
Finalidade
Reação colorimétrica para determinação quantitativa de fósforo em amostras de soro, plasma, urina e 
líquido amniótico humanos. Somente para uso diagnóstico “in vitro”.

Princípio
O fósforo inorgânico presente na amostra reage com o molibdato   em meio ácido, formando um 
complexo colorido que é quantificado por espectrofotometria em 340 nm.

Fósforo Inorgânico + H2SO4 + Molibdato de Amônio não reduzido   Complexo fosfomolibdato

Metodologia
Molibdato UV

Significado clínico
No soro, a alteração de fosfatemia independe muitas vezes de qualquer distúrbio hidroeletrolítico, pren-
dendo-se geralmente a problemas metabólicos ou endócrinos. O teor de fósforo inorgânico no soro 
circulante é influenciado pelo hormônio da paratireóide, absorção intestinal, funcionamento renal e 
metabolismo ósseo. A absorção intestinal do fosfato está intimamente condicionada à do cálcio, pois 
a permanência deste no intestino resulta na formação do fosfatos insolúveis que se perdem nas fezes. 
A absorção do fosfato depende indiretamente da presença de vitamina D. O hormônio da paratireóide 
exerce sobre a fosfatemia uma influência oposta à exercida sobre a calcemia, isto é, tende a reduzir a 
fosfatemia por aumentar a excreção renal de fosfato, a despeito de causar mobilização do mesmo a 
partir dos ossos. O baixo nível de fosfato observado no raquitismo está relacionado à sua má absorção 
intestinal, bem como o aumento da excreção urinária devida ao aumento da atividade da paratiróide. 
Existe ao que parece, uma relação recíproca entre cálcio e fósforo. Todo aumento de fósforo no soro 
causa diminuição do cálcio por um mecanismo ainda não bem compreendido. Causas de hiperfos-
fatemia: Insuficiência renal, hipoparatireoidismo, pseudo-hipoparatireoidismo, hipervitaminose D, 
acromegalia (fase ativa). Causas da hipofosfatemia: Raquitismo, hiperparatireoidismo (nem sempre), 
síndromes de má-absorção, algumas formas de disfunção tubular congênita. Na urina, o teste é útil na 
avaliação do balanço cálcio/fósforo do organismo. Excreção urinária aumentada de fósforo ocorre em 
hiperparatireoidismo, acidose tubular renal, uso de diurético e na síndrome de Fanconi. Excreção dimi-
nuída é encontrada no hipoparatireoidismo e pseudo-hipoparatireoidismo.

Reagentes
Reagente único e pronto para uso. Conservar entre 2 e 25 °C. Contém: Molibdato de amônio 0,81 mM 
e ácido sulfúrico 255 mM. Padrão (cód 3010): Conservar entre 2 e 8 ºC. Solução aquosa contendo 
concentração padrão de fósforo rastreável ao Material de Referência Padrão JCCRM 321-6. Verifique 
a concentração do padrão no rótulo do frasco.
Os reagentes não abertos são estáveis até a data de vencimento impressa no rótulo do produto.
Durante o manuseio, os reagentes estão sujeitos a contaminação de natureza química e microbiana 
que podem provocar redução da estabilidade.

Precauções e cuidados requeridos
Este reagente deve ser usado somente para diagnóstico “in vitro”. Não pipetar com a boca. Evitar 
contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de água 
e procurar auxílio médico. O reagente contém ácido forte. Deve-se monitorar a temperatura do am-
biente de trabalho bem como o tempo de reação para obtenção de resultados corretos. Não usar o 
reagente se estiver visualmente turvo, apresentar precipitado, ou se houver dificuldade em conseguir 
os valores estabelecidos para o soro controle fresco.
Não usar se a absorbância do branco ultrapassar 0,500 quando medido em 340 nm (cuveta de 1cm) 
ou se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o soro controle fresco.

Material necessário não fornecido
1.	 Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37ºC e capaz de medir ab-

sorbância de 340 nm.
2. Pipetas para medição de amostras e reagente. 
3.	 Água destilada/deionizada.
4.	 Consumíveis do analisador quando usado. 
5.	 Soros Controle e Calibradores.
6. Cronômetro.

Amostra
Soro obtido livre de hemólise, plasma colhido com Heparina, urina de 24 horas e líquido amniótico. 
O soro ou plasma devem ser separados até uma hora após a coleta, devido a liberação de Fósforo 
hemático. 
O analito é estável por 2 dias entre 15-25 ºC e uma semana entre 2- 8 ºC.
Todas as amostras são consideradas potencialmente infectantes, portanto sugerimos manuseá-las 
seguindo as normas estabelecidas de Biossegurança.

Preparo do Paciente
É recomendado que as amostras sejam coletadas de acordo com  as recomendações médicas e/ou 
norma de referencia utilizada pelo laboratório.

Interferências 
Deve-se ter cuidado para evitar a contaminação de fósforo. O uso de tubos descartáveis ou cubetas 
de plástico é recomendado.
Amostras hemolisadas, lipêmicas (triglicérides acima de 83 mg/dL) e ictéricas (bilirrubina acima 
de 12,8 mg/dL) podem causar resultados falsamente elevados. Neste caso, sugerimos branco de 
amostra. Para 1 mL de solução salina 0,9%, adicionar 20 μL de amostra e ler a absorbância contra o 
branco de solução salina em 340 nm. Subtrair a absorbância do branco da amostra da absorbância 
do desconhecido.
Algumas drogas e substâncias afetam a concentração do fósforo, sugerimos consultar Young et al.

Parâmetros do Sistema:

Temperatura 37ºC

Comprimento de Onda 340 nm

Tipo de Reação Ponto final

Direção Crescente

Relação Amostra/Reativo 1:50

Vol. Amostra 20  μL

Vol. Reagente 1,0 mL

Tempo de Incubação 5 minutos

Calibração
Utilizar Quimicalib Ebram Cód.7023/12023 ou o padrão que acompanha o kit, para kits com padrão. A 
concentração de fósforo no Quimicalib é rastreável ao material de referência NIST 956d e no padrão 
ao JCCRM 321-6.

Procedimento Automatizado
Aplicação no sistema automatizado: vide manual para utilização do equipamento e instruções de uso 
do reagente. 
Aplicação no sistema semi-automático: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual até o item 2 (incubação), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo protocolo analí-
tico específico baseado no item Parâmetros do Sistema.

Procedimento Manual
1.	 Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:

Tubos 1. Branco 2. Padrão 3. Amostra/S.C.

Água Destilada 20μ - -

Padrão - 20μL -

Amostra S/C 20μL

Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL

2. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37ºC por 5 minutos.O nível de água no 
BM deve ser superior ao nível de reagente nos tubos de ensaio.

3.	 Zerar o aparelho com o branco do reagente a 340 nm proceder as leituras registrando as ab-
sorbâncias do padrão, amostra e soro controle (S.C.).

Nota: a cor final é estável por 30 minutos.
* Soros fortemente lipêmico s exigem um branco de amostra. Adicione 0.02 mL(20 μL) de amostra a 
1.0mL de solução salina, homogeneizar e ler a absorbância contra água. Subtraia este valor da absor-
bância do paciente para obter a leitura corrigida. Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotôme-
tros que requerem volume mínimo de 1,0 mL e podem ser ajustados proporcionalmente sem influên-
cia no desempenho do teste. Salientamos que volumes de amostra menores do que 10 μL aumentam 
a imprecisão da medição em aplicações manuais.

Cálculos
(Abs. = Absorbância) 
(Conc. = Concentração)

Fósforo Amostra  (mg/dL) =
        Δ Abs. Amostra		

  x concentração padrão
         Δ Abs. Padrão

Cálculo para Urina de 24 horas:
Urina= fósforo amostra (g/L) X fator diluição X Volume (L)

EXEMPLO:
Abs. da amostra = 0.140      
Abs. do padrão = 0.120      
Conc. do padrão = 5,1 mg/dL
Volume urinário 24hs = 1,25L
OBS: g/L = mg/dl x 0,01

Fósforo Amostra = (0,140 / 0,120) x 5,1 = 5,95 mg/dl 
Fósforo Amostra = 5,95 mg/dL= 0,0595 g/L

Fósforo na Urina = 0,0595 x 20 x 1,25 
Fósforo na Urina = 1,48g/24h

Linearidade
Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 15 mg/dL.
Amostras com valores superiores a 15 mg/dL devem ser diluídas com solução salina a ponto de fica-
rem entre 0,0 - 15 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluição.

 QUIMIFOS - Fósforo
ANVISA:  10159820253

Molibdato



Controle de Qualidade
Cada laboratório deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerância e ações corretivas. Deve-se manter também um sistema definido 
para se monitorar a variação analítica do sistema de medição. Aconselhamos o uso dos soros controle 
Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cód. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores Esperados
Soro: 2.5 – 4.8 mg/dL. 
Crianças: 3.0 - 7.0 mg/dL. 
Urina de 24h: 0,4 – 1,3 g/24 h
Estes valores são dados unicamente como título orientativo. É recomendado que cada laboratório 
estabeleça seu próprio intervalo de referência.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes 
resultados:

Número de amostras 50

Intervalo dos resultados 0,7 – 11,9 (mg/dL) 

Coeficiente de correlação 0,9862

Inclinação 1,03  

Intercepta 0,03 (mg/dL)

Precisão
Estudos de precisão foram executados com dois níveis (normal e patológico) sendo que cada amostra 
fora processada por 40 vezes e os seguintes dados estatísticos foram encontrados:

N=40 Nível 1 Nivel 2

Média (mg/dL) 3,61 7,74  

D.P. (mg/dL) 0,05 0,06

C.V. (%) 1,4 0,8

Exatidão
As amostras foram processadas em duplicata por 10 dias consecutivos, duas vezes por dia. Os seguin-
tes dados estatísticos foram encontrados:

N=40 Nível 1 Nivel 2

Média (mg/dL) 3,61 7,74  

D.P. (mg/dL) 0,06 0,08  

C.V. (%) 1,6 1,1

Sensibilidade Metodológica
0.0 mg/dL

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatório e hospitalizados, 
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodológica adequada.

Observações
1.	 A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado são fatores fundamentais para estabi-

lidade dos reagentes e obtenção de resultados corretos.
2.	 A água utilizada no laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para 

preparar reagentes e usar nas medições, deve ter resistividade ≥1 mega ohm ou condutivida-
de ≤ 1 microsiemens e concentração de silicatos < 0,1 mg/L (água tipo II). Para o enxágue da 
vidraria a água pode ser do tipo III, com resistividade ≥ 0,1 megaohms ou condutividade ≤ 10 
microsiemens. No enxágue final utilizar água tipo II.

Apresentação
Linha Bioquímica Geral: 7 x 15mL + 1 x 1,0mL
Linha Bulk:  1 x 500mL
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Purpose
Colorimetric reaction for the quantitative determination of phosphorus in samples of human serum, 
plasma, urine and amniotic fluid. For "in vitro" diagnostic use only.

Principle
The inorganic phosphorus present in the sample reacts with molybdate in an acidic medium, forming 
a colored complex that is quantified by spectrophotometry at 340 nm.

Inorganic Phosphorus + H2SO4 + Unreduced Ammonium Molybdate  Phosphomolybdate 
complex

Methodology
Molybdate UV

Clinical significance
In serum, the change in phosphatemia is often independent of any hydroelectrolytic disorder, and is 
usually due to metabolic or endocrine problems. The content of inorganic phosphorus in circulating 
serum is influenced by parathyroid hormone, intestinal absorption, kidney function and bone metabo-
lism. The intestinal absorption of phosphate is closely linked to that of calcium, since the latter's per-
manence in the intestine results in the formation of insoluble phosphates which are lost in the feces. 
Phosphate absorption depends indirectly on the presence of vitamin D. Parathyroid hormone exerts an 
opposite influence on phosphatemia to that exerted on calcemia, i.e. it tends to reduce phosphatemia 
by increasing the renal excretion of phosphate, despite causing its mobilization from the bones. The 
low level of phosphate observed in rickets is related to poor intestinal absorption, as well as increased 
urinary excretion due to increased parathyroid activity. It seems that there is a reciprocal relationship 
between calcium and phosphorus. Any increase in serum phosphorus causes a decrease in calcium 
by a mechanism that is not yet well understood. Causes of hyperphosphatemia: Renal failure, hypo-
parathyroidism, pseudohypoparathyroidism, hypervitaminosis D, acromegaly (active phase). Causes of 
hypophosphatemia: Rickets, hyperparathyroidism (not always), malabsorption syndromes, some forms 
of congenital tubular dysfunction. In urine, the test is useful for assessing the body's calcium/phos-
phorus balance. Increased urinary phosphorus excretion occurs in hyperparathyroidism, renal tubular 
acidosis, diuretic use and Fanconi syndrome. Decreased excretion is found in hypoparathyroidism and 
pseudohypoparathyroidism.

Reagents
Single, ready-to-use reagent. Store between 2 and 25 °C. Contains: 0.81 mM ammonium molybdate 
and 255 mM sulfuric acid. Standard (code 3010): Store between 2 and 8 °C. Aqueous solution contai-
ning standard concentration of phosphorus traceable to Standard Reference Material JCCRM 321-6. 
Check the concentration of the standard on the vial label.
Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label.
During handling, reagents are subject to contamination of a chemical and microbial nature which may 
cause a reduction in stability.

Precautions and precautions required
This reagent should only be used for "in vitro" diagnostics. Do not pipette by mouth. Avoid contact 
with skin and clothing. In case of contact with eyes, rinse with plenty of water and seek medical atten-
tion. The reagent contains strong acid. The temperature of the working environment and the reaction 
time must be monitored in order to obtain correct results. Do not use the reagent if it is visually cloudy, 
has a precipitate, or if there is difficulty in achieving the values established for the fresh control serum.
Do not use if the absorbance of the blank exceeds 0.500 when measured at 340 nm (1cm cuvette) or 
if there is difficulty in achieving the values established for the fresh control serum.

Material required not supplied
1.	 Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37ºC and capable of mea-

suring absorbance at 340 nm.
2.	 Pipettes for measuring samples and reagent. 
3.	 Distilled/deionized water.
4.	 Analyzer consumables when used. 
5.	 Control sera and calibrators.
6.	 Stopwatch.

Sample
Serum obtained free of hemolysis, plasma collected with Heparin, 24-hour urine and amniotic fluid. 
Serum or plasma should be separated up to one hour after collection due to the release of phospho-
rus. 
The analyte is stable for 2 days at 15-25 ºC and one week at 2-8 ºC.
All samples are considered potentially infectious, so we suggest handling them following the establi-
shed Biosafety standards.

Patient Preparation
It is recommended that samples are collected in accordance with the medical recommendations and/
or reference standard used by the laboratory.

Interferences 
Care should be taken to avoid phosphorus contamination. The use of disposable tubes or plastic 
cuvettes is recommended.
Hemolyzed, lipemic (triglycerides above 83 mg/dL) and icteric (bilirubin above 12.8 mg/dL) sam-
ples can cause falsely high results. In this case, we suggest a blank sample. To 1 mL of 0.9% saline 
solution, add 20 μL of sample and read the absorbance against the saline solution blank at 340 nm. 
Subtract the absorbance of the sample blank from the absorbance of the unknown.
Some drugs and substances affect the concentration of phosphorus, we suggest consulting Young 
et al.

System parameters:

Temperature 37ºC

Wavelength 340 nm

Reaction Type Endpoint

Direction Increasing

Sample/Reagent Ratio 1:50

Vol. Sample 20 μL

Vol. Reagent 1.0 mL

Incubation time 5 minutes

Calibration
Use Quimicalib Ebram Cod.7023/12023 or the standard that comes with the kit, for kits with standard. 
The phosphorus concentration in Quimicalib is traceable to the NIST 956d reference material and in 
the standard to JCCRM 321-6.

Automated Procedure
Application in the automated system: see manual for use of the equipment and instructions for use of 
the reagent. 
Application in the semi-automatic system: proceed as shown below in the manual procedure up to item 
2 (incubation), then use the equipment for reading, following the specific analytical protocol based on 
the System Parameters item.

Manual Procedure
1.	 Separate 3 test tubes and carry out the procedures as follows: 

Tubes 1. Blank 2. Standard 3. Sample/S.C.

Distilled Water 20μ - -

Standard - 20μL -

Sample S/C 20μL

Reagent 1.0mL 1.0mL 1.0mL

2.	 Homogenize the tubes and leave in a Water Bath (WB) 37ºC for 5 minutes.The water level in the 
water bath should be higher than the reagent level in the test tubes.

3.	 Zero the device with the reagent blank at 340 nm and take the readings, recording the absor-
bance of the standard, sample and control serum (CS).

Note: the final color is stable for 30 minutes.
* Strongly lipemic sera require a sample blank. Add 0.02 mL (20 μL) of sample to 1.0 mL of saline so-
lution, homogenize and read the absorbance against water. Subtract this value from the patient's ab-
sorbance to obtain the corrected reading. Note: This procedure is suggested for spectrophotometers 
which require a minimum volume of 1.0 mL and can be adjusted proportionally without affecting the 
performance of the test. Please note that sample volumes smaller than 10 μL increase measurement 
inaccuracy in manual applications.

Calculations
(Abs. = Absorbance) 
(Conc. = Concentration)

Phosphorus Sample (mg/dL) =
	 Δ Abs. Sample		
                         x standard concentration
	 Δ Abs. Standard

Calculation for 24-hour urine:
Urine= sample phosphorus (g/L) X dilution factor X Volume (L)

EXAMPLE:
Abs. of sample = 0.140 
Abs. of standard = 0.120 
Conc. of standard = 5.1 mg/dL
24-hour urine volume = 1.25L
OBS: g/L = mg/dl x 0.01

Phosphorus Sample = (0.140 / 0.120) x 5.1 = 5.95 mg/dl 
Phosphorus Sample = 5.95 mg/dL= 0.0595 g/L

Phosphorus in Urine = 0,0595 x 20 x 1.25 
Phosphorus in Urine = 1.48g/24h

Linearity
When performed as recommended, the test is linear up to 15 mg/dL.
Samples with values higher than 15 mg/dL should be diluted with saline solution to within 0.0 - 15 mg/
dL and the results multiplied by the dilution factor.

 QUIMIFOS - Phosphorus
ANVISA: 10159820253

Molybdate



Quality Control
Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures, 
standards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical 
variation of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of the 
Quimicontrol Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control serums Codes 7024/12024 and 
7031/12031.

Expected Values
Serum: 2.5 - 4.8 mg/dL. 
Children: 3.0 - 7.0 mg/dL. 
24-hour urine: 0.4 - 1.3 g/24 h
These values are given solely as a guide. It is recommended that each laboratory establishes its own 
reference range.

Comparative Studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following re-
sults:

Number of samples 50

Range of results 0.7 - 11,9 (mg/dL) 

Correlation coefficient 0.9862

Slope 1.03 

Intercept 0.03 (mg/dL)

Precision
Precision studies were carried out with two levels (normal and pathological) with each sample pro-
cessed 40 times and the following statistics were found:

N=40 Level 1 Level 2

Mean (mg/dL) 3.61 7.74 

D.P. (mg/dL) 0.05 0.06

C.V. (%) 1.4 0.8

Accuracy
The samples were processed in duplicate for 10 consecutive days, twice a day. The following statis-
tical data was found:

N=40 Level 1 Level 2

Average (mg/
dL)

3.61 7.74 

D.P. (mg/dL) 0.06 0.08 

C.V. (%) 1.6 1.1

Methodological sensitivity
0.0 mg/dL

Specificity
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred 
that the method has adequate methodological specificity.

Observations
1.	 Proper cleaning and drying of the material used are fundamental factors for reagent stability 

and obtaining correct results.
2.	 The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus, 

to prepare reagents and use in measurements, it must have resistivity ≥1 mega ohm or con-
ductivity ≤ 1 microsiemens and silicate concentration < 0.1 mg/L (type II water). For rinsing the 
glassware, the water can be type III, with resistivity ≥ 0.1 megaohms or conductivity ≤ 10 micro-
siemens. Use type II water for the final rinse.

Presentation
General Biochemistry Line: 7 x 15mL + 1 x 1.0mL
Bulk Line: 1 x 500mL
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