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1. INTRODUGCAO

O foésforo urinario € um importante indicador da func&o renal e do equilibrio
de fésforo no organismo (MCCLURE et al., 2019), visto que a quantidade excretada
na urina pode refletir tanto a ingestdo dietética quanto na eficiéncia da sua
reabsorcdo renal. Em condigdes normais, os rins reabsorvem a maior parte do
fésforo filtrado, mas em situagbes como insuficiéncia renal ou desregulagéo
hormonal (por exemplo, no hiperparatireodismo), a excre¢cado de foésforo na urina
pode aumentar significativamente (MCCLURE et al., 2019). Além disso, essa
excregdo também €& usada para avaliar o risco de doencas Osseas e
cardiovasculares, especialmente em pacientes com doenga renal crénica (DRC), e
a deficiéncia na quantidade de fésforo € chamada de hipofosfatemia (GOLD
ANALISA, 2022). Na literatura encontram-se como valores de referéncia de fésforo
na urina a faixa de 26,15 mg/dL a 76,9 mg/dL (GOLD ANALISA, 2022). Os Métodos
analiticos visando na quantificagdo de fésforo na urina vém ganhando bastante
espaco e importancia nas areas das ciéncias.

Dentre as estratégias analiticas, destaca-se a espectrofotometria UV-Vis,
por sua versatilidade, adequacao a diversas aplicagdes, baixo custo e robustez
(MENDONCA, 2013). Outras técnicas espectrométricas com plasma e
cromatograficas possuem elevado custo de aquisicdo e manutencdo para
laboratorios de rotina (SHYLA et al., 2011). A determinacdo de fosforo por
espectrofotometria UV-Vis pode ser realizada pela utilizagdo de molibdovanadato
e molibdato de amoénio, além de agentes redutores, como o cloreto de estanho (Il),
acido ascorbico, sulfato de hidrazina e acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico
(GANESH et al., 2012). O acido ascorbico é frequentemente utilizado para reduzir
ions de molibdénio [Mo (VI)] a molibdénio azul [Mo (V)], que forma um complexo
colorido com o fosfato para ser quantificado em comprimento de onda adequado
pela absorcdo da molécula e intensidade da cor proporcional a concentracdo de
fosfato disponivel (GANESH et al., 2012). Assim, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a determinacdo do fosforo na forma de fosfato utilizando a
espectrofotometria UV/Vis.

2. METODOLOGIA

Primeiramente, os reagentes necessarios para formar o complexo com o
fosfato foram preparados utilizando molibdato de aménio-tartarato de antiménio e
potassio a partir de 0,8 g de molibdato de aménio e 0,2 g de tartarato de antiménio
e potassio que foram diluidos em 1000 mL de agua destilada. O acido sulfurico foi
preparado adicionando lentamente em 600 mL de agua destilada a quantidade de
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310 mL de H,SO, concentrado diluido em 1000 mL. Por fim, o acido ascérbico foi
preparado em menor volume devido a sua instabilidade de apenas duas semanas,
utilizando 3 g de acido ascorbico dissolvido em 40 mL de agua destilada; adicdo de
0,1 mL de acetona, diluidos em 50 mL. A solugao padréo de fésforo de 100 mg/L
foi preparada dissolvendo 0,0451 g de fosfato de potassio (KH,PO,) em 20 mL de
agua destilada, adigao de 0,3 mL de acido sulfurico concentrado, diluidos em 100
mL.

As solugdes padrao e urina foram analisadas adicionando 200 uL de acido
sulfurico na concentracédo de 11 mol/L, 800 pL da solugdo de molibdato de aménia
(6,85.10* mol/L)-tartarato de antiménio e potassio (3,26.10* mol/L), e 400 uL de
acido ascorbico na concentragado de 0,34 mol/L, em tubos Falcon de 10 mL. As
amostras foram analisadas em espectrofotémetro UV-Vis (UV-M51, BEL Photonics,
Italia). Inicialmente, uma varredura foi realizada para determinar o comprimento de
onda de maior absorcao para o complexo de fosfato, variando de 200 nm até 1000
nm em intervalos de 1 nm. O estudo de linearidade e faixa de trabalho foi realizado
com as solugdes padrao de 0,01 mg/L até 10 mg/L em tubos Falcon de 10 mL. A
exatidao foi avaliada através de ensaios de diluicdo, ensaios de recuperacao e
comparagao dos resultados de uma curva de calibragdo externa e uma curva de
calibracédo interna. O método foi aplicado para amostras de urinas, coletadas
voluntariamente, por 30 doadores residentes na cidade de Pelotas-RS. A doagéo
foi realizada com a coleta da primeira urina da manha, descartando o primeiro jato.
As amostras foram armazenadas em geladeira e as atividades realizadas estédo de
acordo com o projeto aprovado pelo conselho de ética em pesquisa da faculdade
de medicina da UFPel sobre o parecer de numero 6.586.309.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A varredura, conforme pode ser observado na Figura 1, revelou o
comprimento de 890 nm com o pico de maior absorbancia para a determinagao de
fésforo. A absorbancia foi proporcional ao aumento da concentragao de fosforo e
nao apresentou interferéncias da matriz da urina. A linearidade foi avaliada pela
construgcéo da curva de calibrag&o variando de 0,01 mg/L até 10 mg/L, conforme
apresentado na Figura 2. Concentragdes de fosforo inferiores a 0,01 mg/L
resultaram em absorbéncias negativas para o complexo de fosforo. Sete pontos
foram considerados para a calibragdo na menor faixa de concentragao (coeficiente
linear maior que 0,9953) para a faixa de trabalho foi de 0,01 mg/L até 0,5 mg/L.
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Figura 1. Varredura para solugdo padrdo (=) 0,1 mg L, (<) 0,5 mg L', (=) amostra
urina, (—) amostra de urina com adigdo de 0,5 mg L' e (-) apenas agua.
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Figura 2. Linearidade variando de 0,01 mg/L até 10 mg/L.

O passo seguinte foi a determinagéo do fator de diluigdo necessario para a
determinacao da concentragao de fésforo em urina. A concentracdo determinada
deve seguir a faixa intermediaria da curva de calibragdo previamente estabelecida
(0,01 mg/L até 0,5 mg/L). As diluigbes adequadas foram entre 2000 e 10000 vezes.
Os valores de absorbancia foram comparados a curva de calibracéo, permitindo a
determinacao da concentragao de fésforo em cada urina. As concentracdes para
uma amostra selecionada aleatoriamente foram concordantes em diferentes fatores
de diluicdo 729 + 5 mg/L (2000 vezes), 772 + 8 mg/L (4000 vezes) e 776 + 15 mg/L
(10000 vezes) e a curva de diluicdo pode ser considerada linear (coeficiente linear
préximo de 1), conforme apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Curva de diluigdo 2000 até 10000 vezes.

A exatidao também foi avaliada pela comparacao dos resultados de curvas
de calibracdo externa e interna. A Figura 4, apresenta a comparagéo do coeficiente
linear (0,9992 versus 0,9995) e slope (0,8115 versus 0,9256) referente a esta
avaliacdo, e a proximidade entre as curvas indicam que a matriz da urina nao
interfere nas analises. A exatidao dos resultados também foi avaliada por meio de
um teste de recuperagcdo, no qual concentragdes conhecidas do analito foram
adicionadas na amostra em trés niveis de concentracdo: 100%, 50%, 25%. Os
resultados mostraram recuperagdes entre 89 e 91% para os trés niveis de adi¢ao.
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Figura 4. Curva de calibragéo (—) externa e (-) interna.
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Apos as avaliagdes, 30 urinas de doadores voluntarios foram analisadas. A
concentragéo de fosforo variou de 21,8 até 181,8 mg/dL (9 amostras entre 20 e 50
mg/dL, 11 amostras entre 50 e 100 mg/dL, 4 amostras entre 100 e 150 mg/dL e 6
amostras entre 150 e 200 mg/dL). O desvio padrao relativo para a concentragéo de
fésforo nas amostras foi sempre inferior a 12%. Vale mencionar que esses
resultados podem estar relacionados com diferentes motivos como habitos
alimentares ou até mesmo alguma patologia, mas o estado clinico dos voluntarios
nao foi considerado (MCCLURE et al., 2019). Vale destacar que o método proposto
foi adequado para a quantificacdo de fésforo em todas as amostras analisadas.

4. CONCLUSOES

A espectrofotometria UV-Vis foi adequado para a determinagao de fésforo em
urina, sendo alternativa viavel para o controle da concentragao deste elemento em
amostras de urina com precisédo e exatiddo. A determinacao de fésforo na urina é
importante como indicador da fungéo renal e do seu equilibrio no organismo. Vale
mencionar que a iniciacdo cientifica € de extrema importancia para a formacgao
académica e profissional, oferecendo oportunidades para desenvolver habilidades
criticas, metodoldgicas e criativas, além de aprofundar o conhecimento e preparar
para a pos-graduagao, carreira académica e mercado de trabalho. Os autores
expressam sua gratiddo a CAPES, CNPQ e FAPERGS (EDITAL 14/2022 ARD)
pelo apoio financeiro para execugao do projeto.
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