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RESUMO 

A avaliação do fósforo em sucos de frutas é de grande interesse devido à sua 

essencialidade e propriedades nutricionais. Este trabalho aplicou diferentes estratégias 

de tratamento de amostras para determinação de frações de fósforo em suco de laranja 

industrializado. Inicialmente, o fósforo total (Ptotal) foi determinado a partir da digestão 

e da suspensão da amostra, explorando a análise direta por espectrometria de emissão 

óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). O fósforo livre (Plivre) foi 

determinado através do método espectrofotométrico do azul de molibdênio e o 

fracionamento do mesmo segundo o tamanho de partícula, foi feito através da análise 

das amostras filtradas com membrana de 0,45 μm. O fracionamento do fósforo baseado 

em sua carga também foi realizado mediante uso de duas colunas, a primeira um 

cartucho Sep-pack C18 (neutra) e a segunda empacotada com resina de troca iônica 

Dowex 50WX8 (catiônica). A determinação de Ptotal mostrou que não houve diferença 

significativa entre os procedimentos, para um nível de 95% de confiança. Plivre 

representou 30-90% do Ptotal com uma relação inversa em relação à concentração de 

Ptotal. O fracionamento segundo o tamanho das partículas evidenciou a maior fração de 

Plivre nas amostras após a filtração e os altos percentuais de P na fração aniônica (de 91,2 

a 95,9%) estão relacionados ao fosfato inorgânico livre em equilíbrio com suas formas 

protonadas. Desta forma, foi possível ratificar o potencial nutricional do suco de laranja 

no que tange ao teor de fósforo, uma vez que se apresenta na forma disponível deste 

elemento para o organismo. 

Palavras-chave: fósforo, fracionamento, suco de laranja, espectrofotometria, ICP OES 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Assessment of phosphorus in fruit juices is of great interest due to its essentiality and 

nutritional properties. This study applied different sample treatment strategies to 

determine phosphorus fractions in industrialized orange juice. Firstly, total phosphorus 

(Ptotal) was determined from digestion and sample suspension exploring direct analysis 

by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES). Free 

phosphorus (Pfree) was determined through molybdenum blue spectrophotometric 

method and fractioning of this according to particle size was performed by analysis of 

filtered samples with 0.45 μm membrane. Phosphorus fractioning based on its charge 

was also performed by using two columns, the first a Sep-pack C18 cartridge (neutral) 

and the second packaged with ionic change resin Dowex 50WX8 (cationic). 

Determination of Ptotal showed that there was no significative difference between 

procedures, for 95%of confidence level. Pfree represented 30-90% of Ptotal with an 

inverse relation with respect to Ptotal
 
concentration. Fractioning according to particles 

size evidenced the main fraction of Pfree in the samples after filtration and the high 

percentages of P in anionic fraction (from 91.2 to 95.9%) are related to free inorganic 

phosphate in equilibrium with its protonated forms. Thus, it was possible to assure 

nutritional potential of orange juice with respect of phosphorus content once it is in the 

available form of this element for the organism. 

Keywords: phosphorus, fractioning, orange juice, spectrophotometry, ICP OES 
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1 - INTRODUÇÃO 

Os alimentos têm sido objetos de diversos estudos devido à característica de 

essencialidade à vida (VALLS et al, 2010; SANCHO et al, 2010 e KÜSTERS et al, 

2010). A avaliação nutricional de alimentos consumidos na dieta humana tem sido cada 

vez mais frequente de maneira que a determinação de nutrientes orgânicos e inorgânicos 

pode revelar o potencial nutricional de alimentos, bem como contribuir para a 

formulação de tabelas de composição alimentar utilizadas por médicos e nutricionistas 

(TACO, 2011). 

Embora se saiba que a concentração de elementos pode afetar a qualidade de um 

alimento, a mobilidade e a disponibilidade nos diferentes componentes do ecossistema, 

a biodisponibilidade desses elementos presentes em alimentos está condicionada às 

formas químicas em que se apresentam (MOREDA-PIÑEIRO et al, 2011). Sendo 

assim, a demanda por estudos de especiação em amostras de alimentos tem-se elevado 

no intuito de proporcionar melhor entendimento desses sistemas químicos. 

Os minerais, com destaque para os nutrientes essenciais, têm recebido atenção 

especial em estudos de avaliação nutricional devido ao uso crescente de técnicas 

analíticas que permitem o desenvolvimento de métodos cada vez mais sensíveis, rápidos 

e precisos, atendendo às demandas de quantificação e especiação que dão suporte a essa 

área do conhecimento (CARDOSO et al, 2010 e ZACCONE et al, 2010). 

Dentre os minerais presentes nos alimentos, destaca-se o fósforo por sua 

essencialidade a plantas e animais, uma vez que desempenha funções reguladoras no 

organismo de seres vivos em geral (COZZOLINO, 2009), participando de processos 

metabólicos e de absorção de nutrientes, estando assim associado a funções vitais como 

a fotossíntese e a distribuição de energia no organismo. Nas plantas, o P se apresenta na 

forma inorgânica, considerada forma livre por ser mais facilmente disponibilizada em 

solução; ou na forma orgânica, que está mais fortemente associada a macromoléculas, e 

em geral apresenta uma solubilidade bastante reduzida (FURTINI NETO et al, 1998). 

Grande parte dos métodos analíticos aplicados à determinação do teor total de 

elementos em amostras complexas, como alimentos, requer uma etapa de tratamento da 

amostra a fim de disponibilizar estes elementos em uma forma adequada à medida 
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analítica. A escolha do procedimento de tratamento da amostra ocorre em função das 

características da técnica analítica a ser empregada, da matriz da amostra, dos analitos e 

da disponibilidade de materiais no laboratório sendo que, a maior parte das técnicas 

analíticas requer que as amostras estejam na forma de solução. Em geral, os 

procedimentos de tratamento variam de acordo com a temperatura, pressão, formas de 

aquecimento (fonte de energia), tipos e quantidades de reagentes, tempo de operação, 

tipos de analitos, dentre outros, sendo normalmente aplicados dissolução, extração, 

derivatização e decomposição (PRIEGO-CAPOTE e CASTRO, 2004).  

A despeito de uma série de trabalhos envolvendo a especiação de elementos 

químicos em alimentos, ainda há poucos estudos dessa natureza (MENDONÇA FILHO 

et al, 2012) que contemplem nutrientes como o fósforo, tanto na forma livre como na 

forma orgânica (associado à fração fenólica, açúcares ou outras), em amostras de 

bebidas como sucos naturais e à base de soja. Como os sucos de fruta são amplamente 

consumidos em todo o mundo por diferentes faixas etárias e sua ingestão tem 

aumentado rapidamente nas últimas duas décadas, estudos envolvendo essa matriz 

apresentam preocupação e interesse para muitos pesquisadores, analistas de alimentos e 

nutricionistas, que querem determinar a sua qualidade nutricional e segurança 

(SZYMCZYCHA-MADEJA et al, 2014).  

Ainda hoje se verifica uma carência de trabalhos envolvendo o fracionamento de 

fósforo em amostras de alimentos, onde os mesmos são restritos a matrizes geológicas, 

como por exemplo os trabalhos desenvolvidos por Katsaounosa et al, 2007 e Laakso, J. 

et al, 2016; onde é feita a especiação de fósforo em amostras de sedimento. Em se 

tratando de alimentos, tais estudos têm se restringido apenas à determinação do total de 

fósforo, ou apenas à sua forma livre (inorgânica) (ANDRÉS et al, 2015 e SCHRODER 

et al, 2005), não elucidando a que tipo de moléculas esse elemento está associado. 

Dessa forma, estudos como o apresentado neste trabalho se fazem necessários, para se 

avaliar melhor as formas nas quais este elemento se apresenta. 
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2 - REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 - Química dos alimentos 

 Os alimentos são matrizes complexas que fornecem componentes essenciais à 

vida humana, suas características nutricionais definem a qualidade de uma dieta. A 

saúde sofre influência direta dos componentes presentes nos alimentos, onde os mesmos 

podem ser componentes alimentares benéficos e não benéficos (DURAZZO et al, 

2018).  

 Alimentos contêm nutrientes (como minerais, proteínas, vitaminas, carboidratos 

e gorduras), não nutrientes (substâncias sem função e valor nutricional, com ação 

bioativa ou com propriedades farmacológicas, como substâncias antioxidantes e 

fitoestrogênios) e antinutrientes (substâncias que interferem negativamente na absorção 

ou ação de nutrientes, por exemplo ácido fítico, ácido oxálico e avidina). Por fim, os 

alimentos podem conter ainda compostos indesejáveis oriundos de contaminação 

química ou biológica (DURAZZO et al, 2018). Informações a respeito das propriedades 

nutricionais, podem revelar potencial nutricional de um determinado alimento. Dessa 

maneira, é de suma importância conhecer a composição dos alimentos consumidos, 

pois, tais informações contribuem para a segurança alimentar e nutricional, controle da 

qualidade dos alimentos e para a educação nutricional (TACO, 2011). Como exposto 

por Waltner-Towes e Lang (2000) e adaptado por Durazzo et al (2018) “os alimentos 

são também as entidades que constituem os elos entre agricultura, alimentação, saúde, 

meio ambiente e sociedade”. 

No Brasil, o projeto TACO (Tabela Brasileira de Composição de Alimentos), 

desenvolvido no intuito de gerar dados sobre a composição dos principais alimentos 

consumidos no país, vem contribuindo significativamente para a construção desse banco 

de dados que contempla 597 alimentos e estabelece valores de referência para uma série 

de nutrientes dos quais se destacam os macroelementos P, Ca, Na, Mg, K e os 

microelementos Mn, Fe, Cu e Zn (TACO, 2011). 

Atualmente, há uma demanda crescente por alimentos saborosos, que sejam 

simultaneamente nutritivos, seguros e saudáveis e que ajudem na prevenção de doenças. 

Nesse sentido, os produtos à base de frutas estão implicitamente inseridos nesta 

concepção, a exemplo de diversos produtos aos quais tem sido agregadas frutas, 
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processadas ou não, a fim de aumentar seu valor nutricional e funcional, uma vez que as 

frutas são um tipo de alimento com versatilidade e potencial reconhecidos. No caso de 

sucos e bebidas em geral à base de frutas, o consumo elevado se deve ao fato dos 

consumidores possuírem uma imagem saudável das frutas, além da praticidade destas 

bebidas (OLIVEIRA et al, 2018).  

2.1.1 - Sucos 

A ingestão de suco de frutas aumentou nos últimos anos (SZYMCZYCHA-

MADEJA et al, 2014) e a ideia de consumir produtos das “frutas líquidas” tem atraído o 

interesse e atenção dos consumidores. Essa crescente demanda é atribuída à percepção 

de saúde, conveniência e praticidade (OLIVEIRA et al, 2018). Além disso, devido às 

propriedades benéficas dos sucos de frutas, seu consumo é recomendado.  

O suco de frutas é um produto versátil, que pode ser facilmente consumido por 

diferentes faixas etárias para atender às suas necessidades nutricionais além de 

proporcionar degustação agradável em função à grande variedade de sabores, 

especialmente no Brasil. Os nutrientes estão envolvidos em diversos processos 

bioquímicos, a ingestão adequada de certos nutrientes está relacionada à prevenção de 

doenças por deficiência dos mesmos (HARMANKAYA et al, 2012). Dentre os sucos 

mais ingeridos, há destaque aos sucos cítricos. 

2.1.1.1 - Sucos cítricos 

As frutas cítricas são consideradas um dos importantes grupos de frutas sendo 

consumidas como frutas frescas ou como suco (NIKOLAOU et al, 2017). Essas bebidas 

têm sido muito apreciadas, pois fornecem uma ampla gama de nutrientes essenciais para 

a saúde humana, como vitaminas, folato, fibra dietética, e minerais, bem como muitos 

fitoquímicos, incluindo flavonóides, glucaratos, terpenos, ácidos fenólicos e 

carotenóides (STAHL et al. 2002; STAHL e SIES 2013). O consumo de suco cítrico 

tem sido relacionado à promoção da saúde como prevenção de doenças coronarianas e 

asma crônica e, não só por isso, mas também por outros aspectos benéficos, tem 

aumentado nos últimos anos em todo o mundo (GHAFAR et al. 2010 e 

SZYMCZYCHA-MADEJA et al. 2014). 

Entre os sucos cítricos, a laranja merece atenção devido ao seu alto consumo em 

relação aos sucos de outras frutas cítricas. A produção de laranja é um dos setores mais 
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importantes do agronegócio brasileiro, que tem sido acima de 16 milhões de toneladas, 

correspondendo quase a 13% das culturas permanentes no Brasil nos últimos três anos. 

Cerca de 80% da produção brasileira é destinada à indústria de suco (SILVA et al, 2017; 

MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, PECUÁRIA E ABASTECIMENTO, 2018; 

IBGE, 2018). 

2. 2 - Fósforo 

Entre os elementos que têm significado nutricional e são essenciais para a saúde 

das pessoas, o fósforo é destacado, devido a sua essencialidade à vida (PANTANO et al, 

2016). O fósforo pode se encontrar de duas formas orgânica e inorgânica. Na forma 

inorgânica é encontrado na natureza principalmente como fosfato (PO4
3-

) que se 

encontra em equilíbrio com suas formas hidrogenadas (H3PO4, H2PO4
-
 e HPO4

2-
). O 

fosfato covalentemente ligado a açúcares e proteínas, fosfato orgânico (Po), compõe 

85% do fosfato corpóreo (COZZOLINO, 2009 e THE NATIONAL ACADEMIES 

PRESS, 1997). 

O fósforo participa de diversas funções estruturais, juntamente com o cálcio em 

uma proporção apropriada são importantes para a deposição mineral nos ossos e dentes, 

na forma de hidroxiapatita (SHAPIRO e HEANEY, 2003). Também encontra-se 

presente nos fosfolipídios e fosfoproteínas e nas estruturas dos ácidos nucléicos DNA e 

RNA. Além dessas funções o fósforo, participa da ativação de enzimas, armazenamento 

de energia, na forma de ATP; e com um destaque especial para a participação no 

crescimento de tecidos (COZZOLINO, 2009 e THE NATIONAL ACADEMIES 

PRESS, 1997). 

Em dietas mistas 55 a 70% do fósforo total ingerido é absorvido. Na maior parte 

dos alimentos o fósforo está relacionado a aspectos positivos, exceto quando encontra-

se na forma de ácido fítico (em alimentos como cereais, sementes oleaginosas e 

legumes) quando o mesmo está associado a fatores antinutricionais, impedindo a 

absorção de alguns nutrientes (COZZOLINO, 2009; THE NATIONAL ACADEMIES 

PRESS, 1997; RAVINDRAN, 1994). Altos níveis desse mineral no organismo podem 

causar danos, como por exemplo hiperfosfatemia (RITZ, et al, 2012), que tem como 

sintomas: calcificação, principalmente nos rins; maior porosidade dos ossos e redução 

da absorção de cálcio. É importante ressaltar que, de acordo com o Comitê Permanente 
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do Instituto de Medicina (EUA) sobre a Avaliação Científica das Ingestões Dietéticas de 

Referência, a recomendação diária da ingestão de fósforo por um indivíduo adulto é de 

700 mg/dia (THE NATIONAL ACADEMIES PRESS, 1997). 

A presença de fósforo nos sucos e, consequentemente, em seus derivados, está 

relacionada a diferentes fontes. Entre fertilizantes do solo e foliares, o cultivo 

convencional de frutas faz uso de compostos de fósforo, como ácido fosfórico, fosfato 

diamônico e fosfato de potássio (BARBOUR et al, 2005). Os polímeros de fosfato são 

comumente usados pela indústria alimentícia como conservantes de carne ou aditivos 

em bebidas não alcoólicas aromatizadas (BELTRÁN-GONZÁLEZ, 2008). 

O fósforo inorgânico é a forma mais disponível e (ST-JULES et al, 2016) por 

isso, o desenvolvimento de métodos analíticos capazes de estimar a distribuição de 

fósforo em sucos de fruta é de grande interesse para promover estudos adicionais de 

biodisponibilidade desse mineral. 

2. 3 - Técnicas analíticas para determinação de fósforo 

O teor de fósforo nos sucos de frutas é determinado em nível total (Ptotal) 

principalmente por espectrometria atômica (SZYMCZYCHA-MADEJA e WELNA, 

2013; AKPINAR-BAYIZIT, 2010 e HARMANKAYA et al, 2012). Para fósforo livre 

(Plivre), também conhecido como fósforo inorgânico ou fosfato, é comum o uso de 

cromatografia iônica (EISELE e DRAKE, 2005) e espectrofotometria. Neste contexto, o 

método espectrofotométrico do azul de molibdênio é um dos mais antigos, bem 

estabelecido e amplamente empregado para determinação de Plivre em diferentes 

amostras (FISKE e SUBBAROW, 1925 e NAGUL et al, 2015). Entretanto, estudos 

sobre frações de P foram conduzidos quase que totalmente para matriz geológica 

conforme descrito a seguir. 

Neste tipo de matriz, diversos autores (SCHMITT et al, 2013 e COSTA et al, 

2016) utilizaram a técnica de fracionamento de P proposta por Hedley et al (1982), que 

utiliza extratores de menores a maiores forças de extração, que removem Plivre  

(inorgânico) e orgânico das formas mais disponíveis às mais estáveis. Com as 

modificações propostas por Condron et al (1985), os extratores utilizados no 

fracionamento foram, sequencialmente, resina de troca aniônica, NaHCO3 0,5 mol L
-1

 a 

pH 8,5, NaOH 0,1 mol L
-1

 e H2SO4 + H2O2 + MgCl2. O fósforo orgânico é determinado 
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pela diferença entre Ptotal e o Plivre em cada extrator. Şahin e colaboradores (2012) 

determinaram quatro frações de P sedimentar, incluindo fração de fósforo orgânica 

ligada, fração de fósforo ligada ao cálcio, fração de fósforo ligada a Fe + Al e fósforo 

ligado a carbonato. Os resultados indicaram que a proporção da fração orgânica do 

fósforo foi estimada em 90,20%. Esses trabalhos, em geral, determinam fósforo 

orgânico e inorgânico em solos e amostras derivadas, mas o fracionamento baseado no 

tamanho de partícula e carga de fósforo em amostras de alimentos ainda não foi 

estudado. 

Como pode ser observado nos gráficos da Figura 1, comparando as publicações 

que envolvem a determinação de fósforo, a grande maioria dos trabalhos é realizada em 

amostras de solo, sendo 528 artigos nos últimos 10 anos, enquanto que os trabalhos com 

alimentos são 157.  

Figura 1. Gráfico do número de publicações indexadas na base de dados Web of 

Science para o período dos últimos 10 anos (2008-2018): Barras azuis para os termos 

“phosphorus” AND “determination” AND “soil”; e Barras em rosa para “phosphorus” 

AND “determination” AND “food”. 
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Fonte: Web of Science, 2018. 
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Em uma busca mais detalhada, pode-se observar ainda que a maioria dos 

trabalhos que determinam fósforo em alimentos, apenas o fazem para fósforo total ou 

inorgânico (PO4
3-

), não elucidando as formas nas quais esse elemento encontra-se 

distribuído. Estudos dessa natureza se fazem necessários, pois a depender da sua forma 

pode-se inferir com mais precisão acerca de sua disponibilidade. 
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3 - OBJETIVOS  

3.1 - Geral  

Empregar diferentes estratégias de tratamento de amostras para avaliação da 

distribuição de fósforo em amostras de suco de laranja industrializado. 

3.2 - Específicos  

 Comparar procedimentos de digestão ácida em bloco digestor e análise de 

suspensão para determinação de fósforo total (Ptotal) por espectrometria de 

emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES); 

 Determinar fósforo inorgânico livre (Plivre) nas amostras de suco, através do 

método espectrofotométrico do azul de molibdênio; 

 Determinar as frações de fósforo em função do diâmetro de partícula à qual este 

elemento se encontra ligado, através do uso de filtro de 0,45 µm; 

 Empregar estratégias analíticas baseadas em extração em fase sólida a fim de 

promover a separação das frações de fósforo nas amostras de suco analisadas; 

 Avaliar a distribuição de fósforo nas amostras, em função do tamanho e carga 

das partículas (frações aniônica e neutra);  

 Estimar a fração assimilável de fósforo, através da avaliação da relação de Ptotal e 

Plivre nas amostras. 
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4 - EXPERIMENTAL 

4.1 - Reagentes, soluções e amostras 

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analítico de pureza, não 

sendo necessária qualquer purificação adicional. As soluções foram preparadas com 

água ultrapura (condutividade elétrica < 0,1 μS cm
-1

) e resistividade específica de 18,2 

MΩ cm, obtida a partir do purificador Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA). 

Diluições subsequentes das soluções foram efetuadas quando necessárias. 

Para a digestão das amostras foram utilizados ácido nítrico concentrado e 

peróxido de hidrogênio 30% (v v
-1

) (ambos Merck). Para a determinação de fósforo 

total, a solução padrão de fósforo foi preparada a partir de uma solução padrão 

comercial de Titrisol 1000 mg L
-1

 (Merck). 

Na determinação de fósforo livre, utilizou-se uma solução mista, preparada 

através da dissolução de 0,6181 g de molibdato de amônio (Merck) e 0,2500 g de ácido 

oxálico (Merck) em uma solução de 100 mL ácido nítrico 0,2 mol L
-1

; solução de ácido 

ascórbico (Synth), preparada dissolvendo 0,6000 g do mesmo em 50 mL de água; e 

solução tartarato de óxido de antimônio (III) e potássio tri-hidratado (Sigma-Aldrich), 

para prepará-la dissolveu-se 0,0704 g do reagente em 50 mL de água; e uma solução 

estoque de fósforo 100 mg L
-1

 feita a partir da dissolução de 0,0141g hidrogenofosfato 

de potássio (K2HPO4) (Vetec) em 50 mL. 

Para realizar o fracionamento do fósforo nas amostras, preparou-se uma solução 

de ácido clorídrico (1,0 mol L
-1

), adicionando 4,260 mL de ácido (Merck) a 50 mL de 

água; e uma solução de hidróxido de sódio (1,0 mol L
-1

), através da dissolução de 

2,0000 g (Merck) em 50 mL de água. 

As amostras de suco de laranja industrializado de 4 diferentes marcas foram 

escolhidas de forma aleatória, adquiridas na rede comercial da cidade de Maceió, Estado 

de Alagoas, Brasil. Essas amostras foram submetidas a diferentes estratégias de 

tratamento de acordo com o objetivo da análise. Depois de suas embalagens, as 

amostras de suco foram armazenadas sob refrigeração por um período máximo de uma 

semana. 
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4.2 - Equipamentos utilizados 

Utilizou-se um bloco digestor modelo MA850, Marconi (Piracicaba, SP, Brasil), 

para digestão de amostras de suco de laranja. As amostras de suco digerido e em 

suspensão foram analisadas por espectrometria de emissão óptica com plasma 

indutivamente acoplado (ICP OES) modelo 720 Series, Agilent Technologies (Santa 

Clara, CA, EUA). Para determinação de fósforo livre foi utilizado um espectrofotômetro 

modelo AJX-6100PC Duplo feixe, Micronal (São Paulo, SP, Brasil) e modelo 700 Plus, 

da marca Femto (São Paulo, SP, Brasil). 

Para o fracionamento do fósforo, utilizou-se membrana de acetato de celulose 

(Merck KGaA, Darmstadt, HE, Germany) cartucho Sep-pack C18 (Waters, Barueri, SP, 

Brasil), coluna fabricada em laboratório com resina catiônica Dowex 50WX8 (Merck 

KGaA, Darmstadt, HE, Germany), e bomba peristáltica modelo Reglo digital, Ismatec® 

(Wertheim, BW, Alemanha). 

4.3 - Procedimentos analíticos 

Os procedimentos analíticos para determinação das frações de fósforo em 

amostras de suco de laranja foram desenvolvidos sistematicamente, de acordo com o 

objetivo da análise, conforme apresentado na Figura 2. 

Figura 2. Esquema de procedimentos analíticos aplicados às amostras de suco de 

laranja para fracionamento de fósforo. 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 
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4.4 - Determinação de fósforo total 

A determinação de Ptotal foi feita através da técnica de ICP OES (espectrometria 

de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado), que baseia-se na detecção da 

radiação eletromagnética emitida por átomos neutros ou íons excitados nas regiões do 

espectro eletromagnético visível e ultravioleta. O princípio fundamental da técnica 

consiste na propriedade dos átomos emitirem radiação eletromagnética 

quando submetidos a determinadas condições. A ionização dos elementos a serem 

analisados é feita pelo plasma indutivo de argônio, os íons emitem luzes de diferentes 

extensões que são, em seguida, medidas. A espectrometria de emissão óptica com 

plasma indutivamente acoplado é amplamente utilizada para análise elementar, 

principalmente por causa da sua característica multielementar, boa sensibilidade e 

ampla faixa linear da curva de calibração. É usada em uma variedade de matrizes, 

incluindo alimentos e bebidas, metais, produtos farmacêuticos, água e solo (SKOOG et 

al, 2006; KRUG et al, 2010). 

Para as análises em ICP OES foram comparados dois procedimentos diferentes, 

digestão ácida em bloco e análise de suspensão. Primeiramente, amostras de suco foram 

digeridas em um bloco digestor com base na metodologia estabelecida por Anunciação 

e colaboradores (2011), onde 5 mL de cada amostra foram adicionados a um tubo de 

vidro e em seguida foram adicionados 10 mL de ácido nítrico concentrado (14,4 mol L
-

1
) e 2 mL de peróxido de hidrogênio a 30% (v v

-1
). A temperatura do bloco foi ajustada 

para 140 ° C e as amostras foram digeridas durante 90 min. Posteriormente, as amostras 

digeridas foram transferidas para tubos de polietileno de 15 mL, o volume foi ajustado 

para 10 mL com água ultrapura. E por fim, as amostras foram analisadas por ICP OES. 

As amostras passam pelo processo de digestão ácida (ou abertura) para remover os 

compostos orgânicos presentes, ou seja, mineralizar as amostras.  

Alternativamente, suspensões das mesmas amostras foram diretamente diluídas 

com HNO3 2,9 mol L
-1

 (1:1) para determinação de Ptotal por ICP OES de acordo com 

metodologia estabelecida por Froes et al (2009). A tabela 1 representa as condições 

experimentais de operação do espectrômetro de emissão utilizado nas análises.  
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Tabela 1. Condições experimentais do ICP OES utilizado nas análises de Ptotal. 

Parâmetro Valor/especificação 

Potência 1300 W 

Fluxo do plasma 15 L min 
-1

 

Fluxo do gás auxiliar 1,5 L min 
-1

 

Vazão do nebulizador 0,7 L min 
-1

 

Vazão da amostra 0,8 L min 
-1

 

Sistema de nebulização V-groove com câmara de PTFE Sturman-masters 

Linha espectral selecionada 214,618 nm 

Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

Ambas as análises foram feitas em triplicata. As curvas analíticas para análise 

por ICP OES foram compostas por oito soluções padrão na faixa de 0 a 100 mg L
-1

. 

Estas soluções foram preparadas por diluição de uma solução padrão aquosa de fósforo 

(1000 mg L
-1

). Em tubos de polietileno de 15 mL, foi adicionada uma alíquota de 

solução estoque de fósforo de acordo com a concentração desejada do padrão, 2 mL de 

ácido nítrico concentrado e, em seguida, o volume foi ajustado para 10 mL com água 

ultrapura. As concentrações de P total foram determinadas através da equação da reta 

obtida pela curva de calibração. 

4.5 - Otimização do método espectrofotométrico para determinação de fósforo 

livre 

Para a determinação de Plivre, utilizou-se a espectrofotometria de absorção 

molecular no UV-Vis, que é um dos métodos analíticos mais empregados nos 

laboratórios de análises químicas não apenas pelo seu custo relativamente baixo, mas 

também pela facilidade de operação quando comparada a outras técnicas 

espectrométricas. As análises envolvendo esta técnica são também chamadas de 

colorimétricas uma vez que se baseiam na medida de absorvância ou transmitância de 

uma solução colorida contendo o analito de interesse. Como muitas vezes o analito 

presente na amostra não apresenta coloração na faixa do visível, é necessário fazer uso 

de reagentes para sejam formados produtos que possam ser quantificados, como 

complexos coloridos (SKOOG et al., 2006).  
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Nesse caso, o método utilizado foi o método espectrofotométrico do azul de 

molibdênio, porém antes das análises alguns parâmetros foram avaliados a fim de 

otimizar esse método. Os parâmetros avaliados foram o máximo comprimento de onda 

de absorção e volume de amostra a ser utilizada, conforme detalhamento a seguir. Após 

a otimização do método, foram determinados os limites de detecção (LOD) e 

quantificação (LOQ).  

4.5.1 - Avaliação do comprimento de onda de máxima absorção 

Para determinação de Plivre, foi utilizado o método espectrofotométrico do azul 

de molibdênio (FISKE e SUBBAROW, 1925 e NAGUL et al, 2015). Resumidamente, o 

método consiste na reação de uma solução mista composta por molibdato de amônio (5 

mmol L
-1

), ácido oxálico (20 mmol L
-1

) e ácido nítrico (200 mmol L
-1

); amostra/padrão 

de fosfato; solução de ácido ascórbico (C6H8O6) (68 mmol L
-1

) e tartarato de óxido de 

antimônio (III) e potássio tri-hidratado (2,1 mmol L
-1

) como catalisador. Nesta reação, 

íons fosfato e molibdato interagem em meio ácido formando o ácido molibdofosfórico 

que é reduzido do estado de oxidação 6+ ao 5+, formando um complexo de coloração 

azul, o azul de molibdênio, cuja a composição não é claramente elucidada pela 

literatura. É válido ressaltar que, a intensidade da coloração é proporcional à quantidade 

de fosfato presente na solução analisada. A reação pode ser melhor observada de acordo 

com a representação descrita nas equações 1 e 2. 

   
         

                               (Eq. 1) 

                    

  
                              (Eq. 2) 

 Para avaliar o comprimento de onda de máxima absorção foram preparados 

padrões de fósforo em diferentes concentrações e a partir dos mesmos uma curva 

analítica com base nos espectros de varredura. A curva analítica foi preparada da 

seguinte maneira: soluções padrão nas seguintes concentrações 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 

1,5; e 2,0 mg L
-1

 de fósforo foram preparadas, a partir de uma solução padrão de 

hidrogenofosfato de potássio (100 mg L
-1

). Em seguida, foram reservados sete tubos de 

polietileno (15 mL), sendo seis deles para os padrões citados acima e um deles para o 

branco analítico. Em cada tubo foram adicionados 1,5 mL de solução mista; 0,2 mL do 

padrão de fósforo; 1,8 mL de água ultrapura; 1 mL da solução de ácido ascórbico e 0,5 

mL da solução tartarato de óxido de antimónio (III) e potássio tri-hidratado. Após 
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adição de reagentes e padrão, esperou-se aproximadamente 15 minutos, para que a 

reação ocorresse formando o azul de molibdênio e então fez-se os espectros de 

varredura dos padrões no espectrofotômetro. 

4.5.2 - Avaliação do volume de amostra 

Testes foram feitos para verificar o volume de amostra a ser empregado, visando 

uma melhor sensibilidade para o método. Seguindo os procedimentos acima citados, 

curvas analíticas foram preparadas alterando apenas as quantidades de padrão em 0,2 

mL; 0,5 mL e 1 mL. Completados com água de forma que o volume final fosse 5 mL. 

As análises foram realizadas no espectrofotômetro, em um comprimento de onda de 749 

nm, com base no resultado da avaliação anterior.   

4.5.3 - Limites de detecção e quantificação 

Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) foram estabelecidos a 

partir da análise de dez soluções do branco e os cálculos foram realizados com base nos 

dados da curva de calibração. O LOD foi definido como       , onde     é o desvio 

padrão do sinal analítico da solução em branco e   é a inclinação da curva de calibração 

(coeficiente angular). Para LOQ, a expressão matemática é definida como        .  

4.6 - Determinação de fósforo livre   

Após a otimização, o método foi aplicado às amostras de suco laranja 

industrializado. As amostras foram diluídas 125 vezes e submetidas ao método 

espectrofotométrico do azul de molibdênio, com medidas realizadas em 749 nm. É 

importante destacar que todas foram preparadas em triplicata. Os padrões que 

constituíram a curva compreenderam a faixa de 0,0 a 1,0 mg L
-1

. Após as medidas, as 

quantidades de fósforo livre foram determinadas com base na equação da reta obtida 

através da curva de calibração. 

4.7 - Distribuição das frações de fósforo 

4.7.1 - Fracionamento de fósforo com base no tamanho de partícula 

Para o fracionamento de Plivre em função do tamanho das partículas, as amostras 

foram diluídas 125 vezes com água ultrapura e uma alíquota de 5 mL de cada amostra 
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foi filtrada, mediante o uso de membranas de acetato de celulose com porosidade de 

0,45 μm. Após as filtrações as amostras foram analisadas através do método 

espectrofotométrico do azul de molibdênio. 

4.7.2 - Fracionamento de fósforo baseado em sua carga 

4.7.2.1 - Escolha das colunas e montagem do sistema para procedimento de extração 

 A distribuição de frações do fósforo também foi avaliada com base na carga da 

fração global. Para isso, as frações neutra e catiônica das amostras de suco foram 

separadas por um sistema de extração em fase sólida, contendo duas colunas. A 

primeira coluna, comercial, era um cartucho Sep-pack C18 de 360 mg (coluna I), para 

retenção de espécies não polares (fração neutra) (Figura 3). A segunda, empacotada com 

resina de troca iônica Dowex 50W X8 (coluna II), foi construída em laboratório com 

diâmetro de 4 mm e comprimento de 7,5 cm, para reter a fração catiônica que continha 

fósforo (Figura 3). 

Figura 3. Colunas utilizadas no processo de extração e seus respectivos efluentes 

(efluente I - fração neutra e efluente II - fração aniônica). 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

A resina da coluna II foi condicionada com base no procedimento estabelecido 

por Pohl e Prusisz (2007), onde pesou-se 1g de resina Dowex 50W X8, adicionou-se 20 

mL de água ultrapura e colocou-se para agitar durante 40 minutos. Após a agitação, o 

excesso de água foi retirado e foram adicionados 10 mL de HCl 1 mol L
-1

, em seguida a 

coluna foi lavada com 20 mL de água e 10 mL de NaOH 1 mol L
-1

, o excesso de NaOH 

foi removido e a resina foi lavada mais uma vez com água.  
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4.7.2.2 - Avaliação do sistema de extração em fase sólida 

Inicialmente o sistema foi avaliado através de testes realizados com uma solução 

padrão de fósforo (1,0 mg L
-1

), que foi bombeada através das colunas I e II, 

sequencialmente. Parte do efluente da coluna I foi coletado (efluente I) para posterior 

análise e o restante do volume da amostra foi bombeado através da coluna II para gerar 

o efluente II, Figura 4.  

Figura 4. Representação do sistema de extração em fase sólida. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018. 

 

Foram feitos brancos das colunas no início e no término das análises, para 

comprovar a ausência de fósforo e a eficiência do sistema de extração. Posteriormente, 

os efluentes (I e II) foram submetidos ao método espectrofotométrico do azul de 

molibdênio, cujas análises foram realizadas no espectrofotômetro, num comprimento de 

onda 749 nm. 

4.7.2.3 - Determinação das frações de fósforo baseadas em sua carga 

As amostras de suco de laranja industrializado, foram diluídas 125 vezes, filtradas 

com membranas de 0,45 μm e, então, bombeadas através das colunas I e II, a fluxo 

constante de 3 mL min
-1

. Parte do efluente da coluna I (efluente I) foi recolhido para 

posterior análise, sendo o volume restante bombeado através da coluna II, gerando então 

o efluente II. Em seguida, determinou-se o teor de Ptotal nos efluentes I e II por ICP 

OES, tomando-se como referência (100%) as concentrações de P antes da filtração para 

avaliação do elemento retido na fase sólida. Sendo as concentrações de P após a 

filtração, os valores de referência (100%) para avaliação das frações apolar e aniônica, 
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após percolação pelas colunas. O cálculo da fração catiônica foi feito por diferença, a 

partir da diferença da concentração de Ptotal. 

Brancos das colunas foram feitos antes e após cada análise para garantir ausência 

de fósforo, ou seja, que não haveria efeito de memória, no sistema de extração. Vale 

salientar que, todas as análises foram realizadas em triplicata e as concentrações de 

fósforo foram determinadas com base nas equações das curvas de calibração construídas 

a partir de soluções padrão aquosas deste analito.  
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5 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 - Determinação de fósforo total 

Os resultados das médias de concentração de Ptotal presente nas amostras e 

respectivos intervalos de confiança obtidos estão dispostos na Tabela 2. Os limites de 

detecção (LOD) e quantificação (LOQ) de fósforo para as análises feitas no ICP OES 

foram de 8,70 e 28,6 μg L
-1

, respectivamente.  

Tabela 2. Concentrações de Ptotal (digestão e suspensão) nas amostras de suco. 

Concentração de P (mg L
-1

) 

Amostras 
Ptotal 

Digestão Suspensão 

S1 104 ± 9 104 ± 1 

S2 119 ± 7 112 ± 5 

S3 24,0 ± 8,9 21,0 ± 1,1 

S4 274 ± 28 269 ± 6 

      Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

Ao avaliar a correlação entre as concentrações de Ptotal na suspensão (CP-susp) e na 

amostra digerida (CP- dig) através da equação CP-dig = (1,01 ± 0,01) CP-susp - (2,89 ± 1,63), 

evidenciou-se a semelhança entre esses dois procedimentos pela inclinação obtida (a = 

1,01) e coeficiente de correlação de Pearson (r = 0,9999 ) (Figura 5). Os valores de cada 

tratamento das amostras foram comparados estatisticamente, através do Teste t para 

comparação de duas médias emparelhadas e não revelaram diferença significativa ao 

nível de confiança de 95%, uma vez que o valor t experimental (texp = 2,51) foi inferior 

ao valor crítico (tcrítico = 3,18).  

Figura 5. Correlação dos procedimentos de digestão e suspensão para determinação de 

Ptotal em amostras de suco de laranja por ICP OES. 
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

Essa semelhança entre os dois procedimentos está de acordo com resultados 

anteriores de outros autores (SZYMCZYCHA-MADEJA e WELNA, 2013 e 

AKPINAR-BAYIZIT, 2010). Por exemplo, Akpinar-Bayizit (2010) verificou que a 

análise direta de suspensões de suco de romã para várias espécies minerais, incluindo 

fósforo, foi consistente com os resultados fornecidos por outros trabalhos (AL-

MAIMAN e AHMAD, 2002; ORAK, 2009; EKŞI e ÖZHAMAMCI, 2009). De forma 

semelhante, Szymczycha-Madeja e Welna (2013) compararam diferentes tratamentos de 

amostras para determinação da composição mineral dos sucos de frutas por ICP OES, e 

demonstraram que não houve diferenças significativas ao nível de confiança de 95% 

entre os resultados obtidos pela análise da suspensão em relação à digestão da amostra. 

Com base nesses resultados, o procedimento de suspensão foi considerado mais 

adequado para análise posterior, pois é mais representativo em relação às condições 

originais da amostra e também possui diversas outras vantagens, incluindo menor 

consumo de reagentes, menor geração de resíduos, menor manipulação da amostra e 

aumento da frequência analítica. Além disso, o procedimento de digestão apresentou 

menor reprodutibilidade, como evidenciado em todas as amostras, em comparação com 

os intervalos de confiança dos dados de suspensão, especialmente na amostra S3. 
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As concentrações de Ptotal nas amostras de suco de laranja analisadas no presente 

trabalho foram comparáveis às encontradas por outros autores em diferentes amostras 

de suco de frutas (Tabela 3). De acordo com essa comparação, confirma-se que as 

concentrações de Ptotal nas demais amostras de suco de frutas variaram de 6,6 a 190 mg 

L
-1

 e, no caso do suco de laranja, esta faixa ficou entre 0,2 e 269 mg L
-1

. Estas 

diferenças em relação ao suco de laranja se pautam no fato de que os níveis de fósforo 

dos sucos de frutas dependem da natureza da fruta, da composição mineral do solo de 

onde é originada, da composição da água de irrigação, das condições climáticas e das 

práticas agrícolas, como tipos e quantidades de fertilizantes usados, entre outros fatores 

(DEHELEAN e MAGDAS, 2013). 

Quanto à composição química dos sucos de laranja, foram encontradas 

diferenças significativas comparando os rótulos das diferentes marcas analisadas. A 

concentração de proteínas, carboidratos e vitaminas contendo fósforo foram diferentes 

de uma amostra para outra, o que está de acordo com a ampla faixa de concentração de 

Ptotal encontrada no presente trabalho (Tabela 2). Por exemplo, alguns dos sucos 

analisados foram enriquecidos com vitaminas cuja composição contém fósforo, como a 

fosfato de riboflavina, que é um aditivo usado na coloração de alimentos, e a piridoxina, 

que também contém fósforo na forma orgânica em sua estrutura (LOZANO, 2006). 

Também deve ser considerada a adição de diferentes quantidades de polifosfatos 

ao suco de laranja comercial, que é usado para estabilizar a vitamina C; assim como a 

presença de íons como Zn(II)
 
e Ca(II), que podem precipitar como seus respectivos 

fosfatos. Todas essas características podem contribuir para diferenças na concentração 

de Ptotal, o que dificulta predizer ou estabelecer a faixa de concentração exata desse 

elemento em sucos de laranja industrializados. 
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Tabela 3. Comparação das concentrações de fósforo obtidas em diferentes amostras de suco após análise por diferentes técnicas. 

Amostras P frações 
Faixa de concentração 

(mg L
-1

) 
Técnica analítica Referência 

Suco de laranja 

Ptotal 

170,0 - 190,0 Espectrofotometria Chaney e Blunt (1925) 

Suco de maçã 46,4 - 80,6 

ICP OES Barnes (1997) 
Suco de laranja 152,8 - 220,0 

Derivados de limão 6,6 - 69,3 

Suco de laranja 158,0 

Suco de laranja Brasileiro 119,0 - 190,0 ICP AES Simpkins et al (2000) 

Suco de laranja 197,0 - 209,1 ICP OES Schroder at al (2005) 

Suco de maçã 75,0 

ICP OES 
Szymczycha-Madeja e Welna 

(2013) 

Suco de uva 136,0 

Suco de laranja 235,0 

Suco de abacaxi 71,0 

Suco de laranja 0,2 - 94,5 ICP OES Savić et al (2015) 

Suco de laranja com leite 

Plivre 

52,1 - 168,1 

Cromatografia 

Iônica 
Andrés et al (2015) 

Abacaxi, maçã e suco de uva com 

leite 
51,8 - 90,8 

Suco de frutas com soja 145,4 - 428,3 

Suco de laranja 

Plivre 19,0 - 81,0 Espectrofotometria 

Presente trabalho 

Ptotal 21,0 - 269,0 

ICP OES 
Fração Aniônica 15,5 - 67,8 

 Fração Catiônica < LOD - 2,1 

Fração Neutra < LOD - 1,5 
LOD: limite de detecção; ICP OES: Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma Indutivamente Acoplado; ICP AES: Espectrometria de Emissão Atômica por Plasma Acoplado Indutivamente. 

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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5.2 - Otimização do método espectrofotométrico para determinação de fósforo 

livre 

5.2.1 - Avaliação do comprimento de onda de máxima absorção 

De posse dos dados dos espectros de varredura, verificou-se que o comprimento 

de onda de maior absorção foi 749 nm (Figura 6). Dessa forma, esse foi o comprimento 

de onda selecionado para as demais análises. 

 

Figura 6. Espectro de varredura de diferentes padrões de fósforo. 
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

5.2.2 - Avaliação do volume de amostra 

De acordo com os gráficos da figura 7, pode-se observar que o maior volume de 

padrão, está associado à maior sensibilidade do sinal analítico, de modo que conforme 

aumentou-se o volume de padrão a sensibilidade aumentou.  

Figura 7. Curvas analíticas obtidas a partir dos volumes de padrão (a) 0,2 mL; (b) 0,5 

mL; (c) 1 mL. 

 



36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

Devido à maior sensibilidade, optou-se por utilizar o volume de 1,0 mL de 

padrão/amostras para as análises posteriores, cuja sensibilidade foi de 0,46, como pode 

ser observado na equação da reta da curva de calibração 7c. Vale salientar que, a faixa 

de concentração da curva analítica foi alterada, pois embora o maior de volume de 

amostra esteja pautado na maior sensibilidade, houve uma extrapolação na faixa de 

resposta do equipamento, fazendo com que a faixa de concentração diminuísse. 

Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) obtidos para o método 

espectrofotométrico do azul de molibdênio foram de 0,028 e 0,094 mg L
-1

, 

respectivamente.  
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5.3 - Determinação de fósforo livre e comparação com as concentrações de Ptotal 

 Os resultados das concentrações de Plivre nas amostras de suco de laranja são 

apresentados na Tabela 4. De acordo com estes resultados, Plivre representou um 

intervalo de 30 a 90% do teor de Ptotal nos sucos analisados, com uma relação 

diretamente proporcional em termos de concentração, como mostrado na Figura. 8a. No 

entanto, a Figura 8b evidenciou uma relação inversa e exponencial entre concentração e 

porcentagem de Plivre. 

Tabela 4. Concentrações de Ptotal (suspensão) e Plivre em suco de laranja. 

Amostras 

Concentrações de P (mg L
-1

)  

(%) de Plivre Plivre Ptotal  

ICP OES Espectrofotometria  

S1 104 ± 1 47,7 ± 3,4  45,86 

S2 112 ± 5 56,8 ± 4,9  50,71 

S3 21,0 ± 1,1 18,9 ± 3,3  90,00 

S4 269 ± 6 81,2 ± 6,9  30,18 

     Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

Figura 8. Correlações das frações de fósforo em amostras de suco de laranja: (a) 

concentração de Ptotal e Plivre; (b) Concentração de Ptotal e porcentagem de Plivre.  
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 
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Provavelmente esse comportamento onde o menor percentual de Plivre foi 

determinado para a maior concentração de Ptotal, se deve à formação de precipitados 

com baixa solubilidade, como fosfato de zinco e cálcio, uma vez que esses íons estão 

presentes em alguns sucos comerciais de laranja. Além disso, a agregação de Plivre a 

partículas em suspensão, proteínas, carboidratos e vitaminas presentes nos sucos pode 

ocorrer, alterando assim a relação do teor de Plivre e Ptotal.  

5.4 - Distribuição das frações de fósforo 

5.4.1 - Fracionamento de fósforo com base no tamanho de partícula 

O fracionamento de fósforo de acordo com o tamanho das partículas foi 

determinado com base no teor de Plivre obtido pelo método do azul de molibdênio. Como 

era de se esperar, as amostras de suco sem filtração, em geral apresentaram maior teor 

de Plivre quando comparadas às amostras filtradas. Os resultados obtidos (Tabela 5) 

evidenciam que uma faixa de 71 a 93% de Plivre presente em suco de laranja está 

associado a partículas com diâmetro inferior a 0,45 μm.  

Assim, a fração de Plivre com diâmetro acima deste tamanho variou de 7 a 29% 

de acordo com a marca e a composição do suco, uma vez que marcas diferentes fazem 

uso de diferentes tipos de aditivos e alguns desses compostos têm fósforo em sua 

composição ou podem reagir com Plivre para que alguns agregados possam ser formados. 

Tabela 5. Frações de Plivre em amostras de suco de laranja de acordo com o tamanho de 

partícula. 

Amostras 
Concentrações de Plivre (mg L

-1
) 

(%) de Plivre < 0,45 μm 

Sem filtração Filtrado com 0,45 μm 

S1 67,8 ± 1,0 56,3 ± 2,0 83,03 

S2 90,7 ± 2,1 64,4 ± 2,1 71,00 

S3 29,0 ± 0,7 27,0 ± 0,7 93,10 

S4 89,9 ± 6,7 66,4 ± 3,8 73,86 

Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

Ao avaliar a correlação entre as concentrações de Plivre e Plivre < 0,45 μm, é possível 

observar uma relação diretamente proporcional, onde na medida que aumenta-se a 
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concentração de Plivre, ocorre um aumento na concentração de Plivre com um tamanho 

inferior a 0,45 μm, Figura 9a. Da mesma maneira, evidencia-se na Figura 9b que, 

quando há um aumento na concentração de Plivre, a tendência de retenção de Plivre com 

um tamanho superior a 0,45 μm é maior.  

Figura 9. Correlações das frações de fósforo em amostras de suco de laranja: (a) 

Concentração de Plivre e Plivre < 0,45 μm; (b) Concentração de Plivre e porcentagem de Plivre > 

0,45 μm. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

5.4.2 - Fracionamento de fósforo baseado em sua carga 

5.4.2.1 - Avaliação do sistema de extração em fase sólida 

Na avaliação do sistema de extração em fase sólida, utilizando uma solução 

padrão de fósforo 1,0 mg L
-1

, as concentrações de fósforo obtidas foram de 

aproximadamente 123% em relação à concentração real. De uma maneira geral, os 

padrões se comportaram de forma esperada, pois a coluna de C18, por ser apolar não 

deveria reter o fosfato, e ao bombear a solução padrão pela mesma, a concentração 

encontrada foi de 1,23 ± 0,25 mg L
-1

. Em relação à coluna Dowex 50W X8, que é uma 

resina catiônica, não deveria ficar retido qualquer resquício de fosfato, o que também 

pode ser observado de acordo com os dados, onde obteve-se uma concentração de 1,21 

± 0,01 mg L
-1

. A recuperação de 123% obtida, pode ser considerada aceitável, visto que 

as concentrações de fósforo dos brancos das colunas foram quase zero, e por se tratar de 
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concentrações tão baixas essa flutuação de 23% estaria dentro do aceitável, uma vez que 

este dado está contemplado dentro da faixa do intervalo de confiança calculado.  

5.4.2.2 - Determinação das frações de fósforo baseadas em sua carga 

Para determinação das frações de fósforo contidas nos sucos, em função de suas 

cargas, primeiramente, uma alíquota de cada amostra diluída foi analisada por ICP OES 

e o resultado para Ptotal foi utilizado como referência primária. Em seguida, outras 

alíquotas de cada amostra diluída foram filtradas através de membranas de 0,45 μm e 

também analisadas por ICP OES para determinação de Ptotal. Esta informação sobre o 

Ptotal foi utilizada como referência (100%) para avaliação da distribuição das frações 

deste elemento dependendo da carga e interação com ambas as colunas empregadas no 

procedimento de extração em fase sólida (SPE). Após a percolação pelas colunas I e II, 

os efluentes obtidos foram analisados por ICP OES para determinação de fósforo nas 

frações neutra, aniônica, respectivamente. 

É importante salientar que as fases sólidas empregadas neste trabalho (C18 e 

Dowex 50WX8) já foram relatadas na literatura para retenção de frações neutra e 

catiônica, respectivamente. A fase C18 foi relatada para retenção de espécies neutras, 

como anticorpos e proteínas, em amostras biológicas; (HUANG et al, 2017) e 

carotenóides em algas (JIN et al, 2017). Resinas catiônicas como Dowex 50W já foram 

empregadas para retenção de Fe(III), Mg(II), Ca(II) e Zn(II)
 
em amostras de leite; 

(POHL e PRUSISZ, 2007) e Mn(II) em amostras de vinho (POHL, 2009). 

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para as concentrações de Ptotal nas 

amostras diluídas, diluídas e filtradas, e os efluentes I e II, além das porcentagens de 

frações neutra e aniônica obtidas após a interação entre a amostra e o suporte sólido de 

cada coluna. De acordo com esta tabela, ao compararmos o conteúdo de Ptotal da amostra 

filtrada com a apenas diluída, foi mostrada uma retenção máxima de 26% de P em 

material particulado com tamanho maior que 0,45 μm (amostra S4). 

Tabela 6. Distribuição de fósforo em amostras de suco de laranja de acordo com a carga 

das frações. 
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Amostras 

Concentrações de P (mg L
-1

) 

 

Porcentagem de P (%) 

Diluída 
Diluída e 

filtrada 

Efluente I 

(Coluna 

C18) 

Efluente II 

(Coluna 

Dowex) 

Fração 

neutra 

Fração 

aniônica 

S1 38,7 ± 1,3 32,6 ± 4,1 32,0 ± 2,0 30,8 ± 6,6  1,84 94,48 

S2 88,8 ± 4,9 71,1 ± 3,6 69,9 ± 3,2 67,8 ± 2,8  1,69 95,47 

S3 16,9 ± 4,4 16,9 ± 2,3 15,4 ± 2,2 16,2 ± 0,4  8,88 95,86 

S4 23,0 ± 4,0 17,0 ± 0,8 17,0 ± 3,2 15,5 ± 1,3  < LOD 91,18 

Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 

Essa retenção provavelmente se deve à maneira como o fósforo é distribuído nas 

amostras, seja em compostos orgânicos, como vitaminas, carboidratos e proteínas de 

fosfato, ou adsorvido em partículas suspensas, como agregados; assim adquirindo 

tamanho maior que a porosidade de corte da membrana usada para filtração. Ao 

comparar as concentrações de P nos dois efluentes (I e II), foi possível calcular a 

porcentagem das frações neutra e aniônica de cada amostra obtida a partir da diferença 

da concentração de Ptotal. A distribuição dessas frações também é mostrada na Figura 10. 

Figura 10. Distribuição das frações de fósforo presentes nas amostras de suco de 

laranja. 
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018. 
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De acordo com os dados obtidos, podemos inferir que não houve interação entre 

as espécies de fósforo da amostra S4 e coluna I (C18, neutro). Para as demais amostras, a 

interação foi confirmada, uma vez que a faixa obtida foi de até 8,9%. Por outro lado, a 

fração catiônica variou em até 8,8%, indicando que parte do fósforo contido no suco é 

ligado a espécies ou macro agregados de carga positiva. 

Os altos percentuais de P na fração aniônica (de 91,2 a 95,9%) estão 

relacionados ao fosfato inorgânico livre em equilíbrio com suas formas protonadas, 

devido à característica ácida do suco de laranja, cujo pH variou entre 2 e 3. Assim, a 

fração de fósforo analisada neste trabalho está realmente na forma aniônica. Esses dados 

estão em concordância com resultados previamente publicados, em que o fósforo foi 

encontrado principalmente em sua forma inorgânica em amostras de alimentos, seja por 

ocorrência natural ou por inclusão como aditivo na indústria de alimentos (THE 

NATIONAL ACADEMIES PRESS, 1997). Assim, o P contido nas amostras de suco de 

laranja industrializado está mais presente em sua forma inorgânica, que é a forma mais 

disponível deste elemento. 
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6 - CONCLUSÕES 

Através deste trabalho foi possível constatar a equivalência dos resultados de 

digestão e suspensão para Ptotal, onde os dados obtidos não revelaram diferença 

significativa ao nível de confiança de 95%. Por conseguinte, a suspensão foi 

considerada mais adequada, uma vez que a etapa de tratamento da amostra pode ser 

restrita apenas a uma diluição minimizando assim a manipulação da mesma. 

Verificou-se que o Plivre representou uma faixa de 30 a 90% do teor de Ptotal nos 

sucos analisados, com uma tendência diretamente proporcional em relação à 

concentração. No entanto, evidenciou-se uma relação inversa e exponencial entre 

concentração Ptotal e porcentagem de Plivre. 

Em se tratando do diâmetro de partícula, maior parte do Plivre presente nos sucos 

de laranja analisados, está associada a material particulado com tamanho inferior a 0,45 

μm, numa faixa de 71 a 93%. 

Esse trabalho também permitiu a comparação inédita entre a concentração de 

Ptotal e suas frações em suco de laranja industrializado, com as maiores porcentagens de 

fósforo na fração aniônica, que possivelmente está relacionada à forma inorgânica deste 

elemento. 

Assim, pode-se concluir que o P contido nas amostras de suco de laranja 

industrializado está mais presente em sua forma livre (inorgânica), o que se apresenta 

como um benefício, visto que esta é a forma disponível e/ou assimilável deste elemento 

no organismo, dando a este alimento grande funcionalidade na dieta humana. Com base 

no consumo diário de fósforo recomendado para um adulto (700 mg por dia), o teor 

médio de Plivre presente nas amostras analisadas de suco de laranja representa 1,6% 

considerando a ingestão de 200 mL de suco. 

Ademais, vale destacar que o uso do método espectrofotométrico do azul de 

molibdênio que, embora restrito à determinação de Plivre, apresenta a vantagem de ser 

aplicado à avaliação prévia da disponibilidade de fósforo, uma vez que esta é a forma 

disponível deste elemento no organismo. 
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APÊNDICE 

Cálculos estatísticos 

Teste t para comparação de duas médias emparelhadas 

Para comparar estatisticamente os valores de cada tratamento das amostras, foi 

utilizado o teste t para comparação de duas médias emparelhadas, que verifica se a 

média dos n dados obtidos por dois métodos analíticos distintos para amostras com 

níveis de concentrações diferente para um mesmo analito são comparáveis 

estatisticamente entre si. 

Fórmula para realizar teste t Média Desvio padrão 

      |
  

  
√ 

⁄
|  ̅   

 

 
∑    

 

   

    √
∑    

 
      ̅  

    
 

Legenda: 

texp = t experimental 

dm = média das diferenças 

sd = desvio padrão das 

diferenças 

n = número de amostras 

Legenda: 

 ̅ = média 

n = número de 

amostras 

xi = valores de cada 

elemento da série 

Legenda: 

s = desvio padrão 

 ̅ = média 

n = número de 

amostras 

xi = valores de cada 

elemento da série 

 

Digestão Suspensão Diferença 

104 104 104 – 104 = 0 

119 112 119 – 112 = 7 

24,0 21,0 24 – 21 = 3 

274 269 274 – 269 = 5 

 

Média das 

diferenças (dm) = 
3,75 

Desvio padrão das 

diferenças (sd) = 
2,99 

 

      ||
    

    
√ 

⁄
||        

 

Valor de tcrítico Valor de texperimental 
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3,18 2,51 

O valor de texperimental (texp = 2,51) foi inferior ao valor crítico (tcrítico = 3,18), o 

que comprova que, em um nível de 95% de confiança, as concentrações de cada 

tratamento de amostra não possuem diferenças significativas. 

Limites de detecção e quantificação 

Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) são estabelecidos a partir 

da análise de dez soluções do branco analítico e os cálculos são realizados com base nos 

dados da equação da reta da curva de calibração (y = a x + b).  

curva 

Brancos analíticos 
Concentrações de 

Plivre (mg L
-1

) 

B1 0,055 

B2 0,060 

B3 0,056 

B4 0,055 

B5 0,056 

B6 0,059 

B7 0,052 

B8 0,050 

B9 0,061 

B10 0,064 

 

O LOD é definido como      , onde    é o desvio padrão do sinal analítico das 

soluções em branco e   é a inclinação da curva de calibração (coeficiente angular). Para 

LOQ, a expressão matemática é definida como       . Utilizando-se a fórmula para 

calcular o desvio padrão, já descrita nos cálculos anteriores, obteve-se um valor de 

         . Esse valor é aplicado nas fórmulas de LOD e LOQ, para que sejam 

obtidos seus respectivos valores. 

LOD LOQ 

0,028 mg L
-1

 0,094 mg L
-1

 

Intervalo de confiança entre as médias e desvio padrão relativo 
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Para calcular o intervalo de confiança, é necessário primeiro calcular a média 

das amostras, que são analisadas em triplica. Após obter a média das análises em 

triplicata é feito o cálculo do desvio padrão, entre essas réplicas. 

Amostra (réplicas) 
Concentrações de Plivre 

(mg L
-1

) 

S1.1 78,1 

S1.2 83,5 

S1.3 82,1 

 Média ( ̅) = 81,2 

 Desvio padrão (  ) = 2,77 

 

 Através do valor da média e do desvio padrão faz-se o cálculo do desvio padrão 

relativo, que corresponde a         ̅. Substituindo os valores temos      

              . Por fim, o intervalo de confiança é calculado de acordo com a 

fórmula              √ , onde substituindo os valores                √ , 

temos um        . 
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ANEXOS 

Resumos de trabalhos aceitos em anais de congressos - apresentação de pôsteres 
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Resumos de trabalhos aceitos em anais de congressos - apresentação de oral 
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