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RESUMO: Os micronutrientes são importantes para a composição de uma dieta saudável e a 

principal forma de obtenção é através da alimentação. O fósforo (P) destaca-se por 

desempenhar variadas funções nos sistemas do corpo humano, contribuindo para a regulação 

da pressão osmótica e para a fortificação dos ossos. Entretanto, esse mineral deve ser 

consumido em dosagens adequadas, estipuladas por órgãos regulamentadores. A maneira mais 

apropriada de se quantificar esses minerais é através de métodos analíticos que demonstrem 

resultados confiáveis, por isso é importante a validação do método. No Brasil, o órgão que 

regulamenta os parâmetros necessários para validação de métodos é o INMETRO. Contudo, 

não existem registros na literatura estudos acerca da validação do método para a quantificação 

de P a partir da espectrofotometria na região UV-Vis. Dessa forma, realizou-se a validação do 

método para a determinação de micronutrientes em frutas, mais especificamente no fruto do 

jamelão, por meio da espectrofotometria na região do UV-Vis (Ultravioleta – Visível). Com a 

finalização da validação, foi possível observar que o método se mostrou preciso, exato e 

robusto, fornecendo dados confiáveis e referências sobre a composição mineral do jamelão, a 

partir da quantificação do teor de P no fruto. 
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INTRODUÇÃO 

Os minerais são fundamentais para as funções bioquímicas, seja em forma iônica, seja como 

constituintes de compostos como hormônios, enzimas e proteínas teciduais, totalizando 

aproximadamente 4% do peso total do corpo (ARAUJO et al., 2013). O fósforo (P) é um 

importante micronutriente pois está presente na estrutura dos ácidos nucleicos (DNA e RNA), 

faz parte da composição das moléculas de reserva de energia, bem como no metabolismo de 

gorduras, participando também da manutenção da pressão osmótica (LITZ, 2013). Assim, fica 

evidente a importância da presença desse mineral na dieta humana, sendo a dose diária de 700 

mg recomendada para um adulto (BRASIL, 2005). 

A quantificação de P nos alimentos utilizando metodologias analíticas que mostrem 

resultados confiáveis é importante, pois a falta ou o excesso na dieta pode causar alterações 

fisiológicas graves no organismo (BATISTA et al., 2016). Tendo isso em vista, a Association 

of Official Analytical Colaboration – AOAC International (2005) sugere o método 

colorimétrico por espectrofotometria UV-Vis para a determinação desse mineral em frutas e 

vegetais. Porém, não existe na literatura informações a respeito da validação deste método.  

A validação de um método analítico pode ser definida como sendo teste da veracidade 

sobre o método através de estudos de alguns parâmetros de desempenho (REGO, 2017). De 

acordo com o (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) INMETRO (2020), 

para ocorrer a validação de um método, os seguintes parâmetros devem ser avaliados: 

especificidade, seletividade, linearidade, faixa linear de trabalho, sensibilidade, limite de 

detecção (LD), limite de quantificação (LQ), exatidão, precisão e robustez. 

Este trabalho é uma renovação do projeto que busca contribuir com um método validado 

para a determinação de P em frutas. A região amazônica é conhecida por possuir uma grande 

diversidade florestal com frutos exóticos que possuem composição mineral desconhecida ou 

pouco estudadas. Um desses frutos é o jamelão (Syzygium cumini) que pode ser uma rica fonte 

natural de fósforo (ALVES et al., 2008). Os resultados deste trabalho irão fornecer 

conhecimento sobre os valores nutricionais do fruto in natura de jamelão para utilização 

científica e tecnológica, visando melhorar a dieta da população local e aumentando a 

visibilidade do potencial da flora amazônica. 
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METODOLOGIA 

Análises químicas e validação do método  

O P foi determinado utilizando a reação de complexação com determinação 

espectrofotométrica em 355 nm. Os íons molibdato Mo2O7
2- e vanadato VO4

3- reagem em meio 

ácido, formando dois produtos, o complexo ácido molibdovanadatofósforico H4[PMo11VO40] 

de cor amarela e o íon NH4
+ (MAYANI; MAYANI; KIM, 2013). 

𝑀𝑜2𝑂7
2− + 𝑉𝑂4

3−
𝐻𝑁𝑂3
→    𝐻4[𝑃𝑀𝑜11𝑉𝑂40] + 𝑁𝐻4

+ 

Parâmetros da validação determinados anteriormente 

Os parâmetros especificidade, seletividade, linearidade, faixa linear de trabalho, 

sensibilidade, limite de detecção e limite de quantificação foram determinados durante a 

realização do projetor anterior. 

Parâmetros da validação determinados nesse projeto 

Exatidão: Este parâmetro é definido como o grau de concordância entre um valor medido 

e um valor de referência considerado verdadeiro (REGO, 2017). A exatidão foi realizada em 

triplicata com três níveis de concentrações definidas pela faixa linear do método, anteriormente 

determinados: baixo (1,0 mg.L-1), médio (2,5 mg.L-1) e alto (3,5 mg.L-1), totalizando 9 

amostras, partindo-se de uma solução padrão de P de 100 mg.L-1, preparada a partir do fosfato 

monopotássio (KH2PO4). A cada solução foi adicionado 10 mL de uma solução de 

molibdovanadato de amônio (0,1 mol.L-1) e completou-se o volume para 25 mL com água 

desmineralizada. Após 10 minutos, foram feitas as leituras em espectrofotômetro (λ = 355 nm). 

A exatidão foi calculada através da equação 1 seguindo as orientações de Brasil (2003) e 

também a partir do erro relativo, seguindo as orientações do INMETRO (2020). 

Fórmula matemática para obtenção da exatidão 

E = (CME/CT)*100 

Sendo: CME = Concentração Média Experimental, CT = Concentração Téorica 

Fórmula matemática para cálculo do erro relativo 

ER= ((Xlab – Xv)/ Xv) x 100 
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Sendo: Xlab = valor obtido ou média aritmética de valores obtidos experimentalmente nos 

ensaiosde precisão, Xv  = valor admitido comoverdadeiro (padrão de concentração conhecida). 

Precisão: É caracterizada como um termo geral que avalia a dispersão de resultados 

(REGO, 2017). A precisão foi obtida avaliando a precisão intermediária e a repetibilidade. 

Ambas foram realizadas em triplicata, totalizando 9 amostras para cada ensaio, também 

partindo-se de uma solução padrão de trabalho de 100 mg.L-1. A primeira foi realizada em dias 

diferentes e com diferentes analistas, e o procedimento foi o mesmo utilizado no ensaio de 

exatidão. Enquanto para o ensaio de repetibilidade, as soluções em triplicata foram preparadas 

e analisadas no mesmo dia pelo mesmo analista. A precisão foi então calculada a partir do 

coeficiente de variação (CV), também conhecido como desvio padrão relativo (DPR), com o 

objetivo de se obter um resultado em % (INMETRO, 2020; BRASIL, 2003). 

Fórmula matemática para obtenção do DPR. 

CV = DPR = ((S/CMD) x100) 

Robustez: A robustez indica a sensibilidade do método frente a pequenas variações 

(REGO,2017). Foi analisada através da variação de três parâmetros:  pH, com os valores de 1, 

1,2 e 1,5; (λ = 355 ± 2 nm) e o tempo (10 ± 5 min). Para ser comprovada a robustez, será 

utilizado a VARIÂNCIA ANOVA, a 95% de confiança. 

Recuperação: A recuperação foi realizada com três níveis de concentrações, 

anteriormente determinados: baixo (0.5 mg.L-1), médio (1,0 mg.L-1) e alto (1,5 mg.L-1). A cada 

solução foi adicionado 10 mL de uma solução de molibdovanadato de amônio (0,1 mol.L-1) e 

completou-se o volume para 25 mL com água desmineralizada. Após 10 minutos, foram feitas 

as leituras em espectrofotômetro (λ = 355 nm), e posteriormente o Fator de Recuperação (FR) 

foi determinado para avaliar este parâmetro (Equação 4). 

Fórmula matemática para obtenção do fator de recuperação 

FR (%) =((C1-C2) /C3) x 100 

Sendo: C1 = Concentração do Analito na Amostra Fortificada, C2 = Concentração do Analito 

na Amostra Não fortificada,  C3 = Concentração do Analito Adicionado à Amostra 
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RESULTADOS 

Os parâmetros de validação determinados durante projeto anterior indicaram o potencial de 

confiabilidade do método espectrofotométrico para determinação de P no fruto jamelão. Os 

resultados de exatidão, precisão, robustez e recuperação do método também foram promissores, 

corroborando a eficiência do método (INMETRO, 2020). 

 Exatidão e Precisão 

Seguindo as recomendações do INMETRO (2020), o qual se baseia no ICH (International 

Conference on Harmonization), a exatidão foi calculada a partir do Erro Relativo, determinado 

pela equação 2.  De acordo com o ICH (2005), o erro relativo não pode apresentar resultados 

superiores a 11%. Os resultados apresentados na Tabela 1 encontram-se em uma faixa de -1,2 

e 3%, confirmando a exatidão do método. 

A literatura mostra que a espectrofotometria na região do visível foi validada para várias 

matrizes e compostos indicando a confiabilidade da mesma. Um exemplo é Ali et al., (2019), 

que em uma validação de método espectrofotométrico para a análise de derivados da tioamida 

na forma pura e em plasma, encontrou resultados próximos a 2% para o parâmetro da exatidão, 

valores que se assemelham aos dispostos na Tabela 1. 

A precisão é expressa pelo coeficiente de variação (CV). A ANVISA determina que os 

valores do CV, obtidos tanto por repetibilidade como por precisão intermediária não podem ser 

superiores a 5%. Os valores encontrados para a repetibilidade estão na Tabela 1 e os valores 

encontrados para a precisão intermediária estão dispostos na Tabela 2, os resultados obtidos 

ficaram abaixo dessa referência (BRASIL, 2003). 

O trabalho de validação de metodologia analítica no ensaio de P na forma de ortofosfatos 

em águas superficiais, utilizando espectrofotometria na região do visível, reportou valores entre 

1,7 e 5,7% para o CV (Filho et al., 2020) indicando que o método UV-Vis é preciso para análise 

de P em matrizes diferentes.  
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Tabela 1: Resultados obtidos para o parâmetro da exatidão e da precisão (repetibilidade) 

Concentração 

Teórica (mg.L-1) 

Concentração 

Obtida 

 (mg.L-1) 

Concentração 

Média 

Experimental 

(mg.L-1) 

Desvio 

Padrão 

Coeficiente 

de Variação 

(%) 

Erro 

Relativo 

 
1 0,988 

1,026 0,035 3,4 2,5 

 

1 1,033  

1 1,056  

2,5 2,512 

2,575 0,055 2,1 3 

 

2,5 2,597  

2,5 2,616  

3,5 3,4 

3,423 0,093 2,7 -1,2 

 

3,5 3,44  

3,5 3,525  

 

Tabela 2: Resultados obtidos para o parâmetro da precisão intermediária. 

Concentração 

Teórica (mg.L-1) 

Concentração 

Obtida(mg.L-1) 

Concentração 

Média 

Experimental 

(mg.L-1) 

Desvio 

Padrão 

Coeficiente de 

Variação (%) 

 
1 0,935 

0,959 0,023 2,3 

 

1 0,962  

1 0,98  

2,5 2,587 

2,585 0,013 0,5 

 

2,5 2,597  

2,5 2,571  

3,5 3,419 

3,4 0,049 1,4 

 

3,5 3,344  

3,5 3,436  
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Robustez 

Os fatores de robustez (pH, tempo e comprimento de onda) foram avaliados em triplicata. 

Os resultados receberam tratamento estatístico pela Análise de Variância ANOVA e estão 

representados na Tabela 3. 

Tabela 3: Análise de variância ANOVA demonstrando que o método possui robustez. 

Fonte da variação SQ gl MQ F valor-P F crítico 

Entre grupos 0,0001 2 5E-05 0,42097 0,66116 3,40283 

Dentro dos grupos 0,00285 24 0,00012    

Total 0,00295 26         
 

 

Analisando-se os dados presentes na tabela acima, pôde-se constatar que não há diferença 

estatística significativa, já que foram encontrados valores de F inferiores aos valores de F 

crítico, considerando-se o valor de P maior que 0,05. 

Comparando-se os resultados obtidos com um trabalho publicado por Sobrinho et al., 

(2008), no qual foi empregado a validação de metodologia espectrofotométrica para a 

quantificação dos flavonoides de Bauhinia cheilantha (Bongatd) Steudel, o valor encontrado 

para o F foi 3,10, o qual se aproxima do encontrado na Tabela 2, demonstrando assim, a 

confiabilidade do método. 

Recuperação 

A recuperação foi obtida a partir do fator de recuperação, determinado pela equação 4.  

De acordo com o INMETRO (2020), para a recuperação ser considerada válida, ela deve estar 

entre uma faixa de aceitação de 80 a 110 %. Observando-se os dados presentes na Tabela 3, 

é possível constatar que os dados estão dentro deste intervalo.  

Tabela 4: Resultados de recuperação obtidos por meio do teste de adição de padrão em 

três de concentração. 

Concentração (mg.L-1) Recuperação (%) 

0,5 101,74 

1,0 96,83 

1,5 103,82 
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A análise de P geralmente se apresenta com recuperação satisfatória, como por exemplo 

o trabalho realizado por Filho et al., (2020), no qual foi empregado a validação de 

metodologia analítica no ensaio de P na forma de ortofosfatos em águas superficiais por 

espectrofotometria na região do visível. Neste trabalho foram encontrados valores 

compreendidos entre 99,99 e 100,01%, demonstrando assim, uma proximidade entre os 

resultados analisados. 

Quantificação do teor de P no fruto inteiro de jamelão 

Foi possível quantificar o teor de P no fruto, encontrando-se um valor aproximado de 

72mg.100g-1, valor que representa aproximadamente 7% da dose diária recomendada pela 

ANVISA. Em um estudo realizado por Andrade (2019), o teor de P encontrado no fruto foi 

de aproximadamente 100mg.100g-1. Assim, percebe-se que o valor encontrado neste relatório 

apresentou uma diferença de 30%, no entanto, ainda continua sendo uma boa porcentagem 

de P no fruto. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A validação do método para a determinação de micronutrientes em frutos amazônicos foi 

finalizada, apresentando resultados confiáveis, já que o método se mostrou preciso, exato e 

robusto e apresentou um alto de teor de recuperação. Os resultados obtidos para os parâmetros 

previamente determinados de linearidade, limite de detecção, limite de quantificação e 

seletividade complementam a validação deste método, demonstrando que ele é linear, seletivo 

e possui um alto potencial de detecção e quantificação. Comparações com outros métodos 

espectrofotométricos mostram ainda que o método proposto é confiável. Além disso, foi 

possível quantificar o teor de P no fruto. 
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