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O conhecimento da presença de micro elementos e de elementos traço no 
vinho é de grande relevância para sua qualificação. 

Para a determinação de minerais por espectrometria atômica é necessário 
que a matéria orgânica presente no vinho seja destruída ou minimizada a 
fim de evitar os efeitos da matriz durante a etapa de quantificação. Existem 
diferentes técnicas de pré-tratamento da amostra para redução ou eliminação 
da matéria orgânica, sendo as mais utilizadas a incineração (cinzas), a 
remoção do álcool, a digestão úmida (aberta e micro-ondas) e a diluição.

Este documento apresenta o procedimento analítico para  determinação dos 
elementos Cd (cadmio), Co (cobalto), Li (lítio), Sc (escândio), Ti (titânio), V 
(vanádio), Ba (bário), Fe (ferro), Mn (manganês), Sr (estrôncio) e Zn (zinco) 
em vinhos do Vale do Submédio São Francisco, importante região produtora 
de vinhos finos considerados de qualidade. Esta caracterização poderá 
contribuir futuramente para uma possível indicação geográfica. 

O documento se destina a analistas e técnicos da área de alimentos, 
descrevendo de maneira simples, fácil e acessível, todas as etapas e 
cuidados indispensáveis à quantificação dos analitos citados, bem como os 
equipamentos necessários.

Lourdes Maria Correa Cabral
Chefe-Geral da Embrapa Agroindústria de Alimentos
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Método de Digestão por Via Úmida  
para Determinação de Microelementos
e Elementos Traços por Espectrometria 
de Emissão Óptica em Vinhos

Sidinéa Cordeiro de Freitas
Juliana de Oliveira Santos Marcatto
Epaminondas Silva Simas
Tania dos Santos Silva
Carmine Conte

Introdução
O vinho é uma matriz complexa, que além de água, açúcar e álcool, 
contém uma grande variedade de compostos inorgânicos e orgânicos 
(SPERKOVÁ; SUCHANEK, 2005; ÁLVAREZ et al., 2007). Os principais 
compostos dissolvidos são íons inorgânicos (como potássio, sódio e cálcio), 
ácidos orgânicos, polifenóis, polihidroxi álcoois, proteínas, aminoácidos e 
polissacarídeos (PYRZYŃSKA, 2004).

Em análises por espectrometria atômica, a matéria orgânica deve ser 
destruída ou minimizada para evitar efeitos de matriz durante a etapa de 
quantificação (JURADO et al., 2004). Há diversas técnicas de pré-tratamento 
da amostra para redução ou eliminação da matéria orgânica, sendo a 
digestão por via seca (cinzas), a remoção do álcool, a digestão úmida 
(aberta e micro-ondas) e a diluição os métodos mais utilizados para vinhos 
(MITRA, 2003; POMERANZ; MELOAN, 1994).

A digestão por via úmida tem sido a mais utilizada na quantificação de 
minerais por espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente 
acoplado (ICP-OES) por utilizar uma alíquota adequada em volume e 
concentração dos analitos, permitindo a quantificação de elementos em 
diferentes faixas de concentração. Os estudos de Álvarez et al. (2007), 
Moreno et al. (2008) e Jos et al. (2004), foram realizados utilizando-se 25 mL 
de vinho adicionados de 15 mL de peróxido de hidrogênio e 1 mL de ácido 
nítrico, sendo o volume reduzido a 2 mL na digestão e o digerido retornado 
para o volume inicial de amostra utilizando água ultrapura. Esta digestão tem 
a vantagem de destruir toda matéria orgânica sem diluir o conteúdo original 
de minerais das amostras. Os autores não relataram o tempo necessário 
para completar a digestão. 
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O objetivo deste estudo foi desenvolver um método de digestão por via 
úmida em que fosse mantido no digerido o teor original de minerais da 
amostra, ou seja, sem diluição, e que se adequasse à quantificação por ICP-
OES de elementos micro e traço presentes nos vinhos finos. 

Parte Experimental

Amostras

Foram utilizados quatro vinhos provenientes do Vale do Submédio São 
Francisco (9º S, 40º W), Brasil. As amostras foram adquiridas diretamente 
nas vinícolas, engarrafadas, rotuladas e prontas para expedição. No Quadro 
1, estão relacionadas as amostras utilizadas neste estudo, com informações 
sobre suas características. A utilização de vinhos elaborados com uvas e 
processos diferentes teve como objetivo avaliar a capacidade de aplicação 
do método para vinhos brancos ou tintos, independente do tipo de uva.

A capacidade de quantificação do método foi baseada na taxa de 
recuperação dos elementos analisados. Uma vez que não há amostra de 
referência disponível para essa matriz, esta etapa foi realizada utilizando 
fortificação. Segundo Maroto et al. (2001), a fortificação pode ser uma boa 
representação do analito nativo no caso de amostras líquidas e em métodos 
analíticos que envolvem a dissolução ou destruição total da amostra. Neste 
processo, analisou-se a amostra pura (não fortificada) e uma replicata da 
mesma amostra adicionada de uma concentração conhecida do analito 
(fortificada). No Quadro 2 estão descritas as concentrações utilizadas dos 
analitos adicionados.

Quadro 1.  Amostras de vinhos.
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Quadro 2.  Concentração dos analitos para fortificação.

Material

A fim de evitar contaminação, todo material utilizado foi previamente deixado 
de molho em água e sabão e enxaguado. A seguir, foi realizada a limpeza 
por imersão total em banho de ácido nítrico:água (1:1) pelo período de 12 
horas, sendo rinsado quatro vezes com água ultrapura após este tempo. 
Os materiais foram secos ao ar e cobertos com papel toalha para proteção 
contra possíveis contaminações.

Reagentes e padrões

• Água ultrapura, grau reagente Tipo I, resistividade de 18 MW.cm-1, obtida 
através de sistema Option-Q (Elga, Inglaterra);

• Ácido nítrico 69% Ph Européia P.A. ACS ISO (Vetec, Brasil);

• Peróxido de hidrogênio 30% P.A. ACS ISO (Merck, Alemanha);

• Soluções estoque monoelementares de Cd, Co, Li, Sc, Ti, V, Ba, Fe, Mn, 
Sr, Zn – 1000 mg.L-1 (SCP Science, Canadá).
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Preparo de amostra
Selecionou-se uma amostra para análise a cada dia. Foram pesados 
com precisão de 0,1 mg, cerca de 25 g de amostra em triplicata em tubos 
de vidro PYREX® (Ø 25 mm x 150 mm de altura). As digestões foram 
realizadas em bloco digestor TECATOR 2040 Digestor (Foss Analytical, 
Hillerod, Dinamarca). O processo foi conduzido em capela de exaustão. 
Inicialmente reduziu-se à metade o volume das amostras com temperatura 
de até 120 ºC. As amostras foram retiradas do bloco para que atingissem 
a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 6 mL de HNO3 
e deixou-se digerindo a frio por uma noite. Os tubos foram cobertos 
com filme plástico para minimizar o risco de contaminação durante esta 
etapa. As amostras foram aquecidas até 130 ºC para que o volume da 
mistura fosse reduzido a cerca de 1/3. Adicionou-se, então, mais 6 mL de 
HNO3 e o processo de aquecimento e redução de volume foi novamente 
efetuado. Quando as amostras alcançaram a temperatura ambiente, foram 
adicionados 4 mL de peróxido de hidrogênio 30% seguidas de aquecimento 
à temperatura de 130 ºC. Todos os tubos permaneceram sob aquecimento 
até que o volume residual atingisse cerca de 3 mL, quando então foram 
transferidos quantitativamente para balão volumétrico de 25 mL e o volume 
foi completado com água ultrapura.

Quantificação dos elementos
A quantificação foi realizada em espectrômetro de emissão óptica com 
plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) Optima 2100 DV (Perkin Elmer, 
Waltham, MA, EUA), com câmara de nebulização ciclônica e nebulizador 
concêntrico, com ótica sequencial, e visualizações da tocha radial e axial. A 
escolha da visualização do plasma mais adequada foi definida com base na 
melhor resposta para o elemento na concentração que se desejava analisar. 
Para alimentação do espectrômetro e purga do banco óptico, foi utilizado 
argônio ultrapuro com 99,999% de pureza (Air Liquide, Brasil). O Quadro 3 
apresenta as condições de operação do equipamento, os comprimentos de 
onda utilizados e as concentrações da curva padrão para cada elemento.

A taxa de recuperação (%Rec) para cada analito foi calculada de acordo a 
Equação 1:                                                      

Onde CS é a concentração do elemento na amostra fortificada, CN é a 
concentração do elemento na amostra original e Cadd é a concentração 
adicionada do elemento.

%Rec =
CS- CN

Cadd

x 100            (1)
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Quadro 3.  Condições de operação do ICP-OES, comprimentos de onda e 
concentrações das curvas de calibração.

Resultados e Discussão
O método de digestão proposto no presente trabalho utilizou 12 mL de 
ácido nítrico e 4 mL de peróxido de hidrogênio por amostra, sendo todo o 
processo realizado em 24 horas. Embora o tempo necessário para digestão 
da amostra pelo método apresentado por Moreno et al. (2008) não tenha 
sido relatado, é possível perceber algumas diferenças importantes quando 
se comparam os dois métodos. Embora a quantidade total de reagentes 
tenha sido a mesma (16 mL), o método proposto utilizou ácido nítrico na 
qualidade de principal agente oxidante em substituição ao peróxido de 
hidrogênio, o que resultou em redução do custo, além de tornar possível 
o uso de um reagente mais estável. Outro ponto a se destacar é a 
remoção inicial do álcool, na primeira etapa de evaporação, que permitiu o 
emprego de oxidante mais forte, sem que houvesse perda de amostra na 
reação. Além disso, o emprego de blocos digestores em vez de placas de 
aquecimento proporciona um aquecimento mais uniforme da amostra. A 
Tabela 1 apresenta os resultados dos testes de recuperação para os analitos 
analisados nas quatro amostras. 
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Observa-se pelos resultados obtidos que a taxa de recuperação dos 
elementos não variou significativamente com o tipo de vinho digerido. Apesar 
das amostras sem fortificação apresentarem concentrações diferentes para 
alguns elementos como cobalto, vanádio e titânio, por exemplo, vinhos tintos 
e brancos apresentaram taxas de recuperação semelhantes. Os valores 
do desvio padrão obtidos para as taxas de recuperação média para cada 
elemento foram baixos (<6%), contudo para os elementos bário e estrôncio a 
dispersão dos valores foi bem maior. Este resultado provavelmente é devido 
à formação de sulfatos insolúveis gerados pela oxidação dos radicais sulfitos 
durante a digestão. O sulfito de sódio é empregado na elaboração de vinho 
como conservante, e sua concentração varia entre os diferentes tipos de 
vinho, obedecendo aos limites estabelecidos pelos órgãos reguladores.

Verifica-se na Figura 1(a) que em 80% dos resultados obtidos a taxa de 
recuperação apresentou valores entre 85% e 95% e que 75% do total 
das análises apresentaram valores de taxa de recuperação superiores a 
89,0%. O elemento bário apresentou na amostra Tinto 1 a menor taxa de 
recuperação (82,9%), enquanto que o elemento zinco apresentou o maior 
valor de recuperação (109,1%) na amostra Branco 2. Estes valores obtidos 
foram pontuais e em dias distintos, caracterizando um erro randômico.

Entre todos os elementos analisados, as taxas médias de recuperação 
(RM) variaram entre 88,5% e 102,7%. Em relação ao método de digestão, 
a recuperação média foi de 92,0% e desvio padrão de 3,9%, mostrando 
assim resultados confiáveis. Ainda que estes dados apresentem tendência 
de recuperar menos que 100% do analito adicionado, estão concordantes 
com os descritos em literatura. Segundo Mitra (2003), a complexidade e o 
número de passos do método de extração do analito desejado influenciam 
diretamente na variabilidade da preparação da amostra, sendo aceitáveis 
taxas de recuperação entre 70 e 120% de acordo com métodos da EPA. Em 
testes por digestão com micro-ondas em uma grande variedade de matrizes 
alimentícias, tais como cremes, nozes, ostras, espinafre, milho e ovos, foram 
consideradas aceitáveis as recuperações de até ± 20% (MITRA, 2003). 
Wu, Feng e Wittmeier (1997) ao testarem a determinação de 26 elementos 
em digestões por micro-ondas variando a concentração de ácido nítrico e 
peróxido de hidrogênio, utilizando como materiais de referência grãos e 
plantas, obtiveram recuperações de 85-115% e 70-115%, respectivamente. 
Para vinho especificamente, Baxter et al.  (1997) obtiveram uma faixa de 100 
± 25%, quando quantificaram elementos minerais pela técnica de análise 
direta.

Para verificar se havia uma possível relação entre os elementos e as 
concentrações de padrão adicionadas na fortificação, a análise de 
conglomerados foi realizada, cujos resultados são apresentados na Figura 
1(b). Como se pode observar, o zinco está separado dos demais elementos, 
em razão de sua taxa de recuperação diferenciada, com valores muito 
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próximos de 100%. Este comportamento foi citado por Reilly (2002), que 
descreve as excelentes taxas de recuperação obtidas na determinação 
de zinco, quando se analisa alimentos, usando digestão com ácido nítrico 
e peróxido de hidrogênio. Verifica-se ainda que, com exceção do zinco, 
os elementos apresentaram tendência de aglomeração de acordo com a 
quantidade utilizada na fortificação. Os elementos Sr, Ba, Mn e Fe, que 
receberam fortificação em mg.kg-1, formaram um grupo diferenciado dos 
elementos V, Ti, Sc, Co, Li, e Cd, fortificados com valores em ng.g-1. No 
grupamento com maior valor de fortificação ocorreu uma segunda divisão, 
correspondendo aos elementos fortificados com 1 mg.kg-1 (Mn e Fe) e com 2 
mg.kg-1 (Sr e Ba). 

Em relação aos elementos fortificados com 20 ng.g-1, observou-se uma 
tendência a aglomeração de acordo com a taxa de recuperação e seu desvio 
padrão. Portanto, os elementos V (89,5 ± 0,91%), Ti (89,0 ± 1,35%) e Sc 
(88,5 ± 0,81%) formaram um grupo diferenciado dos elementos Co (90,2 ± 
2,72%), Li (90,8 ± 2,87%) e Cd (92,3 ± 1,39%). Vanádio pode ser destacado 
do titânio e escândio em razão do valor de sua taxa de recuperação e 
do desvio padrão, portanto, formando um elemento à parte. O mesmo 
ocorreu com os elementos Co, Li e Cd. O cobalto, por apresentar taxa de 
recuperação de 90,2 ± 2,72, foi destacado dos demais elementos do grupo.

(a)
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(b)

Figura 1.  (a) Box plot das taxas de recuperação; (b) Análise de 
conglomerados dos elementos.

Conclusões
No método de digestão proposto foram utilizados doze mililitros de ácido 
nítrico e quatro mililitros de peróxido de hidrogênio, sendo todo o processo 
de pesagem da amostra até o retorno ao seu volume original realizado em 
24 horas. Ainda que apenas dois tipos de vinho tenham sido avaliados, 
todas as taxas de recuperação foram equivalentes para os onze elementos 
analisados, podendo-se concluir que o pré-tratamento utilizado apresentou 
resultados satisfatórios. Avaliando-se a concentração final dos elementos 
de interesse fortificados, conclui-se que os teores adicionados podem ser 
considerados baixos e, na maioria das vezes, podem estar próximos das 
reais concentrações destes elementos nas amostras avaliadas, diferindo 
dos dados encontrados na literatura que normalmente empregam valores na 
ordem de grandeza de dezenas de mg.kg-1. 
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Por conseguinte, pode-se concluir que o uso de baixa concentração na 
avaliação da recuperação de amostra fortificada, a digestão por via úmida e 
os diferentes volumes de reagentes mostraram-se adequados e satisfatórios 
para se afirmar que o objetivo do trabalho foi atingido.
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