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1. INTRODUCAO

Amostras biologicas coletadas de organismos vivos podem indicar a
presenca ou auséncia de elementos quimicos no organismo (Lomba et al, 2023). A
urina € uma amostra biolégica com uma grande janela de detec¢do e permanéncia
de metabdlitos, menos complexa, e, quando obtida por coleta, visa ser menos
invasiva que o sangue (Pelicdo; Pissinate; Martinis, 2018). Dentre os elementos
gue podem ser monitorados na urina, o fésforo € um mineral essencial, presente
em elevadas propor¢cdes no esqueleto (Widmaier; Raff, Strang, 2024).
Desempenha funcdes intra e extracelulares, essencial na contratilidade muscular,
funcdo neuroldgica, transporte de eletrélitos e transporte de oxigénio pela
hemoglobina (Mcpherson; Pincus, 2012).

Além disso, o fésforo € eliminado na urina na forma de fosfato urinario e varia
de acordo com idade, massa muscular, funcdo renal, atividade do horménio da
paratireoide, hora do dia, ingestdo dietética e outros fatores. O intervalo de
referéncia para o fésforo na forma de fosfato urinario em uma dieta ndo restrita é
de 0,4 até 1,3 g/dia. A hipofosfatemia refere-se a deficiéncia de fosforo no
organismo em concentracdes inferiores ao valor de referéncia e prejudica a
formacdo de adenosina trifosfato, glicélise e funcdo celular. A hiperfosfatemia
refere-se ao excesso de fésforo no organismo correlacionada a incapacidade de
excrecao dos rins, relacionando hipoparatireoidismo, rabdomidlise ou doenca renal
cronica (Burtis; Bruns, 2016).

A espectrofotometria na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) pode ser
uma alternativa para a determinacao de fosfato em urina, baseada na absor¢éo da
luz emitida por um complexo de fosfomolibdato formado pela reacéo do fosfato com
o molibdato em meio acido sendo reduzido com adi¢cdo de agentes redutores, como
o cloreto de estanho (Il), acido ascorbico, sulfato de hidrazina e acido 1-amino-2-
naftol-4-sulfénico para o azul de molibdénio medido no comprimento de onda entre
600 e 900 nm ou ainda pela reacao do fosfato com molibdato e vanadato formando
acido vanadomolibdofosforico medido diretamente no comprimento de onda entre
350 e 400 nm (Burtis; Bruns, 2016). A espectrofotometria UV-Vis merece destaque
pela robustez, aplicabilidade, baixo custo, confiabilidade e rapidez, comparada com
outras técnicas de determinacéo (Burtis; Bruns, 2016).

Assim, diante do apresentado, o objetivo desta pesquisa é avaliar a
determinacao de fosfato em urina via andlise direta por espectrofotometria UV-Vis
pela formacdo do &acido vanadomolibdofosforico. Nesta avaliacdo foram
considerados fatores de sensibilidade, exatiddo e precisao, para posteriormente


mailto:luanaferreira33@live.com

10° SIIEPE ) ,
B SIEGRADA XXXIII CIC - CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA

UFPEL 2024

aplicar esses métodos na quantificacdo de fosforo em amostras de urina utilizando
a técnica de espectrofotometria UV-Vis.

2. METODOLOGIA

Inicialmente, a estratégia mais adequada para a quantificacdo de fosfato por
espectrofotometria UV-Vis via acido vanadomolibdofosférico foi avaliada com os
seguintes reagentes: padrédo de fosforo 100 mg/L dissolvendo 0,0451 g de KH2PO4
em 20 mL de agua destilada no volume final de 100 mL com adi¢éo de 0,3 mL de
H2SO4 p.a.; molibdato de amoénio 5% dissolvendo 5,0008 g de (NH4)sM07024 em 30
mL de &gua destilada quente, filtrando na temperatura ambiente a volume final de
100 mL; vanadato de sodio 0,25% ou metavanadato de amonio 0,25% dissolvendo
0,4004 g NaV0O3.4H20 ou 0,2505 g de NH4VO3 em 50 mL de agua destilada quente,
aferido a volume final de 100 mL com adi¢do de 35 mL de HNOg3 p.a. As analises
foram realizadas adicionando a amostra ou ao padrao 0,2 mL de (NH4)sM07024 5%
e 0,2 mL de NaVOs 0,25% ou NH4VOs 0,25% em 10 mL. A quantificagdo foi
realizada 5 min ap6s homogeneizacdo em espectrofotbmetro UV-Vis (UV-M51,
BEL Photonics, Italia). As varreduras foram realizadas para determinar o
comprimento de onda de maior absorcdo e apds a determinacdo do comprimento
de onda mais adequado, um estudo de linearidade e faixa de trabalho foi realizado
com as concentracbes de 0,01 mg/L a 10,0 mg/L de fésforo. A existéncia de
interferéncia de matriz foi avaliada através da varredura dos reagentes. As
amostras de urina foram armazenadas em geladeira e as atividades realizadas
estdo de acordo com o projeto aprovado pelo conselho de ética em pesquisa da
faculdade de medicina da UFPel, parecer de nimero 6.586.309.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a varredura para o acido vanadomolibdofosforico
formado pela mistura de fésforo com (NH4)sM07024 5% e a) NaVOs 0,25% ou b)
NHsVO3 0,25%. Ambos apresentaram pico méaximo de absorbancia em
comprimento de onda entre 320-330 nm. Entretanto, a utilizagcdo de NH4VOs3
resultou em maior intensidade de sinal, impactando na sensibilidade do método.
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Figura 1. Varredura do acido vanadomolibdofosforico com a) NaVOs e b) NH4VOs.

Na Figura 2 € apresentada a linearidade utilizando ambos os reagentes apés
selecionar os comprimentos de onda de maior absor¢céao. As curvas de linearidade
variaram de 0,01 mg/L a 10 mg/L de fésforo, e para estabelecer uma faixa de
trabalho adequada foram considerados critérios de sensibilidade e linearidade.
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Ainda é possivel observar que concentracdes superiores a 1,0 mg/L de foésforo para
ambas as estratégias se aproximam do limite da saturacéo, indicando perda de
linearidade pela elevada concentracdo do analito.
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Figura 2. Curva de linearidade para fésforo utilizando (NH4)sM07024 € a) NaVOs ou
b) NH4VOs.

Na Figura 3, é apresentada a faixa de trabalho escolhida para cada reagente
com base nos resultados apresentados. A faixa de trabalho ideal considerando a
menor concentracao de fosforo detectada, utilizando (NH4)sMo07024 € NaVOs foi de
0,1 mg/L até 1,0 mg/L; visto o coeficiente de correlacédo linear de 0,9577 e o
coeficiente angular de 0,4188, enquanto, utilizando (NH4)sM07024 € NH4VO3 obteve
0,01 mg/L até 1,0 mg/L com o coeficiente de correlacdo linear de 0,9788 e o
coeficiente angular de 0,7273. Assim, considerando o objetivo da presente
pesquisa em buscar um método com a melhor sensibilidade e linearidade, a
segunda alternativa foi considerada a mais adequada.
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Figura 3. Curva de calibrac&o utilizando (NH4)eM07024 € NaVO3s ou NH4VOs.

Por fim, a avaliagdo da interferéncia de matriz foi realizada para verificar se
uma substancia/material pode reagir com o reagente da formacdo do complexo e
alterar a reacao entre o analito/reagente ou absorver no mesmo comprimento de
onda do analito (Bispo; Fody; Schoeff, 2010). A avaliacdo da possivel interferéncia
de matriz foi realizada com a varredura do padrao de fésforo nas concentracdes de
0,1 mg/L, 0,5 mg/L e 1,0 mg/L, o branco dos reagentes, uma urina diluida 2000
vezes com e sem a adicao de 0,5 mg/L de fosforo, utilizando a segunda estratégia
com a mistura de 0,2 mL de (NH4)sM07024 5% e 0,2 mL de NH4VO3 0,25% para um
volume final de 10 mL. Como pode ser observado na Figura 4, o comportamento
para as varreduras se manteve semelhante indicando a auséncia de interferéncia
de matriz.
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Figura 4: Avaliacdo de interferéncia de matriz.
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4. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, € possivel concluir que a determinacéo
de fosforo na forma de fosfato em urina via analise direta por espectrofotometria
UV-Vis através da formacéo do acido vanadomolibdofosforico é viavel. A utilizacao
de (NH4)sM07024 € NH4VO3 permitiu a construcdo de uma curva de calibragéo na
faixa de 0,01 mg/L até 0,1 mg/L, sensibilidade adequada para amostras com
concentracfes baixas de fésforo. A utilizacdo de (NH4)eM07024 € NaVOs permitiu a
calibracdo em uma faixa de trabalho de 0,1 mg/L até 1,0 mg/L, adequada para
concentracbes moderadas de fosforo. As perspectivas futuras para a presente
metodologia, incluem realizar os parametros analiticos para verificar a exatidao do
método que apresenta a maior sensibilidade podendo tornar-se uma ferramenta
confidvel em analises laboratoriais com aplicabilidade em diferentes contextos
biolégicos e de saude. Os autores expressam sua gratiddo a CAPES, CNPQ e
FAPERGS (EDITAL 14/2022 ARD) pelo apoio financeiro para execucao do projeto.
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