0367 0.0207 2,87 2,83 98,60
4 0,0367 0,0248 3.07 331 101.30
5 0,0367 0,0248 3,07 3,08 100.32
6 0,0367 0,0248 3,07 3,09 100.65
7 0,0367 0,0290 3,28 327 99,69
8 0,0367 0,0290 3,28 3,25 99,08
9 0,0367 0,0290 3,28 3,23 98,47
10 0,0367 0,0331 3,49 351 100,57
11 0,0367 0,0331 3,49 3,44 93,56
12 0,0367 0,0331 3,49 343 98,28

O teste T aplicado a recuperagdo, dad-nos os seguintes resultados:

X = 0,01416
S

..— — 0.0091108
12

T = 150

Os valores de T nos niveis de 5%, 2% e 1% sao respectivamente, 2,2; 2,72
e 3,11; o que, em face do resultado encontrado — 1,50 — nos leva a afirmar
que a diferenca entre X e o seu valor ideal (0) c atribuivel ao acaso.

(") Consignamos aqui os nossos agradecimentos uo Prof. Pedro Egydio de Carvalho, peia
orientacdo segura imprimida a interpretacdo estatistica do presente trabalho.
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METODO DE BENEDICT-THEIS *

Ao acompanharmos a descricdo do método, verificamos que os autores nao
fazem referéncia alguma acérca da necessidade ou ndo de adicionar ao padrdo
o é&cido tricloroacético.

Com tal objetivo, em uma série de determinagdes, foram empregados dois
padrdes, tendo sido colocado em um déstes uni volume de &cido tricloroacético
equivalente ao existente no filtrado de séro.

Os valores registrados figuram abaixo:

mg de fésforo em 100 cm3 de sbro
Tubos

Padrdo com Padrdo sem
acido tricloroacético acido tricloroacético
1 3,78 3,75
2 371 3,68
3 3,63 3,68
4 3,67 3,62
5 3,61 3,57
6 3,61 3,53
7 371 3,70
8 3,61 3,62
9 3,69 3,70
10 3,76 3,70
1 3,69 361
12 3,59 3,51
Resultados estatisticos
Padréo
com 4&cido tricloro- sem é&cido tricloro-
acético acético
Média aritmética (V) ..coveiiiiiiens 367 mg 369 mg
Desvio padrdo (oh=) ...eeeeiiinennen. 0,059 mg 0,087 mg
Coeficiente de variabilidade (C.V ) .. 1,60 % 235 %

(*) Em trabalho anterior (10, aplicando o presente mtilodo ao eletro-fotometro de Fisher,
obtivemos resultados semelhantes aos aqui consignados.
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Calculando-se o valor do teste T, teremos:

tedrico encontrado

Valor t ao nivel 1% ............. 311 0,66
ndo significante

Ora. o valor t ao nivel de 1%, sendo 3,11 entdo a diferenca por nds en-
contrada, pode ser imputada ao acaso, 0 que, em outras palavras, significa que
os nossos dados ndo nos autorizam a concluir ser indispensavel a adicdo do &cido
tricloroacélico para compensacgdo da acidés do padrao.

Prosseguindo-se dai e conduzindo-nos dentro do mesmo critério observado
no método anterior, fizemos uma série de 12 determinagdes no mesmo sdro, com
o intuito de verificar as oscilagBes possiveis. Nestas dosagens, empregamos ape-
nas 4 cm’ do filtrado, equivalendo a 0,8 cmi do séro e 3 cin' da solucdo padrdo
(5 cm’ ~ 0,03884 mg).

Eis os resultados:

Dosagens feitas no mesmo sbéro
Tubos mg de P por 100 cm™> de soro

3,66
3,65
3,71
3,69
3,66
3,67
3,70
3,63

© 0 N o o M W N P

3,70
3,56

E &

3,74

=
N

3,65

A anélise estatistica dos resultados encontrados mostra o seguinte:

Média aritmeética (V) oo 367 mg
Desvio padrdo (U > s 0,044 mg
Coeficiente de variabilidade (C.V.) . 1,20 %
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PROVA DE RECUPERAGCAO

Seguindo as mesmas normas observadas no método anterior (I.’iskc-S«I>I>arow),

quantidades diferentes de fdésforo adicionaram-se a valores conslanles do sbro, fi-
gurando os resultados obtidos pela analise no quadro seguinte:

P no sbro P adiciona- \ mg de P mg de P Porcenta-

Tubos por cm® do por era»  (teérico) em  (encontrado) gem de re-
(mg) dng) 100 cmc« em 100 em'l cuperacéo
1 0,0367 0,0207 287 2,88 100,34
2 0.0367 0,0207 287 283 98,60
3 0,0367 0,0207 2,87 2,86 99,65
4 0,0367 0,0248 307 3,10 100,97
5 0,0367 0,0248 3,07 3,15 102,60
6 0.0367 0,0248 3,07 3,20 104,23
7 0,0367 0,0290 3,28 3,40 103,65
8 0,0367 0,0290 3,28 337 102,74
9 0,0367 0,0290 3,28 3,35 102,13
10 0,0367 . 0,0331 3,49 3,54 101,43
11 0,0367 0,0331 349 351 100,57
12 0,0367 0,0331 3,49 354 101,43

Os valores numéricos limites de t. a quaisquer dos uivei; de 1%, 2% c 5%,
sendo menores do que o encontrado -- 3,38 -e.X sendo negativo ( 0,05) isto
nos sugere entdo a bipo6tt se que o método, ao dosar os fosfatos. o faz de tal tna-
neira que implica no aparecimento de um resultado que se afasta da quantidade
real de fosfato existente na amostra.

Além disto, procuramos conhecer as variacGes de fésforo, em fungcdo do tem-
po decorrido ap6s o desenvolvimento da cor, considerando que os autores e ou-
tros. nésse particular, ddo liberdade ao analista, para conduziram-na ao préprio
arbitrio.

Para isso, realizamos mais 12 determinagdes e, apds o desenvolvimento da
cor, registramos as leituras do colorimetro, observando intervalos de tempo cons-
tantes no quadro que se segue.
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mg d? P em 100 cm» de sé6ro

tempo decorrido ap6s o desenvolvimento da coér

Tubos
A. B C
logo apoés 6 horas 23 horas

1 m 3,64 3,56 3,64
2 3,67 371 3,87
3 3,69 3,60 3,70
4 3,67 3.68 3,72
5 3,64 3,65 373
6 3,64 3,65 3,65
7 3,63 3,64 3,70
8 3,59 3,63 3,58
9 3,63 3,68 3,65
10 3,64 3,69 3,66
1 3,65 3,76 3,65
» 3,56 3.64 3,60

A andlise estatistica desses resultados, manifesta o seguinte:

logo apés 6 horas j 23 horas
Média aritmética (V) ... 363 mg 365 mg 3,67 mg
Desvio padrdo (a -t ... 0,0352 mg 0,0502 mg | 00725 mg
Coeficiente do variabilidade (C.V.) . 09% % 1,37 % 1,97 %

Tendo-se a disposicdo os dados acima e calculando-se os valores do teste t,
resulta:

A com B A com C B com C

1,14% 1,72% 0,79%

Né&do significante N&o significante Nao significante
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Como vémos, os nossos dados ndo bastam para se poder afirmar que o tem-
po de leitura tenha importancia, visto que, diferengcas como as observadas podem
ser imputaveis ao acaso, dentro do critério supracitado.

Se as diferencas observadas pudessem ser consideradas signifieanles, o au-

mento na média poderia ser atribuivel ao padrdo que, submetido a luz artificial

do colorimetro, por mais tempo, provavelmente estaria sujeito a uma descolora-
¢do maior, em relacdo aos outros.

METODO FOTOMETRICO DE R. S. PEREIRA 0)

Para o método, trabalhando em amostras do mesmo sobro, obtivemos os re-
sultados que abaixo vém tabelados.

Tubos mg de P em 100 cm- de sbéro

372
394
3,80
4,24
373
371
3,63
357
383
371

QO oONOUIAWNPER

=

Da interpretacdo estatistica, resulta

Média aritmética (V) .cocovviieeveennns 3,78 mg
Desvio padrdo (v ~) .. 0,179 mg
Coeficiente de variabilidade (C.V. 473 %

PROVA DE RECUPERAGAO

Quanlo a recuperacdo, os resultados podem ser abaixo Vistos:

P no soro P adiciona- mg de P mg de P Porcenta-

Tubos por an> do por om> (tedrico) om (encontrado) gem de re-

(mg) (mg) 100 cmé cm 100 cmJ cuperagao
1 0,0378 0,0082 2,30 2,33 101,30
2 0,0378 0,0082 2,30 1,97 85,65
3 0,0378 0,0082 2,30 2,17 94,34
4 0,0378 0,0165 2,71 2,60 95,76
5 0,0378 0,0165 271 2,60 95,76
6 0,0378 0,0165 271 271 100,00
7 0,0378 0,0207 2,92 2,56 87,52
8 0,0378 0,0207 2,92 2,66 90,94
9 0,0378 0,0207 2,92 2,79 95,38
10 0,0378 0,0248 313 3,32 106,07
11 0,0378 0,0248 3,13 317 101,27
12 0,0378 0.0248 313 2,88 92,01
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O leste T, aplicado a recuperagdo, da-nos como resultado 2,49, maior do

que o valor tedrico ao nivel de 5%
do por éste critério ser atribuidas ao acaso.

(2,20), as diferengas observadas ndo poden-
Vale, entretanto, notar que o valor

2,49 é inferior aos de niveis 2% e 1% (2,72 e 3,11, respectivamente), o que até

certo ponto, nos leva a ter cautelas na afirmagdo da significancia da diferenca.

DISCUSSAO

Coligidos os dados anteriores, temos:

Fiske-Subbarow Bcnedict-Theis R. S. Pereir*
M (média) ..o 3,67 mg 3,67 mg 3,78 mg
Desvio padrédo eoo 0,049 mg 0,044 mg 0,179 mc
C.V. (porcentagem de va-
riabilidade) ................. 133 % 120 % 473 %
N (nimero de determi- ,
NAGBES) .oeveevvireeriieerenns 12 12 | 12

0 célculo do teste T, aplicado a recuperacdo, forneceu os seguintes resul-

tados:
Fiske-Subbarow Benedict-Thels R. S. Pereira
X 0,01416 —0,05 0,1183
S
N 0,0094108 0,0147657 0,0474472
Valor de T 1,50 —3,38 2,49
Significancia N&o significante Significante Significante a0
nivel 5%
O leste F, entre os trés métodos, da-nos os seguintes resultados:
. Variagdes ou sdma .
Fonte d~as varia- dos quadrados dos (_Sraus de Variance Valor de F
cOes desvios liberdade (calculado)
1
Intcr-delormina-
coes 0,3745 31 0,01208 4,03

Entre-determina-

coes 0,0954 2 0,0487 significante
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Este resultado, desde que o valor F ao nivel da distribuicdo de 5% cora
n= 2 e n2= 31, é de aproximadamente — 3,316 —. diz-nos que os métodos tém
variagdes que pelo critério supra ndo podem ser atribuidas ao acaso e sim de-
correm de fatos que podem ou poderiam ser atribuiveis a falhas inerentes aos
métodos.

Como o coeficiente de variabilidade era favoravel, especialmente no que con-
cerne aos dois primeiros dos supracitados métodos, resolvemos aplicar o teste de
variagdo aos meétodos, tomados dois a dois. Eis o resumo dos céalculos a (pie
essa pratica nos levou:

Valor
Fonte d Sfima dos Gra q valor de F de F ao
onte das - Graus de §
Método . quadra . Varianee n|v_el .da
variagoes dos dos |iberdade calculado  distri-
desvios buicdo de
5%
Fiske- Intra-deter-
Subbarow minacoes 0,0524534 22 0,00238447 0,141
e 4,301
Benedict- Entrc-deter— N&o
Theis minacdes 00003375 1 0, 375 significantc
Fiske- Intra-deter-
Subbarow minacoes 0,03511 20 0,01755 3,908
e 4,351
R. S. Pereira Entre-deter- Néao
minacdes 00686 1 0.0686 significante
Benedict- Intra-deter-
Theis minacoes 0,3454 20 0,01727 4,522
e 4351
R. S. Pereira  Entre-deter- ;g 1 00781 Significante
minacdes

Os resultados supra mostram claramente que, enquanto a diferenca de varia-
bilidade entre Fiske-Subbarow e Henedict-Theis é atribuivel ao acaso, o mesmo
ndo acontece em relagdo a Benedict-Theis e R. S. Pereira, em que a diferenca
é significantc. Este Gltimo resultado, aliado a diminuta diferenca entre F obser-
vado e o F tedrico no caso de Fiske-Subbarow e R. S. Pereira, nos sugere que
a diferenca de variabilidade notada entre os trés métodos deve principalmente
correr por conta da discrepancia entre o coeficiente de variabilidade do método
de R. S. Pereira e dos outros dois.
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CONCLUSOES

Conclui-sc, em face dos resultados da experimentacdo e dentro dos limites
em quo a mesma foi feita, c pelo que a interpretacdo estatistica dos resultados
nos forneceu, ser evidente que o método de Fiske-Subbarow merece preferéncia
aos outros como conseqiéncia de inaior fidedignidade dos resultados. Quanto
aos métodos de Benedict-Theis e R. S. Pereira, a preferéncia ndo ¢ dada em ra-
z80 — o0 primeiro — por ter a sua recuperacdo e portanto as dosagens, como O
comprova o teste T, afastadas do teor a ser encontrado; — 0 segundo — se bem
que some.nte tendo o teste T significante ao nivel de 5%, por ter uma percenta-
gem de variabilidade acentuada relativamente aos outros — 4,73% — como alias
0 evidencia o teste F. Assim, pois, preconiza-se na determinacdo dos fosfatos
inorganicos no séro de cqiiinos, o método de Fiske-Subbarow.

RESUMO

Os autores examinaram a aplicabilidade dos métodos de Fiske-Subbarow, Be-
nedicl-Theis ¢ R. S. Pereira a determinagdo do fésforo inorganico no sangue de
eqlinos. Trabalhando com uma Unica mistura de sbro, realizaram com cada qual
dos citados métodos uma série de determinagdes, a fim de observar quais as va-
riagbes atinentes a cada um délcs. Visando, depois, conhecer a capacidade de
recuperacdo dos métodos, acrescentaram ao sbro quantidades conhecidas de fos-
foro, procedendo depois as respectivas determinagdes. Aplicando aos dados ob-
tidos a andlise estatistica (teste T e teste F), concluem os autores que, face aos
dados e nas condi¢bes da experimentacdo, merece preferéncia, pela maior fine-
dignidade dos resultados, o método de Fiske-Subbarow. Encontraram no método
de Benedict-Theis a recuperacdo, significantemente afastada do valor teorico, o
gue evidencia o teste T. 0 método de R. S. Pereira, cuja variabilidade é, rela-
tivamente aos outros, acentuada, tem, — confrontados dois a dois os métodos
guanto aos valores da distribuicdo (leste F) — os resultados significantemente
afastados do limite médximo da probabilidade, ao nivel de 5%.

ABSTRACT

The AA. examined the applicability of Fiske-Subbarow, Renedicl-Theis and
R. S. Pereira methods to the determination of inorganic phosphates in horse blood.
Using one single sample of scrum, they made a series oj determinations, accord-
ing to those methods, in order to observe the variations relative to each one.

After this the recovery capacity of the methods was studied by adding to
the scrum, known amounts of phosphorus, before respective determinations were
made. Statistical analyses oj the data obtained (T-test and F-tesl), suggests that,
under the experimental conditions, the Fiske-Subbarow method has to be chosen
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became it offers results of reliability. The recovery in the Benedict-Theis me-

thod

was found of statistical significance in view of the theoric values to be ex-

pected (T-testi).

10 —
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