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1. INTRODUGAO

O fésforo € um dos minerais essenciais ao organismo humano,
desempenhando funcgdes intracelular e extracelulares, como a contratilidade
muscular, fungdes neuroldgicas e transporte de eletrélitos. (Widmaier; Raff; Strang,
2024). Nesse sentido, o controle da concentracdo de fésforo no organismo é
extremamente importante.

Dentre as matrizes biologicas utilizadas em analises laboratoriais, a urina é
uma das mais tradicionais, pois consiste em um ultrafiltrado do sangue resultante
do processamento destes pelos rins. Nesse processo, partes das substancias
essenciais ao metabolismo sao reabsorvidas. Por ser a principal via de eliminagéo
de diversas substancias, a urina € amplamente utilizada na investigacdo de
metabdlitos, e o seu volume pode variar em funcao de fatores como a quantidade
de liquido ingerido, a perda de fluidos por outras vias e as alteragbes na secregao
do horménio antidiurético (Bordin et al, 2015). Essa matriz apresenta coleta simples
€ nao invasiva, disponibilidade de grandes volumes para analise e menor numero
de interferentes quando comparada a outras matrizes (Martins; Providello, 2023).

O método espectrofotométrico baseado na medida do complexo amarelo
formado pelo acido vanadomolibdofosférico em meio acido € amplamente utilizado
para determinar o fosfato em diversos tipos de amostras. Entre suas vantagens,
pode-se ressaltar sua extrema simplicidade, estabilidade da coloracado formada e a
possibilidade de execugao com recursos laboratoriais basicos (Kibria, 2019). Diante
do exposto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a determinagéo de fésforo em urina
via analise direta pela determinacao de fosfato por espectrofotometria ultravioleta
e visivel (UV-Vis) baseada na formagao do acido vanadomolibdofosforico.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho é uma continuidade da estratégia previamente descrita
por Nunes et al. (2024) para a quantificacdo de fosforo em urina utilizando o
reagente molibdato de aménio e metavanadato de amdnio através da determinacéao
por espectrofotometria na regido do UV-Vis. No trabalho anterior foi descrita a
avaliacao dos reagentes para a formagao do reagente de cor. No presente trabalho
sao apresentados os resultados através do monitoramento do sinal para os
comprimentos de onda 329 nm, 415 nm e 420 nm, a fim de avaliar possiveis
interferéncias. Uma curva de calibracéo foi preparada nas concentrac¢des de 0,10
a 2,00 mg/L a partir de KH,PO, em meio acido, contendo 200uL de NH,VO; 0,25%
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e 200uL de (NH4)sMo,0;4 5% em um volume final de 10 mL. As determinagdes
foram realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis modelo UV-M51 (BEL Photonics,
Brasil), com cubeta de quartzo e software interno para aquisi¢ao do sinal para os
trés diferentes comprimentos de onda em uma unica analise. A exatidao foi avaliada
através de um ensaio de diluicdo e ensaios de recuperagao com adi¢ao de 50% e
100% da concentracao de fésforo previamente estimada para a amostra-teste. O
efeito de matriz foi avaliado pela comparagao das curvas de calibragao externa e
de adicdo de padrao. Por fim, nove amostras coletadas voluntariamente foram
analisadas. A coleta foi realizada com a primeira urina da manha, descartando-se
o primeiro jato. As amostras foram armazenadas sob refrigeragéo e todas as etapas
seguiram o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da UFPel (Parecer n°6.586.309).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, realizou-se a avaliagdo de linearidade nos comprimentos de
onda de 329 nm, 415 nm e 420 nm, utilizando uma faixa de concentracédo de 0,1 —
2,0 mg/L de fosfato. Na Figura 1, & possivel observar coeficientes lineares
superiores a 0,99 para todos os comprimentos de onda avaliados, indicando que a
curva € adequada para as analises. De acordo com a Lei de Lambert-Beer, a
medida que se aumenta o comprimento de onda em relagdo ao pico maximo de
absorcdo, ocorre a reducdo no coeficiente de absorcdo molar, ocasionando a
diminui¢cao de valores de absorbancia para as mesmas concentragdes do analito,
reduzindo, portanto, a inclinagdo da curva analitica e a sensibilidade do método.
Dentre as curvas, a que utilizou o comprimento de onda de 329 nm apresentou uma
maior sensibilidade (0,5744 versus 0,0649 e 0,0575). Entretanto, a regido do
ultravioleta pode ser suscetivel a interferéncias. Huckel (1950) apud Carrasquero e
Adams (1995), indicou que a energia necessaria para a transigao eletrénica origina
a maxima absorcao encontrada na zona ultravioleta, enquanto Lin et al (2022),
indica que ha um risco elevado de interferéncias devido aos muitos constituintes da
urina absorverem nesta faixa, como o acido urico, compostos organicos,
componentes aromaticos, purinas e proteinas, dificultando a seletividade do
meétodo. Enquanto as curvas utilizando os comprimentos de onda de 415 nm e de
420 nm exibiram menor sensibilidade, podem ser menos suscetiveis a
interferéncias. Os trés comprimentos de onda foram sempre monitorados.
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Figura 1 — A) Curvas de Linearidade/Calibragdo: UV e Visivel e B) Varredura Ac.
Vanadomolibdofosférico.

A amostra-teste foi diluida para manter as determinagdes no intervalo da faixa
da curva de calibragdo. Diluicbes minimas, intermediarias e maximas foram
avaliadas a partir da comparacao entre as concentragdes obtidas. Para cada par
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de diluicbes, a concordancia percentual foi calculada pela razdo entre o menor e o
maior valor médio de concentragcdo, multiplicada por 100. Dessa forma, obteve-se
um intervalo de concordancia entre 86 e 99%, indicando assim, que os resultados
mantiveram proporcionalidade entre as diferentes dilui¢des. A diluicdo intermediaria
(1:2000) foi selecionada como o mais adequado por estar na zona intermediaria da
curva de calibragao. Os coeficientes de variagdo obtidos foram sempre inferiores a
6%. As recuperacgdes obtidas utilizando os comprimentos de onda de 415 nm e 420
nm variaram de 102% a 104%, enquanto utilizando o comprimento de onda de 329
nm variaram de 81% a 94%. O coeficiente de variagao utilizando os comprimentos
de onda de 415 nm e 420 nm foram inferiores a 5%, enquanto utilizando 329 nm
foram até 12%.

A fim de avaliar o efeito de matriz, foi realizada uma comparacéo entre os
resultados obtidos para curvas de calibragao externa e curvas de adi¢gao de analito.
As inclinacdes e interceptos das duas abordagens foram bastante semelhantes e
os coeficientes de linearidade permaneceram préximos de 1, como pode ser
observado na Figura 2. A auséncia de interferéncias de matriz permitiu adotar a
curva externa como referéncia para quantificacdo, simplificando o processo
analitico e reduzindo o tempo de execucédo sem prejuizo da confiabilidade.
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Figura 2 - Triplicata da Curva de Adicao versus Curva Externa em diferentes
comprimentos de onda.

ApoOs as otimizagdes, dez amostras de urina foram analisadas e as
concentragdes de fosforo variaram entre 25 e 145 mg/dL. As médias obtidas nos
comprimentos de 415 nm e 420 nm apresentaram excelente concordancia entre si,
com coeficientes de variagao inferiores a 10%. Os resultados obtidos estdo de
acordo com intervalos reportados na literatura para fosforo urinario em individuos
saudaveis, que variam entre 5 e 148mg/dL (DB Diagndsticos do Brasil, 2020). Vale
mencionar que o estado de saude dos voluntarios n&o foi avaliado. A coeréncia dos
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resultados e a reprodutibilidade indicaram que os comprimentos de onda avaliados
podem ser utilizados para a estratégia proposta, permitindo ao analista maior
flexibilidade na escolha do comprimento de onda.

4. CONCLUSOES

Por fim, a estratégia analitica mostrou-se adequada para a quantificagao de
fésforo em amostras de urina, atendendo aos requisitos de linearidade, precisao e
exatidao. A utilizacdo da curva externa, aliada a confirmacao da auséncia de efeito
de matriz, simplificou o procedimento sem comprometer a confiabilidade. Apesar
da menor sensibilidade da regiao visivel em comparagao a regiao do ultravioleta, a
reducao das interferéncias espectrais e a estabilidade dos resultados justificam sua
aplicacdo em analises rotineiras. O método apresenta potencial para uso em
monitoramentos clinicos ou forenses, especialmente em situagdes que demandem
analises reprodutiveis e de execugao simplificada. Os autores expressam sua
gratiddo a CAPES, CNPQ e FAPERGS (EDITAL 14/2022 ARD) pelo apoio
financeiro para execucgao do projeto.
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