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“ 

A menos que modifiquemos à nossa maneira de pensar, não 

seremos capazes de resolver os problemas causados pela forma 

como nos acostumamos a ver o mundo”. (Albert Einstein) 

 



RESUMO 

Nesse trabalho, foram desenvolvidas duas metodologias analíticas baseadas 
no emprego da foto-oxidação UV usando H2O2 70% (m/m) para degradação de 
amostras de bebidas alcoólicas, visando a determinação de metais por espectrometria 
de absorção atômica com atomização eletrotérmica (ET AAS). Assim, o primeiro 
capítulo desse trabalho apresenta uma revisão bibliográfica que aborda aspectos 
gerais sobre bebidas alcoólicas, métodos de preparo de amostras e técnicas 
analíticas. O segundo capítulo apresenta um método proposto para o processo de 
decomposição de amostras de vinho por foto-oxidação usando radiação UV e H2O2 
70% (m/m) para determinação de Pb por ET AAS. Para esse propósito, foi utilizado 
um sistema de digestão UV em linha construído em laboratório, o qual foi constituído 
por uma lâmpada UV envolvida por uma bobina de tubo de PTFE. Para a 
determinação de Pb, a linha analítica em 283,306 nm foi usada e Al foi empregado 
como modificador químico. As temperaturas de pirólise e atomização foram de 800 e 
1800 ºC, respectivamente. De acordo com os resultados de um planejamento fatorial 
de dois níveis, as condições estabelecidas para o processo de foto-oxidação foram: 
volume de H2O2 de 2,0 mL e tempo de irradiação UV de 45 min, para um volume de 
amostra de 5,0 mL. Usando essas condições, os limites de detecção e quantificação 
foram de 0,89 e 0,27 µg L-1, respectivamente. Precisão do método, avaliada como 
desvio padrão relativo (RSD), foi de 2,13% (n = 6) para uma amostra de vinho com 
teor de Pb de 16,35 μg L-1. A exatidão foi confirmada através de testes de adição e 
recuperação de analito e comparação com uma metodologia analítica de referência. 
O método proposto foi aplicado para a análise de diferentes amostras de vinho e os 
resultados de concentração variaram de 2,19 a 43,48 µg L−1 de Pb. No terceiro 
capítulo, foi proposto o emprego do sistema de digestão UV em linha e H2O2 70% 
(m/m) para a degradação de amostras de cerveja, visando a determinação de Cr por 
ET AAS. As condições para a foto-oxidação foram estabelecidas usando um 
planejamento fatorial completo de dois níveis, as quais foram: volume de H2O2 de 2,0 
mL e tempo de irradiação UV de 20 min, para um volume de amostra de XX mL. A 
determinação de Cr foi realizada usando a linha analítica em 357,9 nm e Mg como 
modificador químico. Temperaturas de pirólise e atomização foram definidas como 
1300 e 2500 ºC, respectivamente. Para esse estudo, curvas cinéticas de degradação 
da cerveja em diferentes condições também foram avaliadas e a constante cinética 
aparente (kapp) encontrada para o processo foi de 0,0668 min-1 (R2 = 0,9936). Nessas 
condições, limites de detecção e quantificação foram de 0,86 e 2,90 μg L-1, 
respectivamente. A precisão do método foi de 3,81% (n = 7) para uma amostra de 
cerveja com teor de Cr de 33 µg L−1. A exatidão foi confirmada pela análise de um 
material de referência certificado de águas residuais (ERM-CAT 713), e também 
através de testes de adição e recuperação de analito. O método proposto foi então 
aplicado para a análise de seis diferentes amostras de cerveja. As concentrações de 
Cr encontradas variaram de 4,26 a 33,28 μg L. 
 

Palavras-chave: foto-oxidação, preparo de amostra, metais, bebidas alcoólicas 



ABSTRACT 

In this work, a complete study was developed on methodologies applied to 

beverage analysis, as well as presentation of a methodological proposal for sample 

preparation. The consumption of beverages, such as wine, around the world has been 

increasing significantly, as well as the sophistication of its mode of production. With 

this the need for sophisticated analytical methodologies for the determination of 

chemical species that help in the quality control, bioavailability and authenticity process 

of the product regarding the possible adulterations that may occur, become 

indispensable. The first chapter of this work focuses on bringing a descriptive 

qualitative bibliographic review on the most relevant works on the subject. 

The second chapter presents a proposal of sample preparation method by photo 

oxidation using ultraviolet radiation in the process of decomposition of wine samples 

for pb determination. The limits of quantification and detection found were 0.89 μg L−1 

and 0.27 μg L−1, respectively. The system was applied to different wine samples 

resulting in concentrations ranging from 2.19 to 43.48 μg L−1 of lead. 

The third chapter of this work proposes an online system employing 70% 

hydrogen peroxide (p/ p) and UV radiation for the determination of chromium in beer 

samples by electrothermal atomization atomic absorption spectrometry (ETAAS). The 

experimental factors were optimized using a complete factorial planning of two 

levels. The kinetic curves of degradation of the samples under different conditions 

were also evaluated. The apparent kinetic constant (kapp) found for the process was 

0.0668 min -¹ (R² = 0.9936). The online digestion procedure allowed the determination 

of chromium in beer samples by ETAAS, using the external calibration technique, with 

analytical line 357.9 nm, in the presence of magnesium as a chemical modifier with 

limits of detection and quantification of 0.86 and 2.90 μg L -¹, respectively. The 

accuracy of the method was confirmed by the analysis of the reference material. The 

concentrations found ranged from 4.26 to 33.28 μg L. 

 

Keywords: sample preparation, metals, alcoholic beverages, photo-oxidation 
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CAPÍTULO I 
 

 
FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

     AVALIAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS PARA DETERMINAÇÃO DE 
ELEMENTOS QUÍMICOS EM AMOSTRAS DE VINHO EMPREGANDO 

TÉCNICAS ESPECTROMÉTRICAS 

 

 



1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A relação entre humanidade e o consumo de bebidas alcoólicas é uma prática 

milenar, precedendo o processo de evolução social, tal como a escrita. A 

apresentação do vinho como um artigo de luxo, por exemplo, está relacionada ao 

surgimento de uma primeira sociedade complexa, sendo até hoje um produto de 

grande relevância histórica, cultural, religiosa e econômica [1].  

O consumo excessivo de alimentos fermentados, como frutas, já é visto a 

milhares de anos. É o caso dos primatas e a busca por frutos mais maduros, atraídos 

principalmente pelos odores presentes nesses alimentos. A apresentação de um alto 

teor alcóolico já era suficiente para se observar os primeiros sinais de embriaguez. 

Estes conhecimentos foram sendo aprimorados ao longo dos anos, o que permitiu 

uma variabilidade dos sistemas de produção de bebidas [2]. 

A origem do processo da fermentação de bebidas alcoólicas é incerta. Ainda 

assim, dados arqueológicos remontam a prática iniciada em meados do quarto 

milênio, antes de Cristo, na região conhecida como Godin Tepe, no Irã, sendo essa 

uma importante e estratégica rota comercial. Essas descobertas devem-se 

principalmente aos resíduos de ácido tartárico, haja vista sua característica intrínseca 

em uvas, sobretudo em formas de cristais, além de variados componentes orgânicos 

encontrados em jarros de cerâmica piriformes, supostamente utilizados para fins de 

armazenamento e consumo desses produtos [1]. 

Embora não se saiba com precisão o surgimento das primeiras videiras, tem-

se a videira selvagem eurasiana, Vitis Vinifera sylvestris, como indício das primeiras 

domesticações, sendo estendidas pelas regiões leste e oeste da Ásia Central, norte e 

sul da Crimeia e noroeste da África. Evidências históricas apontam seu nascimento 

no Oriente Próximo, o que permitiu sua disseminação em territórios adjacentes como 

Egito e Baixa Mesopotâmia [3]. 

As rotas comerciais eventualmente foram um grande propulsor que levaram a 

propagação da vinicultura e domesticação mundo afora. O uso de ânforas era comum 

como método de transporte de produtos, como o vinho, já sendo utilizadas por muitas 

culturas, o que é confirmada pela recuperação de artefatos em todo Mediterrâneo 

contendo traços de substâncias que remetem ao vinho [1]. 



Os egípcios foram os primeiros grupos a registrarem os procedimentos de 

vinificação em pinturas e documentos, contribuindo para sua propagação em regiões 

como Europa Mediterrânea, África Central e Reinos Asiáticos. A vinificação no Egito 

foi marcada por um alto processo de sofisticação, já sendo vistas nas primeiras 

Dinastias pela presença de hieróglifos em diversos artefatos. A disseminação do vinho 

em outras regiões europeias ainda foi realizada por gregos, estando essas associadas 

a questões culturais e econômicas ao longo de sua história. Em relação a cerveja, os 

trabalhadores gregos que construíram as pirâmides de Gizé ganhavam em média 5 

litros de cerveja por dia no intuito de conseguir manter a jornada exaustante de 

trabalho. [2][3] 

Os romanos possuíam uma forte ligação com os processos de vinificação, 

tendo sua produção intensificada após a expansão do Império Romano e Cruzadas. 

Sua fabricação foi vinculada a demarcação territorial, divergindo na forma de 

armazenamento dessas bebidas, o qual diferente dos gregos que o armazenavam em 

ânforas, o acondicionamento pelos romanos era realizado em barris de madeira, tal 

condição foi associada ao aprimoramento do sabor da produção, bem como o 

aumento de sua qualidade [2]. 

Na Idade moderna, acompanhada pelos feitos das grandes navegações, a 

produção de bebidas se propagou pelo mundo. Na América, o processo de 

disseminação deve-se a Cristóvão Colombo. Já no Brasil, as primeiras videiras foram 

trazidas por Martim de Sousa para a capitania de São Vicente em 1532, enquanto as 

primeiras cervejas foram trazidas pelos holandeses pelas Companhia das Índias 

Ocidentais [2]. 

A produção de bebidas no século XX passou por um processo de avanços 

científicos e tecnológicos que propiciou uma condição mecanizada de produção, 

elevando substancialmente a cadeia produtiva. Por consequência, a criação de 

espécies de leveduras geneticamente modificadas, tornou estes produtos nos mais 

consumidas em todo o mundo [4]. A Figura 1 ilustra o consumo do vinho ao redor do 

mundo nos últimos anos. 

 

 



 

Figura 1 Consumo de vinho do mundo no mundo entre 2000 e 2018 

 

Fonte: Adaptado de [4] 

 

Ainda assim, a produção dessas mercadorias em larga escala remetem 

preocupações no que diz respeito à qualidade do produto final, e os riscos associados 

ao seu consumo excessivo [5]. Vários aspectos refletem em suas características 

finais, como as condições edafoclimáticas, as quais incluem a fertilidade e geologia 

do solo cultivado, região geográfica como latitude, proximidade com os corpos d´água, 

a utilização de agrotóxicos, bem como aspectos socioculturais que podem estar 

relacionados com o desenvolvimento da uva, trazendo atributos distintos ao produto 

final [6]. 

Atualmente os maiores produtores de vinho a nível mundial são França, Itália, 

Espanha, sendo conhecidos como vinho do velho mundo, e os demais países como 

Chile, Austrália, Estados Unidos, África do Sul, Alemanha, Portugal, Argentina e 

Brasil, designados como vinho do novo mundo, ainda que contemporâneos, é notória 

a significância do seu processo de produção e exportação [4]. Esses dados são 

apresentados pelas Figuras 2 e 3. 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 2 Maiores produtores de vinho no mundo 

 

 

Fonte: Adaptado de [4] 

 

Figura 3  Escala de produção do vinho 

 

Fonte: Adaptado de [4] 

 



O controle de qualidade e harmonização desses produtos são realizados por 

institutos como a Organização Internacional de Vinha e do Vinho (OIV), responsáveis 

por regulamentar e facilitar os processos de comércio internacional, bem como o 

controle do que é permitido ou não no processo de produção e seus respectivos limites 

considerados seguros. O processo de fabricação perpassa por um protocolo de 

verificação e controle a fim de avaliar desde os teores de açúcar até as concentrações 

máximas de espécies químicas específicas permitidas [7]. 

No Brasil, a legislação que regulamenta as características do Vinho e seus 

derivados da uva são regidos pela Lei nº 7.678, de 08 de novembro de 1988, a qual é 

regulamentada pelo Decreto nº 8.198, de 20 de fevereiro de 2014 e instrução 

normativa do Ministério do Estado da Agricultura, Pecuária e Abastecimento MAPA, 

IN nº 24, 08/09/2005 [8 -10]. 

A legislação de cada país vinicultor é responsável por definir as 

especificações da qualidade a serem seguidas. Os parâmetros de qualidade avaliados 

no processo são: acidez total, graduação alcoólica, pH, açúcares totais, espécies 

voláteis, polifenóis, densidade e cor. 

É notória a importância do controle relacionado aos limites permitidos de 

espécies consideradas nocivas para o consumo humano. A OIV estipula limites 

máximos de (0,15 mg / kg) de chumbo, arsênio (0,2 mg / kg), cádmio (0,01 mg / kg), 

cobre (1,0 mg / kg), kg de prata) e zinco (5 mg / kg), entre outros elementos. 

Diante deste cenário, a aplicação de técnicas analíticas instrumentais de alta 

sensibilidade é de fundamental importância no que diz respeito ao controle de 

qualidade do produto final, uma vez que permite determinar concentrações traços ou 

ultratraços dos elementos contidos na amostra, permitindo assim a detecção de 

elementos tóxicos em concentrações que não estejam de acordo com o considerado 

seguro pela legislação vigente, ou até mesmo a fim de monitorar produtos 

fraudulentos ou adulterados. 

 



2. PROCESSO PRODUTIVO 

Produto de grande versatilidade, o vinho é uma das bebidas mais apreciadas 

em todo mundo, resultante de sua significância comercial e, sobretudo, cultural. 

Desenvolvido a partir da fermentação alcóolica do mosto de uvas, partilham do mesmo 

processo produtivo, todavia, manifestam padrões característicos diferentes. Esses 

contrastes estão condicionados as castas de uva, região de cultivo, características de 

solo, exposição solar, entre outros fatores que refletem diretamente em sua qualidade 

final. Em consequência, obtém-se vinhos com impressões digitais diferentes, de 

maneira que apresentam variações quanto ao teor ou concentração de seus 

componentes [11][12]. 

A versatilidade da matéria-prima propicia a existência de uma variabilidade de 

produtos que podem ser classificados quanto à coloração, em vinhos tinto, branco, 

rosé; teor de açúcar, em vinhos seco, meio doce, suave; e classe, em vinhos de mesa, 

espumante, fino, leve, frisante, gaseificado, licoroso, composto. Embora sofram 

variações quanto ao teor alcóolico apresentado, de modo geral, seguem o mesmo 

processo produtivo [13][14]. 

A produção é iniciada pela colheita das uvas em vieiras. A escolha da fruta 

dependerá do produto final desejado, o qual impacta diretamente no estágio de 

maturação, haja vista a influência do amadurecimento na composição química dos 

frutos, sobretudo nos teores de açucares. Essa safra é então armazenada a fim de 

seguir para linha de produção [11]. 

O estilo do vinho estará condicionado à escolha da casta de uva empregada 

para a produção, através da qual pode-se classificá-las ainda quanto ao tipo em 

brancas ou tintas. Todavia, existe um aporte econômico maior voltado para 

elaboração de vinhos finos, produtos estes oriundos de uvas europeias (Vitis vinífera), 

tais como a Carbenet Sauvignon, Syrah, Suvignon Blanc, Riesling, Merlot, etc. Estes 

produtos oferecem bebidas com características marcantes, decorrentes da maior 

complexidade aromática proveniente de suas frutas. A diferença para os vinhos 

comuns está associada as características organolépticas que influenciam na 

qualidade e textura final [15]. 

O próximo estágio consiste no desengaçamento, a fim de retirar alguns 

materiais (haste, caules, folhas) que possam afetar as características organolépticas 



da produção, como a adstringência, amargor, etc. Posteriormente, seguem para 

prensagem. Nesse momento, ocorre o esmagamento das uvas, haja vista a 

necessidade de rompimento da casca para liberação de seu conteúdo, como a polpa 

e suco. Existe um controle estrito na prensagem para evitar a trituração concomitante 

das sementes. O tempo de contato do mosto com cascas e sementes terá influência 

na coloração final do vinho, decorrente da liberação de substâncias fenólicas [16]. 

Durante o processo de fermentação é comum a adição de SO2, haja vista sua 

ação antioxidante, antisséptica e estimulante [11]. A fermentação alcóolica do mosto 

acontece em subsequência pela presença natural de leveduras em uvas, e/ou adição 

de outras cepas, com o intuito de acelerar e aumentar o rendimento da produção. 

Como resultado dessas reações, tem-se a liberação de etanol e outros metabólitos 

essenciais para o vinho, os quais são provenientes da degradação de açucares, 

sobretudo da glicose e frutose presentes em frutas [16].  

Outra etapa de fermentação pode ser desencadeada, conhecida como 

fermentação malolática, a qual é responsável por converter o ácido málico em ácido 

lático, gerando em resposta um aumento de pH e redução da acidez total. 

Distintamente do primeiro processo fermentativo, ocorre pela inoculação de bactérias 

láticas, tais como Lactobacillus e Leuconostoc. Todo processo de fermentação ocorre 

sobre rigoroso controle de temperatura [15].  

 Após fermentação, são necessários processos de clarificação, a fim de 

garantir a limpidez, e reduzir a turbidez causada pela presença de sólidos 

sedimentados e/ou em suspensão no produto. Normalmente são empregues etapas 

de filtração, ou centrifugação para posterior envasamento em adegas [16]. 

A etapa de amadurecimento garante a estabilização do vinho, promovendo a 

maturação do produto em barricas de carvalho, ou cubas inox. Esse estágio pode 

levar de semanas a anos, até o momento de engarrafamento final. O tempo de 

maturação dependerá do tipo de produto e qualidade almejada. Todavia, o período de 

incubação promove a incorporação do vinho, melhorando aroma, textura e 

palatabilidade [11]. 

 



3. QUÍMICA DO VINHO 

O vinho apresenta uma composição química complexa, particularmente pela 

diversidade de compostos abarcados, tendo a água e o etanol como constituintes 

majoritários. A complexidade de suas matrizes confere a singularidade de cada 

produto, na qual a partir destas, consegue-se realizar distinções quanto sua 

proveniência. Contudo, ainda que apresentem identidades diferentes, exibem 

essencialmente a mesma composição química como compostos voláteis, compostos 

fenólicos, minerais, vitaminas, e outros demais componentes presentes.  

  

3.1 ÁGUA 

Uma das substâncias essenciais para a vida, a água está presente em 

variadas rotas metabólicos, sobretudo no desenvolvimento de plantas. A absorção de 

água impacta em sua produtividade, e a consequente maturação de frutos, como o 

transporte de nutrientes que são fundamentais para processos bioquímicos que 

influenciam no desenvolvimento de seus compostos orgânicos e inorgânicos. A 

composição química da uva pode apresentar variações a depender de seu estágio de 

amadurecimento [17]. 

Principal constituinte do vinho, a água participa de diferentes processos, 

desde a dissolução de espécies à hidrólise de vários componentes, sendo essencial 

para o desencadeamento de várias reações durante o processamento do vinho. 

Apesar disso, o teor de água é variável, em razão das técnicas de extração, estilo de 

vinho e matéria-prima empregada, de modo que apresentam em torno de 80% do 

peso do produto final [18]. 

 

3.2 CARBOIDRATOS 

Os açucares são um importante grupo na composição do vinho, haja visto sua 

associação à produção de etanol durante a fermentação alcóolica do mosto. Dos 

monossacarídeos presentes, a glicose, frutose e hexose destacam-se pelo maior teor 

em uvas. Ainda que apareçam em mesma proporção, os dois primeiros são 



responsáveis pela maior parte das reações catabólicas envolvidos na etapa de 

fermentação [19]. 

Todavia, a existência de espécies que não participam do processo 

fermentativo é comum. Estes são definidos como açucares residuais e estão 

presentes em concentrações ainda menores, quando em comparação aos açucares 

redutores, tendo como exemplos a pentose, aldopentose, ramnose, xilose, em que 

contribuem para a suavidade final do produto [18]. Embora a sacarose também seja 

um componente natural da uva, está sujeita a reações de hidrólise durante a 

fermentação, de modo que sua detecção está associada a processos de adulteração 

do vinho [20]. 

 

3.3 ÁLCOOIS 

Os álcoois representam cerca de 5 a 25% dos componentes dos vinhos, 

podendo ser classificados quanto sua volatilidade em compostos voláteis e não 

voláteis [11]. Dentre todos os álcoois presentes, o etanol destaca-se pela sua 

abundância, com um teor alcoólico em torno de 8 a 19%, consequência de seus 

precursores fermentativos, glicose e frutose, em que o álcool etílico é refletido como 

principal subproduto [21]. Apresenta um papel enológico importante, o que é atribuído 

a sua atuação como solvente, permitindo a extração de compostos aromáticos 

presentes na uva, além de seu caráter antisséptico, que contribui para a conservação 

do produto [18].  

O metanol também pode ser formado, normalmente ocorre em concentrações 

inferiores, em que diferentemente do etanol, não apresenta um papel significativo na 

composição do vinho. Sua produção é oriunda da desmetilação de pectinas presentes 

em uvas pela ação de leveduras. Ainda que apresente baixas concentrações, está 

associado a um alto risco de toxicidade, em virtude de sua metabolização a ácido 

fórmico e formaldeído, os quais já são correlacionados a prejuízos no globo ocular, ou 

em casos mais sérios podem levar a morte [5]. 

Álcoois superiores são comumente detectados, também resultantes dos 

processos de fermentação, são presentes em concentrações pequenas. No entanto, 

tem um papel importante no que se refere às características organolépticas do vinho, 



proporcionando agradáveis nuances aromáticas, sobretudo durante as etapas de 

envelhecimento do produto [18]. 

Ademais, tem-se a formação de polióis, no qual o glicerol se sobressai pela 

influência no sabor final do vinho, sendo encontrado na faixa de 0,5 a 1%. Oriundo da 

glicólise, contribui para as características sensitivas, ao que se deve a seu sabor 

adocicado [11]. 

Concentrações elevadas de sorbitol são associadas a adulterações do 

produto, visto que, apesar de ser empregado como conservante e identificado 

naturalmente em uvas, está presente em baixas quantidades. [22]. 

 

3.4 ÁCIDOS ORGÂNICOS 

Na composição química do vinho, os ácidos orgânicos representam 

aproximadamente 8% de seu total, sendo formados como subprodutos do processo 

de vinificação ou consequência da derivação de uvas. Classificados quanto à 

volatilidade em ácidos fixos ou voláteis, são caracterizados pela acidificação de vinhos 

[5]. Alguns destes álcoois são apresentados na Figura 4 

  Figura 4   Ácidos orgânicos presentes no vinho 

 

Dentre os ácidos orgânicos voláteis presentes em vinhos, encontra-se o ácido 

acético, ácido fórmico, ácido propiônico, ácido butírico, entre outros. Ainda assim, o 

ácido acético é identificado em concentrações mais altas, garantindo uma ação 

antisséptica.Apesar disso, pode ter sua produção decorrente de contaminações por 



bactérias, como a Acetobacter, de modo que quantidades mais elevadas são 

associadas a um processo de degradação, as quais levam a alteração de 

características sensoriais [18]. Por conseguinte, a facilidade quanto sua detecção, 

permite que OIV controle os limites de ácidos voláteis em função da concentração de 

ácido acético, usualmente a faixa tolerada encontra-se entre 1,2 e 2,0 g/L [5]. 

O ácido tartárico caracteriza-se como um dos principais componentes 

responsáveis pela acidez fixa do vinho, sendo encarregado do controle de pH. Dentre 

os ácidos correspondentes, está presente em torno de 25 a 75% de seu total. Trata-

se de um diácido e diálcool, que possui uma instabilidade, conhecida como 

instabilidade tartárica, a qual está relacionada com a baixa solubilidade de seus sais, 

principalmente na presença de álcool, que podem levar a sua precipitação. A 

solubilidade do tartarato de potássio, que já é baixa em meio aquoso, 5,6 g/L diminui 

significamente em meio alcoólico, aproximadamente 3 vezes em um vinho contendo 

12% de álcool a 10ºC [18]. 

O ácido málico é outro composto de grande importância que compõe a acidez 

fixa. Presente naturalmente em uvas, está associado aos níveis de maturação da 

fruta. Embora contribua fortemente para acidez, participa ativamente dos processos 

de fermentação. A etapa de fermentação alcóolica induz a formação de etanol a partir 

de sua conversão. Todavia, a presença de bactérias pode suceder estágios de 

fermentação malolática, em que o ácido málico é convertido a ácido lático, o que 

contribui para a suavidade final do vinho [22]. 

Outros ácidos podem ser encontrados como ácido cítrico e ácido succinico. O 

ácido cítrico também constitui a acidez fixa, embora seja encontrado em 

concentrações menores. Apesar de ser um constituinte intrínseco das uvas, é comum 

sua adição durante a produção como corretor de acidez. O ácido succinico é um dos 

subprodutos da ação de leveduras, em que contribui para o amargor e acidez da 

bebida. Ademais, podem ser obtidos outros produtos oriundos da fermentação, tal 

como o ácido glucônico e fórmico. Este é extremamente cáustico podendo ser 

reduzido a formaldeído [22]. 

 

 



3.5 COMPOSTOS FENÓLICOS 

Polifenóis são metabólitos secundários de baixo peso molecular onipresentes 

no reino vegetal, os quais exercem diferentes funções, como proteção frente a 

radiação, polinização, defesa, ação antioxidante, entre outras funções como suas 

propriedades antibacterianas e anti-inflamatórias [23][24]. 

As espécies fenólicas presentes no vinho contribuem em torno de 1% em sua 

composição. Apesar disso, são responsáveis direta ou indiretamente por sua 

qualidade, visto que estão associadas a características organolépticas como a 

coloração, adstringência e o amargor da bebida. Os compostos fenólicos são 

classificados em dois grandes grupos, compostos flavonoides, identificados pela 

presença de dois grupos fenil conectados em um anel heterocíclico, e compostos não 

flavonoides, constituídos por apenas um anel benzênico. No entanto, cerca de 90% 

dos polifenóis encontrados em vinhos, pertencem à classe do primeiro grupo 

respectivamente [18][25]. 

Compostos fenólicos, aldeídos benzílicos e ácidos cinâmicos são alguns 

subgrupos que compõe os compostos não flavonoides. Entre os ácidos benzóicos, 

tem-se um destaque para os ácidos vanílico, siríngico e salicílico, estes aparecem 

ligados às paredes celulares e, principalmente, o ácido gálico visto que se encontra 

sob a forma de éster dos flavonóis. Os ácidos fenólicos da série cinâmica encontram-

se na uva combinados com o ácido tartárico na forma de monoésteres [18]. 

Os flavonoides podem ainda ser subdivididos em outros grupos, classificados 

quanto à estrutura de seus anéis fenólicos em: flavonas, flavonóis, antocianos, 

chalconas, auronas, flavanonas, di-hidroflavonóis, di-hidrochalconas, flavanas, 

isoflavonóides, neoflavonóides [24]. Alguns destes são apresentados na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 



Figura 5   Estrutura de alguns flavonoides 

 

 

3.6 COMPOSTOS NUTRICIONAIS 

A composição nutricional do vinho sofre variações a depender das 

características de cultivo, clima e região dos frutos utilizados. No entanto, a maior 

parte desses produtos são perdidos quando submetidos a fermentação. Ainda assim, 

mesmo encontrados em níveis baixos, alguns minerais e vitaminas resistem ao 

processo de vinificação, são eles os oligominerais como K, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu e as 

vitaminas A, C, B1, B2, B6, biotina, niacina e ácido pantotênico, encontrados 

principalmente em níveis traços. Para determinação dessas espécies, métodos 

analíticos de alta sensibilidade podem ser aplicados, sendo empregados como 

métodos auxiliares no processo de identificação e autenticidade [5]. 



4. PREPARO DE AMOSTRAS 

 

No desenvolvimento de um método analítio, a etapa de preparação de 

amostra é a mais crítica, em geral, é a fase que exige um maior tempo, estando 

associada a probabilidade elevada de erros sistemáticos ligados ao processo. No 

entanto, a evolução das técnicas analíticas tem possibilitado a determinação de 

espécies em níveis cada vez menores, como em µg / L e pg / L, o que faz com que 

uma maior atenção seja necessária, haja vista a possibilidade de crescimento de 

erros interlaboratoriais com o decaimento das concentrações, tornando o pré-

tratametno um estágio essencial. Desse modo, procedimentos de preparo de amostra 

são empregados a fim de viabilizar a minimização de interferências provenientes da 

matriz durante os ensaios, permitindo determinar com confiabilidade a concentração 

dos elementos investigados. 

A análise elementar de matrizes complexas com altos teores orgânicos, como 

o vinho, por exemplo, frequentemente requer etapas de solubilização e/ou 

decomposição total ou parcial da amostra antes da análise instrumental, a fim de 

eliminar possíveis interferências espectrais e/ou não espectrais, causadas por alguns 

componentes presentes em sua matriz, como o etanol, ácidos orgânicos, sais, etc. 

Todavia, os processos que envolvem a solubilização ou decomposição da amostra, 

pode representar a etapa mais complexa de toda análise, especialmente quando se 

deseja empregar técnicas espectroanalíticas. 

Atualmente, a OIV é a instituição responsável pela padronização de métodos 

para análise de vinhos e seus derivados. À vista disso, foram encarregados pela 

elaboração de um compêndio internacional com métodos já bem estabelecidos e 

recomendados para determinação de metais em amostras de vinho. Uma das 

técnicas recomendadas pela organização consiste em processos de digestão ácida 

assistida por micro-ondas em situações que requerem a mineralização de amostras. 

Ainda assim, diversas outras técnicas já são reportadas e aplicadas durante 

os procedimentos de preparo de amostra, tais como a utilização de sistema de 

digestão por refluxo utilizando dedo frio, processos oxidativos avançados, 

amostragem por suspensão, microextração em fase sólida, microextração dispersiva, 

entre outras. 



4.1 PROCEDIMENTOS DE PRÉ-CONCENTRAÇÃO 

 

Nos últimos anos, a capacidade de detecção de instrumentações analítcas 

foi sendo aperfeiçoadas, permitindo detecções em uma ampla faixa de 

concentrações, o que tornou possível a identificação e quantificação de espécies em 

concentrações cada vez menores. Contudo, embora a sensibilidade e seletividade 

dessas técnicas tenham sido refinadas, as análises continuam sendo um desafio em 

decorrência da complexidade de algumas matrizes, que acabam por tornar inviável a 

aplicação direta de alguns métodos. Por consequência, algumas estratégias foram 

sendo adotadas a fim de eliminar ou corrigir essas possiíveis interferências. 

Um dos principais fatores associados a matrizes complexas decorre dos baixos 

níveis de concentração dos analitos ou etapas de diluição que diminuam a precisão 

do método. Contudo, a baixa sensibilidade de algumas técnicas acaba por tornar 

necessária a substituição do método proposto por algum instrumento que possua 

maior sensibilidade, o que pode proporcionar um custo operacional mais elevado. 

Outra alternativa é a realização de procedimentos que visem a extração ou pré-

concentração de amostras. Sendo assim, técnicas baseadas em extração líquido-

líquido ou extração em fase sólida podem ser aplicadas. Novas abordagens 

fundamentadas em reconhecimento biomolecular também já têm sido adotadas [26]. 

4.1.1 MICROEXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO DISPERSIVA 

 

Recentemente, novos procedimentos analíticos de separação têm sido 

propostos, a partir do aprimoramento de métodos tradicionais, haja visto a 

necessidade de superação das desvantagens que os métodos apresentam, bem 

como o elevado tempo de extração, alto custo, grandes volumes de reagentes 

necessários, formação de resíduos de elevada toxicidade, etc [27].  

A extração líquido-líquido convencional, também conhecida como extração 

por partição ou extração por solvente, é fundamentada em processos de 

transferências de massa. O procedimento ocorre mediante diferença de solubilidade 

entre o analito pelo diluente e solução extratora. Essa espécie, na qual se encontra 

dispersa no diluente é combinada à solução extratora, o que permite um contato direto 

entre analito e solvente, levando-o a um processo de migração para fase extratora. 



Em seguida, será atingindo um equilíbrio dinâmico ocasionando na formação de duas 

interfaces capazes de serem visualizadas, o que possibilita a separação [28]. 

O método de microextração líquido-líquido dispersiva é um procedimento 

relativamente novo, sendo uma técnica de extração/pré-concentração por partição do 

analito entre duas fases liquidas imiscíveis (extrator e dispersor). Esse método é uma 

versão otimizada do processo convencional, mas que requer volumes menores do 

extrator, ocorre então uma formação quase que instantânea da emulsão, levando a 

uma alta recuperação do analito. Sua eficiência está relacionada com a afinidade do 

analito com o solvente extrator, além de outros fatores como é o caso do pH, que 

facilita a formação de espécies desejadas, assim como evita reações paralelas 

indesejadas que possam afetar o processo [29][30]. 

Martínez et al. (2018) [29] relata um novo método com uso de microextração 

líquido-líquido dispersiva (DLLME) para determinação de Pb e Cd em amostras de 

vinho. Os resultados demonstram que, sob condições experimentais ótimas da  

DLLME, a determinação exata de Pb pode ser facilmente realizada utilizando 

calibração externa. Em contrapartida, houve a necessidade de aplicação de uma 

estratégia alternativa para análise do Cd, uma vez que a alta concentração de zinco 

afeta diretamente a quantificação da espécie. O método proposto apresentou limites 

de detecção 0.01 e 0.08 μg L−1 para Cd e Pb, respectivamente, resultado este dez 

vezes melhores que os métodos convencionais de extração, para análise por ETAAS. 

Escudero et al. (2013) [30] propôs um método eficiente de pré-concentração 

de espécies de arsênio baseado em técnica de microextração dispersiva de líquido 

iônico implementada em um sistema de análise de fluxo. Esse procedimento 

apresentou alta seletividade para especiação de arsênio, a partir do qual, em 

condições otimizadas, obteve um fator de enriquecimento de 46 vezes utilizando 

apenas 4 mL de amostra. O método desenvolvido demonstrou vantagens como a alta 

sensibilidade e baixo custo, tendo como benefícios os baixos limites de detecção (5 

ng / L). Além disso, a retenção e separação on-line da fase enriquecida de IL aumenta 

a velocidade de pré-concentração e análise, reduzindo o consumo de amostras e os 

riscos de contaminação. 

 

 



4.1.2 EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA – EFS 

Outra alternativa interessante quando se deseja aplicar um método de pré-

concentração e separação de um analito em amostras, é a aplicação de técnicas de 

sorção. Métodos que envolvam adsorção ganham destaque em decorrência da 

variabilidade de sistemas adsorventes possíveis de serem aplicados. Esses 

fenômenos também se baseiam em processos de transferência de massas, o qual 

ocorre entre o material adsortivo e a solução que contêm a espécie de interesse, na 

qual pode estar dissolvida ou em suspensão [26][31]. 

A cinética de adsorção rápida, seletividade, alta estabilidade, e a capacidade 

de execução de processos de eluição, tornam o método de extração em fase sólida 

uma técnica popular. Essa interação entre sorvente e analito, ocorre mediante 

interações em sítios ativos do material, sejam por fisissorção ou quimissorção, que 

levam a retenção dos compostos avaliados, permitindo sua remoção após eluição. 

Essa metodologia vem sendo aplicada quando a concentração do analito se encontra 

abaixo dos limites de quantificação da técnica analítica e/ou devido à complexidade 

da matriz [31][32]. 

Quando comparada a técnica de extração líquido-líquido, a metodologia por 

EFS apresenta algumas vantagens que favorecem a sua aplicação, como a 

possibilidade de regeneração da fase extratora, maior fator de enriquecimento, baixo 

custo, ausência de emulsão, fácil automação, rapidez e menor consumo de reagentes 

[31]. 

O princípio da técnica é semelhante ao método de extração em fase líquida 

(LLE), todavia fundamenta-se no particionamento entre duas fases: uma parte líquida 

(amostra/matriz) e outra sólida (sorvente). De maneira simplificada, o processo pode 

ser dividido em quatro estágios. O primeiro momento corresponde ao 

condicionamento do material extrator com o solvente, a fim de garantir a retenção das 

espécies investigadas. Posteriormente, sucede-se a passagem de toda amostra por 

uma coluna, onde o material adsorvente está fixado, com uma taxa de fluxo suficiente 

que garanta a retenção dos analitos alvos pelo sorvente. Em seguida, é realizada a 

primeira lavagem do material, de modo que possam ser removidos possíveis 

componentes da matriz que foram aprisionados. Por fim, o material extrator será 



utilizado para processos de eluição [31]. A Figura 6 esquematiza as etapas envolvidas 

no procedimento de SPE. 

 

Figura 6   Etapas envolvidas no procedimento SPE 

 

Fonte: Adaptado de [124] 

 

Diversos fatores devem ser considerados ao se realizar um estudo por SPE, 

são eles: a natureza do solvente, a qual depende do tipo de material que será utilizado 

no estudo, o pH, a vazão do processo tanto de concentração, como no processo de 

eluição, o volume do eluente para se obter boa recuperação. Todos esses parâmetros 

não devem ser desconsiderados do processo de análise [33]. 

 

4.1.3 POLÍMERO MOLERCULAMENTE IMPRESSO  (MIP) 

 

Processos biomiméticos encontram-se em crescente alta no campo de 

pesquisa, estando presentes nas mais diversas áreas da ciência. Essas novas 

abordagens, tem proporcionado a elaboração de materiais que simulam artificialmente 

os mesmos processos biológicos, já sendo vistos com frequência na Química 

Analítica. Por consequência, existe um interesse notório no desenvolvimento de 

estruturas com alta capacidade de seletividade baseadas em reconhecimento 



molecular, de modo que respondam a uma série de parâmetros, como alta área 

superficial, biocompatibilidade e estabilidade. Essas tecnologias têm como vantagens 

uma simples operação, fácil manuseio, menor custo operacional e alta eficiência, 

permitindo o desenvolvimento de metodologias mais precisas e eficientes [34][35]. 

A técnica MIP é uma variação do método de extração em fase sólida que 

apresenta uma seletividade elevada. Esses materiais são desenvolvidos de modo 

que, proporcionem um reconhecimento aprimorado com alvos específicos. O 

procedimento baseia-se em sítios receptores do sorvente altamente seletivo, 

utilizados em processos de enriquecimento de elementos que estão presentes em 

baixas concentrações (traços e ultratraços) e consequente separação de outras 

espécies coexistentes em uma matriz. Os polímeros com íons impressos são então 

empregues de modo a permitir a extração, detecção para posterior quantificação das 

espécies de interesse [33][36]. A Figura 7 esquematiza o processo de 

reconhecimento seletivo por uma molécula alvo. 

 

Figura 7   Reconhecimento biomolecular 

 

Fonte: Adaptado de [39] 

Os primeiros IIPs foram introduzidos por Nishidi em trabalhos datados de 1976 

e 1977. Esses estudos foram caracterizados pela síntese de um material sorvente 

visando a extração de vários cátions metálicos (Cu2+, Fe3+, Co2 + Zn2+ Ni2+ e Hg2+) 

através do emprego de 4-vinilpiridina como polímero ligante e 1,4-dibromobutano 

como reticulador. Resultados evidenciaram a estabilidade e seletividade do polímero 



formado mesmo após vários ciclos de reação: a influência do pH no equilíbrio de 

adsorção também foram observadas [37][38].  

De modo geral, podemos dividir esse processo de síntese em três etapas:  

i. Complexação entre ligante (monômero) e alvo específico (íon metálico); 

ii. Formação de cadeias poliméricas através da adição de agente 

reticulante; 

iii. Remoção da espécie molde. 

Todo processo de preparação do material é apresentado na Figura 8. 

 

Figura 8  Etapas da síntese de IIP 

 

 

Fonte: Adaptado de [39] 

Consequentemente, são formadas estruturas de memória que permitem a 

adsorção de espécies que apresentem características específicas para o alvo, como 

formato, tamanho, carga, etc. Tais condições conferem um alto grau de seletividade e 

especificidade para o material [39]. 

Ainda que apresente simplicidade de elaboração, diferentes mecanismos de 

impressão molecular já são descritos.  

A imobilização química processa-se pela fixação do monômero (ligante) a 

matriz polimérica após procedimentos de complexação entre íons metálicos e a 

espécie ligante (este deve apresentar algum grupo funcional com capacidade de 

polimerização), a reticulação ocorre então na presença de um agente de ligação 

cruzada. Normalmente, são preferíveis ligantes que apresentem grupos vinila. 

Todavia, não é um processo muito favorável, em decorrência da restrição quanto a 



acessibilidade às cavidades formadas, possibilitando em uma limitação durante os 

processos de adsorção [39]. A Figura 9 esquematiza o processo de síntese por 

imobilização química. 

 

Figura 9  Síntese por imobilização química 

 

Fonte: Adaptado de [39] 

 

Outra abordagem é a síntese por aprisionamento. Esse método consiste no 

aprisionamento dos ligantes na matriz polimérica através de ligações químicas. O 

sistema é montado pela adição de um agente vinilado, com capacidade de interação 

entre a espécie alvo e a rede polimérica, e outro agente complexante não 

funcionalizado com afinidade específica para o alvo: De modo que são retidos na 

matriz polimérica após reticulação [40]. Esse processo é esquematizado pela Figura 

10. 

 



Figura 10   Síntese por aprisionamento 

Fonte: Adaptado de [39] 

 

A impressão de superfície é outra técnica de polimerização viabilizada em 

uma interface aquosa/orgânica. Esse método é proposto pela junção entre ligante 

(monômero funcional) que deve apresentar afinidade em ambos os meios, 

estabilizador de emulsão, co-monômero e alvo específico. O monômero funcional é 

complexado ao alvo na superfície da emulsão, onde será desencadeada a reticulação. 

Após a polimerização, faz-se a retirada do molde, permitindo a revelação das 

cavidades de reconhecimento. A vantagem desse processo em relação as demais, 

deve-se a acessibilidade dos locais de ligação que se encontram próximos a 

superfície, favorecendo a cinética de ligação do material adsorvente [40]. Esse método 

é ilustrado pela Figura 11. 

 

Figura 11 Síntese por impressão de superfície 

 

Fonte: Adaptado de [14] 



 

Dessa forma, os benefícios oferecidos pelos MIPs conferem a eles alta 

aplicabilidade em relação a matérias convencionais, permitindo a remoção de 

compostos variados, haja vista as características intrínsecas apresentadas como boa 

estabilidade, especificidade, seletividade, durabilidade, capacidade de reutilização e 

robustez [39][41]. 

Mitreva et al. (2017) [42] propuseram um método para determinação de Fe 3+ 

e ferro total em amostras de vinho empregando polímero impresso. Copolimerização 

de precipitação reticulada utilizada foi 4 – vinilpiridina (monômero funcional), 

Trimetilolpropano trimetacrilato (agente reticulante). Os experimentos de otimização 

mostraram sorção quantitativa de ambos Fe (II) e Fe (III) na superfície do MIP a pH 7 

em comparação com outros metais coexistentes na matriz, no entanto a sorção 

seletiva de apenas Fe (II) pode ser alcançada na presença de íons fluoreto como 

agente de mascaramento para Fe (III). O procedimento analítico desenvolvido permite 

a determinação de ferro (III) e Fe total (II) + Fe (III) em amostras de vinho empregando 

FAAS, com os respectivos limites de quantificação de detecção 0,1 mg L-1 e 0,03 mg 

L-1. Esse modelo pode ser visto pela representação esquemática da Figura 12. 

 

Figura 12   Representação esquemática do método proposto por Mitreva et al. (2017) 

 

 

 

4.2 MÉTODOS DE DEDOMPOSIÇÃO DE AMOSTRAS 

  

4.2.1 PROCESSO OXIDATIVO AVANÇADO (POA) 

O processo de decomposição da amostra se faz presente pela necessidade 

de eliminação de interferentes que possam vir a afetar a quantificação de uma 



determinada espécie quando empregada uma técnica analítica. A mineralização por 

fotoconversão apresenta como vantagens o emprego de condições amenas: estas 

ocorrem sob condições de pressão e temperatura ambientes quando comparadas aos 

métodos tradicionais de decomposição, consequentemente são minimizadas as 

possíveis perdas do analito por volatilização. Ademais, faz-se necessário um menor 

consumo de reagentes, diminuindo assim o risco de contaminação da amostra e 

menor geração de resíduos, o que contribui para um processo mais verde [43]. 

O primeiro estudo empregando a radiação ultravioleta objetivava a avalição 

da decomposição de carbono residual em água do mar, trabalho este datado de 

1961.Neste estudo, o Fe (III) foi empregado para geração de radicais oxidantes.  A 

radiação ultravioleta promove um processo de oxidação ou redução de uma espécie 

química. A foto-oxidação é mais comum para processos de tratamento de 

decomposição de espécies orgânicas, para sua forma inorgânica livre. Em 

contrapartida, processos de fotorredução são favorecidos quando espécies orgânicas 

que apresentam grupo carbonila ou amino são adicionados ao meio. Apesar de sua 

potencialidade, esse processo é pouco explorado para fins analíticos [44]. 

O processo de foto-oxidação tem como intermediários da reação, radicais 

hidroxila, que são gerados fotoliticamente. Estes irão promover a decomposição dos 

compostos alvos a fim de alcançar mineralização completa das amostras. Uma das 

grandes vantagens do método deve-se as características das espécies oxidativas, as 

quais por não apresentarem seletividade e possuírem alto poder oxidante conseguem 

atuar sobre os mais variados compostos, incluindo aqueles mais recalcitrantes 

[44][45].  

Ainda que apresente grande aplicabilidade, a mineralização única por foto-

oxidação UV apresenta limitações em amostras de maior complexidade, em 

decorrência do alto conteúdo orgânico: De maneira que são necessárias um maior 

período de irradiação e/ou a adição de grandes volumes de reagentes que venham a 

potencializar essa degradação. Essa mineralização pode ser acompanhada de 

substâncias que auxiliem o processo de oxidação a fim de acelerar a formação de 

radicais, tais como: H2O2, O3 e K2S2O8. Um oxidante adequado nesse processo é o 

peroxido de hidrogênio, que tem como produto formado O2 e H2O, minimizando 

interferências. No entanto, a baixa absortividade do peroxido no comprimento de onda 

de 254 nm (lâmpada de Hg), dificulta sua implementação [44][46]. 



Buldini et al. (1999) [47] propuseram um método de preparo de amostra por 

digestão oxidativa com radiação UV através do emprego de lâmpada de Hg de alta 

pressão para determinação de metais e de transição em amostras de vinho. A adição 

de peróxido de hidrogênio mostrou reduzir o tempo de fotólise. Foi necessário o ajuste 

do pH para evitar perdas de metais por hidrólise e precipitação, permanecendo em 

sua forma iônica solúvel. O procedimento de digestão revelou-se adequado para 

determinação de baixas concentrações de cádmio (II), cobalto (II), cobre (II), ferro (III), 

chumbo (II), níquel (II) e zinco (II). O método exibiu superioridade em comparação 

com outras técnicas de pré-tratamento pela simplicidade de operação, além da 

minimização de contaminações externas pela necessidade de volumes reduzidos de 

reagentes. 

Dos Santos et. al. (2009) [44] propuseram um método de preparação de 

amostra por foto-oxidação com H2O2 para determinação de ferro e manganês em 

amostras de vinho. As condições experimentais foram otimizadas através da 

investigação da influência de pH, solução tampão, peróxido de hidrogênio e tempo de 

irradiação. O estudo compara os resultados obtidos pelo método proposto com o 

método de digestão convencional, a qual já é uma técnica bem estabelecida. Esse 

trabalho relata que não foram encontradas diferenças significativas entre dois 

métodos, baseando-se no teste T-pareado. 

Ferreira et al. [48] propuseram um sistema de digestão em linha fechado para 

decomposição de vinho usando peróxido de hidrogênio a 70% e radiação UV. Embora 

diversos trabalhos apresentem a combinação de lâmpada UV com peroxido de 

hidrogênio no processo de decomposição, esse trabalho chama atenção para a 

concentração de peróxido utilizada, sendo recentemente sintetizado e aplicado em 

estudos em Química Analítica. O estudo mostrou ser satisfatório no processo de 

decomposição da amostra, sendo evidenciado pela avaliação de carbono residual 

antes e após aplicação do método. Os testes de adição e recuperação confirmaram a 

exatidão do método. 

 

4.2.2 DECOMPOSIÇÃO POR VIA ÚMIDA 

Muitas técnicas analíticas visando a determinação elementar requerem 

etapas de pré-tratamento, de modo que eliminem a matéria orgânica presente e/ou 



liberem íons metálicos que se encontram complexados com outras espécies orgânicas 

ou inorgânicas coexistentes em uma matriz. Um dos métodos amplamente adotados 

é a decomposição por via úmida, também conhecida como digestão ou decomposição 

oxidativa. Este método, emprega o tratamento de matrizes mediante adição de ácidos 

inorgânicos em aquecimento, levando a decomposição dos componentes da matriz 

[49][50].  

Embora seja a técnica mais utilizada durante análises químicas, existem 

alguns cuidados que devem ser considerados, como o risco de contaminação elevado 

pela adição de grandes volumes de reagentes, e consequente formação de resíduos 

de elevada toxicidade, além da restrição quanto ao tipo de amostra a fim de evitar 

perdas de elementos voláteis. Algumas limitações podem ser corrigidas pelo emprego 

de sistemas fechados, os quais restringem o volume de ácidos necessários, permitem 

a análise de espécies voláteis. No entanto, é imprescindível uma maior atenção, em 

decorrência da necessidade de um controle rigoroso dos processos ao que se devem 

as reações violentas sucedidas [50]. 

O ácido oxidante mais frequentemente empregado neste processo é o ácido 

nítrico, ao que se deve ao seu poder oxidante moderado, sua relativa pureza e seus 

produtos resultantes do processo de decomposição, sendo estes nitratos solúveis. No 

entanto, outros ácidos também podem ser empregues individualmente ou associados, 

tais como: HNO3/H2SO4 e HNO3/HCl. A adição de H2SO4 melhora a eficiência do ácido 

nítrico em vaso aberto por possibilitar o uso de temperaturas mais elevadas, uma vez 

que o PE do H2SO4 é maior que o do HNO3. Outra mistura comumente empregada é 

o HNO3/H2O2, tendo o peroxido de hidrogênio como um oxidante auxiliar, aumentando 

dessa maneira a eficiência do processo. A escolha do regente deve levar em 

consideração a composição da amostra [49][50][51]. 

As reações de decomposição podem ocorrer em sistemas abertos, onde, além 

do emprego de ácidos oxidantes, é necessário o emprego de blocos digestores. As 

principais vantagens da digestão nesse sistema consistem em sua aplicação a todos 

os tipos de amostras, exceto aquelas que contêm compostos refratários, outro 

benefício deve-se a flexibilidade quanto à massa da amostra a ser utilizada, bem como 

a segurança. Todavia, suas limitações também devem ser consideradas, como a 

restrição da temperatura ao ponto de ebulição dos reagentes, o que pode diminuir a 



eficiência da digestão, riscos de contaminação pelo ar, perdas de elementos por 

volatilidade, etc [49]. 

Outra alternativa é a digestão de amostras em sistemas fechados usando alta 

pressão. Atualmente tem-se a digestão assistida por micro-ondas como técnica mais 

amplamente empregada, a qual permite aplicação das mais variadas amostras. A 

vantagem desse método deve-se a alta pressão e temperatura alcançada, 

minimização da contaminação, decorrente da restrição do contato com ar atmosférico 

e volumes de reagentes, e o tempo reduzido de reação essas condições favorecem o 

processo da digestão. Em contrapartida, a quantidade amostral limita-se a 0,5 g, visto 

que todo processo ocorre em ambiente fechado, estando sujeito a possíveis riscos de 

explosão em razão da formação de gases como subprodutos da decomposição 

realizada. Essas reações ocorrem então em sistemas pressurizados, onde a escolha 

do tipo de bomba de alta pressão, irá depender da amostra que será utilizada. [51]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. TÉCNICAS ANALÍTICAS 

Muitas técnicas analíticas têm sido desenvolvidas e aplicadas, visando a 

determinação da composição elementar em amostras de bebidas. Tendo como 

exemplo, as técnicas espectrométricas são amplamente difundidas, na qual 

destacam-se algumas com grande utilização, como a espectrometria de absorção 

atômica com atomização eletrotérmica (ET AAS), espectrometria de emissão óptica 

com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), espectroscopia de massa com 

plasma indutivamente acoplada (ICP-MS) e técnicas de geração de compostos 

voláteis (HG- AAS, HG-AFS e CV-AAS) [21]. 

Todas as técnicas descritas conseguem determinar com confiabilidade, metais 

presentes em níveis de concentração que variam de mg/L a μg/L. Essas análises 

permitem a determinação de metais em amostras de bebidas, tais quais, cerveja e 

vinho, de maneira que são frequentemente empregadas com o intuito de monitorar 

possíveis contaminações, determinar limites legais para fins de exportação, confirmar 

autenticidade e avaliar a composição mineral, haja visto sua influência no sabor e 

qualidade do produto final [52]. 

 

5.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO ATÔMICA  

A espectrometria de absorção atômica (AAS) é uma técnica vastamente 

aplicada nas ciências analíticas, com boa sensibilidade, é empregada para 

determinação de metais em diferentes matrizes [53][54].  

Baseia-se na formação de átomos gasosos em estado livre, que são gerados 

a partir de processos de atomização. O fenômeno de absorção atômica permite a 

excitação dessas espécies, através da absorção de comprimentos de onda 

específicos emitido sobre eles. Desse modo, é feita a mensuração da quantidade de 

energia absorvida, que em resposta produzirá algum sinal analítico. Esses sinais são 

utilizados para determinação da concentração das espécies de interesse [53][54].  

A AAS é segmentada em várias técnicas, que apresentam instrumentação 

similar, mas com devidas particularidades. Estas podem divergir quanto a fonte de 

radiação empregada, método de atomização, forma de introdução da amostra, etc. De 

modo geral, são constituídas por uma fonte de linhas, atomizador, monocromador e 



detector. Dentre as técnicas de absorção atômica, a espectrometria de absorção 

atômica com atomização eletrotérmica (ETAAS) e espectrometria de absorção 

atômica com chama (FAAS) possuem grande aplicabilidade [55][56]. 

 

5.1.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO ATÔMICA COM CHAMA 

A determinação dos principais elementos em amostras de vinho pode ser feita 

facilmente aplicando a técnica de chama após decomposição de amostra. Uma das 

grandes vantagens associadas, é o seu baixo custo e relativa sensibilidade para uma 

grande variabilidade de elementos. Esse método já bem estabelecido para análise de 

metais em diferentes matrizes e é uma das técnicas analíticas reconhecidas pelos 

órgãos que normatizam as análises elementares em vinho como a OIV e União 

Europeia [57]. 

Nessa técnica o procedimento baseia-se na aspiração da amostra, 

geralmente em solução, para o interior de um nebulizador pneumático, o qual 

responde pela formação de um aerossol fino, resultante da redução da amostra a 

pequenas gotículas. O líquido disperso entrará em contanto com mistura de oxidante 

e combustível, sendo arrastado até um queimador, que conduzirá as etapas de 

atomização. Durante o percurso, a névoa é fragmentada a níveis menores, decorrente 

de choques em esferas de impacto. Ao chegar na câmara de pulverização, as 

gotículas podem entrar em contato com a chama, onde sofrem processos de 

dessolvatação, volatilização e atomização [58][59]. A Figura 13 esquematiza a 

instrumentação de um espectrômetro de absorção atômica com chama. 

 



Figura 13 Representação esquemática do Espectrômetro de absorção atômica com chama 

Fonte: Adaptado de [124] 

A alta temperatura da chama permite a formação de átomos em estado livre, 

estando estes disponíveis para captação da radiação (com comprimentos de onda 

específicos) incidente. A quantificação das espécies de interesse pode ser então 

determinada por medidas dessa absorção. No entanto, ainda é comum a existência 

de interferências espectrais ou não espectrais durante as análises. Para superar 

essas limitações existe a necessidade de correção de fundo e/ou adição de agentes 

que melhorem a capacidade térmica dos analitos [58]. 

A F AAS geralmente é empregada para determinação de metais alcalinos e 

alcalinos terrosos em amostras de vinho. Todavia, à complexidade de sua matriz e 

altas concentrações de determinadas espécies, como o potássio, faz com que a 

quantificação de alguns elementos possa ser comprometida. Embora sua composição 

elementar sofra variações, a depender da localidade de sua matéria prima e/ou de 

processos produtivos empregados durante sua fabricação, a concentração de 

potássio nesses produtos é geralmente elevada, o que se torna um fator relevante 

para determinação de metais alcalinos, haja visto a supressão do processo de 

ionização desses metais [60]. 

A concentração elevada de fosfato em matrizes de vinho, quando submetidos 

a processos de atomização por chama, podem gerar espécies refratarias com 

elementos como Ba, Mg, Sr, Al e Ca, o que leva a uma diminuição do sinal de 

absorbância dessas espécies. Por consequência, é necessária a utilização de agentes 

liberadores a fim de minimizar possíveis interferências [61]. 



A precisão de análises por FAAS em amostras de vinho são geralmente boas, 

sendo em média < 1%, para todos os elementos, considerando níveis de concentração 

em mg/L., no entanto, para amostras nas quais o analito se encontra em 

concentrações traço ou ultra traço, os procedimentos de pré-concentração são 

imprescindíveis [21].  

 

5.1.2 ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO ATÔMICA COM ATOMIZAÇÃO 

ELETROTÉRMICA 

O conceito de atomização eletrotérmica surge por volta de 1961, trazido por 

B. V. L’vov, contribuiu de maneira significativa para as análises químicas, de modo 

que é empregado até os dias de hoje. A atomização da amostra acontece sob um 

eletrodo de suporte, com revestimento pirolítico: onde é aquecido eletricamente [62], 

de maneira que viabiliza um maior tempo de residência do analito no caminho ótico 

do tubo de grafite levando-o a um aumento significativo na sensibilidade, na casa de 

2 a 3 ordens de grandeza melhores que a FAAS, o que possibilita determinação em 

concentrações na ordem de ug.L-1 e ng. L-1 [63]. A Figura 14 ilustra o atomizador 

eletrotérmico. 

 

Figura 14 Atomizador eletrotérmico com revestimento pirolítico 

Fonte: Adaptado de [124] 

 

A ETAAS ocupa uma posição de destaque, dentre as técnicas 

espectroanalíticas. Tal condição está associada à elevada sensibilidade, seletividade, 

e a pequena quantidade de amostra requerida para realização das análises. Uma das 

grandes vantagens da técnica deve-se a possibilidade de tratamento térmico 



específico para cada espécie, obtido através de processos de Otimização do 

programa de aquecimento do forno de grafite, o que promove uma decomposição 

controlada da amostra, possibilitando a introdução de amostras na forma sólida, 

líquida ou em suspensões [64]. 

Todavia, a determinação de metais por técnica eletrotérmica pode vir a ter sua 

reprodutibilidade comprometida, quando realizada análises em amostras não 

tratadas. O vinho, por exemplo, é uma amostra de grande complexidade, o que se 

deve principalmente a presença de etanol em sua matriz. De modo que a influência 

da matriz torna a análise direta um processo mais laborioso, para o qual a pirólise 

incompleta da matéria orgânica acaba produzindo fumos e acúmulo de resíduos 

carbonáceo após várias queimas dos tubos de grafite. Por consequência, as análises 

por ETAAS podem ser afetadas através da alta absorção de fundo produzida [63]. 

A necessidade de redução de interferências implica em etapas de otimização 

para ajuste das condições ótimas. O controle de temperaturas do atomizador 

eletrotérmico é realizado considerando as etapas sequenciais de análise, com um 

aquecimento progressivo, em que a atomização destaca-se pela criticidade, haja visto 

seu papel na sensibilidade da técnica. Ademais, condições Forno Plataforma com 

Temperatura Estabilizada (STPF) já são adotadas como estratégia, o que permite 

aumento de sensibilidade e precisão [62]. 

A absorção de fundo também pode ser mitigada através do emprego de 

modificadores químicos. Esses agentes possuem a capacidade de aumentar a 

capacidade térmica ou a volatilidade de concomitantes da matriz presentes em uma 

amostra. A principal função dessas espécies é diminuir ou eliminar possíveis 

interferências químicas provocadas pela matriz ou concomitantes delas, o que permite 

um aumento sensível da temperatura de pirólise, garantindo uma atomização 

completa do analito [29]. 

Martínez et al. [29] (2018) propuseram um método para determinação de 

cádmio e chumbo em amostras de vinho empregando microextração líquido-líquido 

dispersiva acoplada a espectrometria de absorção atômica com atomização 

eletrotérmica. Os autores utilizaram Pd como modificador químico, no intuito de 

minimizar o efeito de fundo estruturado, que pode vir a existir com a utilização de 

outros modificadores. Sob condições ótimas, os LD obtidos para Cd e Pb foram 



menores que os anteriormente relatados na literatura em ET AAS usando estratégias 

convencionais de preparação de amostra, isto é, diluição, digestão e análise direta. 

Dessuy et al. (2008) [65] investigaram a aplicação de diversos modificadores 

químicos para determinação de chumbo em vinhos por ETAAS, a fim de permitir 

análise direta. A utilização de Pd com adição de ácido ascórbico ou ácido cítrico para 

determinação de Pb propostas no estudo, não afetou significativamente o sinal de 

fundo e nem a determinação do sinal de Pb nas amostras. O efeito da influência não 

significativa dos ácidos orgânicos avaliados é comprovado mediante resultados do 

planejamento fatorial empregando. 

Mollo et al. (2017) [66] propuseram um método para determinação de zinco 

em amostras de vinho por injeção direta em atomizador eletrotérmico (ETAAS). O 

método proposto foi comparado com a técnica FAAS, método convencional e aceito 

internacionalmente. As amostras foram introduzidas no forno de grafite sem etapas 

de preparação, e a determinação foi realizada pelo método de adição padrão. O limite 

de quantificação obtido foi de 0,10 mg L-1, a linearidade foi confirmada na faixa de 

0,10 a 10 mg L-1. Os resultados quando comparados com o método de referência 

OIV, evidenciaram uma concordância em torno de 10%. 

 

5.2 TÉCNICAS COM PLASMA ACOPLADO INDUTIVAMENTE 

Outras formas de atomização, sucedem-se pela aplicação de fontes de 

plasma. Por definição, tem-se o plasma como um gás altamente energizado e detentor 

de quantidades significativas de íons e elétrons, responsáveis pela sustentação de 

elevadas temperaturas que garantem a atomização da amostra. Ao longo dos anos, 

várias fontes de íons foram desenvolvidas, todavia a limitação de alguns aparelhos 

causadas por interferências ou instabilidades do plasma, como em instrumentos 

baseados em energia de corrente contínua ou geradores de frequência de micro-

ondas, fizeram com que novas fontes fossem introduzidas. Por consequência, o 

plasma acoplado indutivamente (ICP) ainda é um dos métodos mais empregados até 

hoje [67][68]. 

O princípio da técnica baseia-se em um fluxo de gás inerte, comumente 

empregado pelo argônio, através de uma bobina de indução que está associada à 



produção de um campo eletromagnético. A ionização do gás é induzida pelo contato 

com a bobina de Tesla, o que faz com que o plasma seja gerado. A introdução da 

amostra ocorre mediante aspiração por nebulizador, onde em contato com o plasma 

sofre processos de dessolvatação, dissociação, atomização e excitação: De maneira 

que os espectros de emissão possam ser medidos, uma vez que a absorção de 

energia promoverá a excitação do átomo a um nível energético mais alto, seguida por 

processos de relaxamento e emissão com comprimento de onda característico. Essa 

relação é utilizada para identificação da concentração do analito presente na amostra 

[69]. 

Dentre os métodos espectrométricos multielementares bem estabelecidos 

comercialmente, as técnicas de ICP-OES e ICP-MS se destacam pela sua 

versatilidade e capacidade de detecção. O plasma é um gás altamente energizado e 

eletricamente neutro, sendo que a alta temperatura produzida por essa fonte permite 

a determinação com alta sensibilidade de elementos que normalmente são muito 

difíceis de serem analisados por outras técnicas, tais como elementos refratários e 

terras raras. Teoricamente, todos os elementos que existem na tabela periódica são 

possíveis de serem analisados, entretanto, existem limitações para utilização da 

técnica ICP, que decorrem das suas propriedades físicas e espectrais, são eles: os 

elementos artificialmente produzidos, oxigênio e gases inertes [70]. 

Selih et al. (2014) [71] utilizaram a técnica de plasma indutivamente acoplado 

para determinação da composição multielementar em 272 tipos de vinho eslovenos, 

com intuito de realizar uma avaliação geográfica dos mesmos, haja visto a “impressão 

digital” que cada um apresenta. Foram realizadas determinações de 49 elementos, 

todavia apenas 19 foram escolhidos para o processo de classificação, a qual ocorreu 

através de modelos estatísticos. As análises por ICP-OES obtiveram resultados com 

adequado limite de detecção para todos os elementos quantificados, os outros 

parâmetros de validação tais como precisão, teste de recuperação (96,2% a 103,4%) 

e reprodutibilidade obtidos para o estudo também foram satisfatórias. 

Da mesma forma, Pérez-Álvarez et al. (2019) [72] desenvolveram um estudo 

similar para avaliação da autenticidade e caracterização de diferentes amostras de 

vinhos através de método multielementar por ICP-MS. O método proposto permitiu a 

classificação de vinhos sob diversos parâmetros, sendo estes: a variedade de castas, 

envelhecimento em barris de carvalho, adição de SO2, região geográfica, tipo de solo 



e aplicação de nitrogênio. As funções discriminatórias conseguiram distinguir com 

precisão 100% dos vinhos para cada parâmetro avaliado, mostrando-se uma técnica 

eficiente para determinação da identidade de vinhos. 

Jung et al. (2019) [73] desenvolveram um estudo comparativo entre as 

técnicas espectrometria de emissão atômica com plasma de micro-ondas (MP-OES) 

e espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), 

para quantificação de Mn em amostras de vinhos tintos (Vitis coignetiae). Os autores 

observaram um efeito de matriz significativo quando empregado MP-AES, 

independente do processo de tratamento de amostra (digestão ácida e diluição) que 

fosse aplicado, o que não foi visto quando empregado ICP-OES. Tal condição foi 

justificada pela diferença de temperaturas alcançada entre as duas fontes de plasma 

avaliadas. No entanto, a técnica ICP pode vir a ser limitada pelos altos custos 

operacionais que apresenta em relação a MP-AES. 

Fu e Shi (2019) [74] propuseram um método por injeção direta empregando 

ICP-MS, para determinação multielementar em amostras de vinho de frutas. As 

amostras passaram apenas por processos de diluição e acidificação, a fim de corrigir 

possíveis efeitos de matriz. Processos de otimização com misturas de diferentes 

gases foram avaliadas para eliminação de interferências espectrais. O método 

proposto demonstrou satisfatória reprodutibilidade, linearidade e precisão, com limites 

de detecção que variaram de 0,41 a 58,1 ng/L. 

 

5.3 TÉCNICA POR IMAGEM DIGITAL 

 

Recentemente muitas técnicas alternativas estão sendo desenvolvidas, de 

modo que proporcionem resultados precisos e diretos durante as análises químicas, 

como por exemplo, a técnica por imagem digital. Essa nova abordagem, permite a 

captação de imagens em tempo real, acelerando a interpretação dos dados a serem 

obtidos, as metodologias tradicionais são adaptadas por métodos que se 

fundamentam na visão computacional, isso acontece através do emprego de scanner, 

câmera digital, smartphone, computador tablet e/ou webcam, de maneira que 

funcionem como sistema ótico, o que substitui a necessidade de detectores de custos 

mais elevados. Por consequência, procedimentos analíticos são otimizados de forma 



que sejam mais ágeis, menos dispendiosos e com maior facilidade de transporte, o 

que facilita análises in situ. Ademais, resultados adquiridos podem ser encaminhados 

com facilidade para diferentes dispositivos [75][76][77][78]. 

O processamento de imagens digitais baseia-se em uma representação 

bidimensional que irão caracterizar a formação de um pixel correspondente a uma 

intensidade luminosa específica. Essa codificação é formada por dois eixos, (x,y), que 

consistem no número de colunas e linhas, respectivamente, presentes em uma matriz. 

A imagem é criada por uma faixa finita de coordenadas que irão culminar em sua 

formação. Por consequência, sua classificação dá-se pelas propriedades que 

apresentam, definidas pela cor e a posição a qual se encontra [79]. A Figura 15 ilustra 

a representação gráfica da formação de um pixel considerando os eixos x e y. 

Figura 15  – Representação bidimensional de um pixel 

 

Fonte: Adaptado de [75] 

 

As imagens podem ainda ser classificadas quanto ao tipo em: binária, em que 

é constituída por duas cores (preto e branco); escala de cinza, em que apresentam 

uma faixa variável de tons acinzentados; indexada, a qual apresenta uma matriz de 

pixels e um sistema RGB; e RGB, formada por três planos de cores: o vermelho (red, 

R), o verde (green, G) e o azul (blue, B) [79]. 

Imagens RGB são originárias do arranjo entre os três planos, onde a cor de 

cada pixel, é a combinação desses três elementos [75][79]. O desenho geométrico do 

sistema é refletido na formação de um cubo (Figura 16), através de representações 



numéricas que contém três vértices que são marcados pelas cores primárias 

(vermelho, verde e azul). Cada cor apresenta uma posição específica, estando as 

variações localizadas entre os vértices principais caracterizados pelas cores 

secundárias, estas são definidas em ciano, magenta e amarelo. As cores preto e 

branco são localizadas na origem dos vértices RGB e no seu vértice oposto, 

respectivamente. 

Figura 16  Representação geométrica do sistema de cores RBG 

 

Fonte: Adaptado de [75] 

Esses modelos são baseados em codificação para representação das 

coordenadas, com valores normalizados de 0 e 1. Cada eixo representa uma cor 

específica. De forma que, a quantidade de tonalidades possíveis é dependente da 

quantidade de bits presentes em um pixel. Além disso, os bits por definição 

evidenciam o número de tons existentes. Assim, considerando o sistema de cores 

RGB que contêm três planos, cada um deles formado por 8 bits, retrata um total de 

24 bits quando somados, o que proporciona a possibilidade de aproximadamente 16 

milhões de cores [75]. A quantidade de tons pode ser calculada pela Equação 1. A 

variação de tonalidades pode ser vista pela Figura 17. 

 

(Equação 1)   2n = número de tons 

Onde n corresponde a quantidade de bits presentes. 



 

Figura 17  Cubo representação RGB 

 

Fonte: Adaptado de [75] 

 

Além dos valores codificados por 0 e 1, podem ser usadas representações por 

níveis para identificação da intensidade de cor presentes em um pixel. Estes variam 

de 0 a 255, totalizando 266 níveis a serem atribuídos. Da mesma maneira que o 

espectro visível pode ser dividido em várias partes, onde, a região 0 é correspondente 

a ausência de coloração, o ponto 255, região máxima, definida pela cor branca, e a 

zona entre esses dois valores culmina nas demais variações de tonalidades [79]. Esse 

sistema é frequentemente visualizado em softwares para tratamento de imagens. A 

Figura 18 ilustra uma ferramenta para seleção de cores presente no programa 

Photoshop CS6. 

Figura 18  Exemplo de modelo RGB para a coloração verde 

 



5.3.1 APLICAÇÃO DE IMAGENS DIGITAIS COLORIMÉTRICAS NA QUÍMICA 

ANALÍTICA 

Para a determinação da composição elementar em amostras, tem sido 

proposta uma grande variedade de técnicas analíticas, como técnicas eletroquímicas, 

cromatográficas e espectrométricas. O princípio da técnica analítica por meio de 

análise de imagem digital se baseia na medida da tonalidade obtida, após processos 

de reações colorimétricas, empregando modelo RGB, na qual a mudança da 

coloração estará diretamente relacionado com a concentração do analito [80]. Vários 

estudos já têm sido reportados aplicando essa nova abordagem para especiação de 

metais em matrizes de vinho ou como técnicas de controle de qualidade. A Figura 19 

ilustra a aplicação do método RGB  para análise de vinho proposta por Santos et al. 

Figura 19   Método RGB 

 

Fonte: Adaptado de [80] 

Honorato et al. (2018) [80] propuseram uma estratégia analítica empregando 

imagens digitais para especiação inorgânica de ferro em amostras de vinho branco. 

Na determinação, utilizaram o regente cromogênico 1,2-orto-fenantrolina para 

complexação com os íons ferro (II) presentes na matriz, haja vista a formação de  

reações colorimétricas. A quantificação de ferro total foi realizada a partir da adição 

do agente redutor cloreto de hidroxilamônio, levando a redução de ferro (III) a ferro 

(II). Uma comparação entre os resultados obtidos para o ferro total pelo método 

imagem digital, com os resultados aplicando espectrometria de absorção atômica com 

chama comprovou exatidão. 

Os autores realizaram a aquisição de imagens através de uma câmera 

webcam, empregada como detector em ambiente fechado. Esse sistema, permitiu a 

construção da curva de calibração considerando o modelo RGB, que apresenta três 



planos de cores (vermelho, verde e azul). O processamento das imagens foi realizado 

a partir do histograma gerado. No entanto, o modelo linear obtido considerou os dados 

adquiridos pelo canal azul, haja vista uma maior sensibilidade em relação aos demais. 

O método proposto apresentou boa aplicação, simplicidade, baixo custo, alcançando 

bons limites de detecção. 

Perez-Bernal et al. (2017) [81] propuseram um método colorimétrico para o 

estudo do escurecimento de vinho, aplicando análise digital. Neste estudo, foi utilizado 

um smartphone e uma fonte de luz difusa. Os resultados do estudo mostraram que a 

porcentagem de decaimento da cor azul foi proposta como marcador de qualidade do 

vinho, pois a mesma foi afetada pelo processo de escurecimento, enquanto as cores 

vermelha e verde permaneceram constantes. Essas repostas foram comparadas com 

os métodos de referência, apresentando satisfatória correlação. 

. 

 



 
 

 

CAPÍTULO II 
 

 
UM SISTEMA FECHADO EM LINHA PARA DIGESTÃO DA 

AMOSTRA USANDO PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 70% E 

RADIAÇÃO UV. DETERMINAÇÃO DE CHUMBO NO VINHO 

EMPREGANDO ETAAS 

 



6. INTRODUÇÃO 

 

A presença de metais em bebidas atrai um crescente interesse da 

comunidade cientifica, haja vista sua associação quanto a qualidade e caracterização 

de seu produto final [82]. Ainda que sejam detectados em baixas concentrações, 

sobretudo em níveis traços, existe uma preocupação quanto a toxicidade de alguns 

elementos como metais pesados, o que se deve principalmente ao efeito 

bioacumulativo que apresentam no organismo [83]. Esforços para detecção de 

contaminantes já são avaliadas rotineiramente, com a finalidade de quantificar essas 

espécies na qual é necessário a realização de monitoramento regular, a fim de 

proteger a saúde da população quanto a sua exposição, controlando a concentração 

dentro de valores seguros[84]. 

Embora se tenha uma grande variedade de bebidas existentes, o vinho 

destaca-se pelos altos níveis de consumo em todo mundo, o que já é considerado 

como prática milenar. Decorrente dos processos de fermentação de matérias-primas 

como a uva, é caracterizado por sua complexidade em razão da diversidade de 

compostos orgânicos e inorgânicos presentes, tais constituintes são responsáveis por 

suas propriedades sensitivas e organolépticas que afetam a qualidade final. No 

entanto, a presença concomitante de metais acima dos limites permitidos pelas 

agências reguladoras ainda é um fator limitante [85][86]. 

A composição elementar do vinho é marcada pela presença de elementos 

essenciais. A ingestão moderada fornece minerais, como ferro, cálcio, magnésio, 

cromo, zinco, entre outros, que auxiliam processos biológicos fundamentais. No 

entanto, também são fontes de elementos com elevado potencial de toxicidade, como 

arsênio, cádmio, etc. Essa composição pode ser proveniente de diversas fontes, 

geralmente classificadas em endógenas e exógenas. A primeira está atrelada a 

características de cultivo da matéria-prima, como solo, clima, fertilizantes. Enquanto o 

último associa-se a contaminação exógena ligada a processos produtivos, como os 

reagentes adicionados, tubulação, etc [21]. 

Da mesma maneira que outros elementos de elevada toxicidade, o chumbo 

não é diferente, encontrado também na natureza, é originário principalmente de fontes 

antrópicas que acabam propiciando a contaminação ambiental, o que predispõe a 



contaminação de materiais presentes em diversas cadeias produtivas, como o 

processamento de alimentos, impactando diretamente em sua ingestão. Mesmo em 

baixas concentrações, o Pb apresenta alto efeito nocivo, seus efeitos toxicológicos já 

são vistos em diferentes sistemas biológicos, como responsáveis por provocar 

disfunções neurológicas, renais, cardiovasculares, entre outras, sendo o risco 

aumentado quando se tem uma exposição crônica [87][88]. 

Consequentemente, ferramentas analíticas são empregadas a fim de permitir 

a determinação da composição elementar do vinho. A escolha do método para 

determinação de elementos em amostras de bebidas deve levar em consideração 

muitos fatores, tais como o objetivo do estudo (técnica elementar ou multielementar), 

a concentração do analito de interesse, custos operacionais, efeitos de matriz 

associados, interferências, técnicas analíticas disponíveis. Assim, embora a maior 

parte das amostras necessitem de etapas de preparação, muitos métodos analíticos 

diretos (sem pré-tratamento da amostra) já tem sido proposto empregando 

espectrometria de absorção atômica com atomização eletrotérmica (ETAAS) para a 

determinação de metais não voláteis em vinhos e outras bebidas alcoólicas 

[66][89][90].  

Mollo et al. (2017) [66] propuseram um método para determinação de Zn em 

amostras de vinho empregando ETAAS por injeção direta. Condições ótimas de 

trabalho foram obtidas após o emprego de Mg como modificador químico. Os 

resultados foram corroborados após comparação com método de referência, onde o 

teste T evidenciou que diferenças significativamente estatísticas não foram 

observadas. 

A eliminação dos efeitos de matriz, ao que se deve a complexidade de 

determinadas amostras, pode ser feita através do uso dos modificadores químicos e 

suas altas temperaturas de pirólise que permitem a eliminação completa ou parcial da 

matriz, possibilitando a determinação direta dos analitos [85].  

Grindlay et al. (2011) [85] em uma breve revisão compara diferentes técnicas 

analíticas de espectrometria atômica para análise de vinhos, sendo evidenciado um 

grande número de estudos que empregam sua determinação direta, apenas 

otimizando as condições de trabalho como a realização das configurações das 



instrumentações analíticas empregadas, técnicas de calibração como adição de 

padrão, calibração interna, etc. 

A determinação de elementos voláteis tais como chumbo, cádmio, mercúrio, 

arsênio, antimônio, é frequentemente realizada em diferentes tipos de amostra, isso 

se deve a preocupação quanto aos seus elevados níveis de toxicidade e seus 

potenciais riscos associados à saúde humana. No entanto, estes processos de maior 

complexidade, uma vez que o controle da temperatura de pirólise é mais crítico. 

Assim, a determinação de elementos voláteis requer procedimentos de digestão em 

sistemas fechados, como fornos de micro-ondas [91][92][93] e sistema de refluxo 

(dedo frio) [50][94][95] sendo umas das técnicas mais amplamente utilizadas.  

Lo Dico et al. (2018) [91] obtiveram resultados com boas figuras de mérito na 

determinação de vários metais pesados em amostras de cacau, empregando a 

digestão assistida por micro-ondas como pré-tratamento.  

Huber et al. (2017) [92] desenvolveram um trabalho similar, submetendo as 

amostras a banho ultrassônico para posterior especiação de arsênio, as condições 

experimentais foram otimizadas empregando HCl e HNO3.  

Ferreira et al. (2013) [50] revisaram a aplicação de sistemas de refluxo como 

procedimentos de pré-tratamento de amostras, tendo como vantagens a redução da 

perda dos analitos, diminuição do consumo de reagentes, haja vista a condensação 

das soluções nos tubos. Porém pode vir a ser limitada em decorrência dos níveis de 

acidez das soluções residuais. De Oliveira et al. (2016) [95] comparam diferentes 

métodos de preparo de amostra para quantificação de As, Cd, Pb e Se em arroz por 

GFAAS. O método de digestão com ácido nítrico em sistema aberto com dedo frio 

apresentou resultados satisfatórios, os quais são confirmados pelo teste de adição e 

recuperação, bem como através da análise de materiais de referência, sendo 

evidenciada uma boa resposta analítica quando avaliada a sensibilidade, bem como 

os baixos valores dos limites de detecção e quantificação relatados. 

Ademais, técnicas baseadas na aplicação de processos oxidativos avançados 

(POAs) vem sendo adaptadas, a fim de seu uso como procedimentos de preparo de 

amostra. Esses sistemas permitem a geração de espécies reativas como o radical 

hidroxila (• OH), que atua como intermediário, levando a degradação de diversos 

compostos orgânicos. Embora exista uma grande variedade de POAs aplicáveis, a 



peroxidação fotoassistida, a qual combina a radiação ultravioleta (UV) com o peróxido 

de hidrogênio (H2O2), já tem sido frequentemente empregada para este proposito 

[96][97][98][99]. Como consequência, diversos estudos são desenvolvidos avaliando 

diferentes matrizes, como amostras ambientais [100][101], alimentícias [44][102][103], 

biológicas [96][99].  

Alguns destes já vêm sendo empregadas para análise de vinhos 

[44][102][103][47]. Em 1999, Buldini et.al desenvolveram um método de pré-

tratamento através da montagem de um sistema de empregando uma lâmpada de 

mercúrio de alta pressão como fonte de radiação UV [47]. As amostras foram digeridas 

na presença de H2O2, e o pH das soluções foram ajustadas pela adição de HNO3 e 

NH4CH3CO2. A mineralização das soluções digeridas permitiu a quantificação de 

metais de transição por diferentes técnicas analíticas, tendo bons resultados quando 

avaliados por ZGFAAS. Almeida e Vasconcelos (2002) [103] propuseram um sistema 

similar formado por tubos de quartzo onde amostras de vinho foram digeridas na 

presença de lâmpada UV e peróxido de hidrogênio a 30%, viabilizando a quantificação 

multielementar por ICP-MS. 

Um Procedimento em batelada foi realizado por Dos Santos et al. (2009) [44], 

em que foi empregado um processo oxidativo por radiação UV/H2O2 para 

determinação de Fe e Mn por FAAS. O sistema foi equipado com 3 lâmpadas de 

mercúrio de baixa pressão e as amostras foram digeridas durante um período de 30 

min. Da mesma maneira, Brandão et al. (2012) [102] propuseram um processo 

oxidativo usando radiação ultravioleta na presença de peróxido de hidrogênio para 

determinação de cobre em sucos de frutas através da montagem de um sistema de 

digestão similar e as medidas também foram realizadas por espectrômetro de 

absorção atômica em chama. 

Métodos baseados no uso de peróxido de hidrogênio a 30% (m/m) como 

reagente oxidante em procedimentos de pré-tratamento já são bem estabelecidos na 

literatura. No entanto, poucos trabalhos reportados na literatura têm sido propostos 

para avaliar o uso desse reagente em outros níveis de concentração, como, por 

exemplo, H2O2 70% (m/m) [104][105]. Deste modo, haja vista a limitação de estudos 

envolvendo a aplicação de H2O2 a 70%, o presente estudo buscou desenvolver um 

sistema de digestão em linha fechado usando radiação UV e peróxido de hidrogênio 

70% para determinação de chumbo em amostras de vinho empregando ETAAS. 



7. OBJETIVOS 

 

7.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver um sistema de digestão fechado para determinação de 

chumbo em amostras de vinho. 

 

7.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Empregar uma lâmpada ultravioleta de baixa pressão no 

desenvolvimento de um sistema em linha para digestão de amostras; 

Avaliar a cinética de degradação de amostras por processos de fotólise 

UV e peroxidação fotoassistida (UV/H2O2); 

Utilizar peróxido de hidrogênio na concentração de 70% (p/p); 

Otimizar condições experimentais a partir de ferramentas 

quimiométricas; 

Aplicar o método proposto para determinação de Pb em vinhos 

empregando ETAAS. 

 

 



8. PARTE EXPERIMENTAL 

 

8.1 REAGENTES, SOLUÇÕES E AMOSTRAS 

Todos os experimentos foram realizados utilizando água ultrapura e reagentes 

de grau analítico. A água ultrapura foi obtida a partir do sistema Mili-Q (Millipore, 

Bedford, EUA) com resistividade específica de 18 MΩ-cm. Ácido nítrico 65% (m/m), 

peróxido de hidrogênio 30% (m/m) foram fornecidos por Merck, (Darmstadt, 

Alemanha) e peróxido de hidrogênio a 70% (m/m) por Peroxy (Bahia, Brasil). As 

soluções padrões foram preparadas imediatamente antes do uso por diluição em série 

a partir de solução estoque de chumbo de 1000 mg L-1 (Merck) com ácido nítrico a 

0,05% (m/m). Uma solução de alumínio 1000 mg L-1 (Merck) foi escolhida como 

modificador químico [106][107]. As etapas de otimização foram realizadas utilizando 

vinho tinto elaborado com uvas Cabernet Sauvignon. As amostras de vinhos 

brasileiros foram obtidas em um supermercado no município de Salvador – Ba, Brasil, 

em maio de 2018. 

 

8.2 SISTEMA FECHADO DE DIGESTÃO DE AMOSTRA EM LINHA 

 

O sistema digestor é composto por um tubo de PTFE (com 3,5 m de 

comprimento e 0,8 mm de diâmetro), envolto em torno de uma lâmpada UV de 8 W 

com 30 cm de comprimento. A lâmpada está instalada numa caixa de madeira com 

50 cm de comprimento, 29 cm de altura e 29 cm de largura, e pintada inteiramente de 

preto no interior. Durante a etapa de digestão, uma bomba peristáltica é empregada 

para impulsionar a solução de amostra pelo tubo de PTFE a uma taxa de vazão de 1 

mL min-1 por 45 min. Durante a digestão de 5,0 mL de amostra de vinho na presença 

de 2,0 mL de H2O2, a temperatura da solução resultante variou de 24 a 27 ° C. A 

Figura 20 esquematiza a montagem do sistema digestor. 



Figura 20  : Representação esquemática do sistema de digestão UV em linha usado para 

decomposição de amostras de vinho 

 

8.3 OTIMIZAÇÃO MULTIVARIADA 

 

Técnicas quimiométricas são aplicadas dentro do laboratório, importante 

estratégia que busca auxiliar a resolução de problemas associados a processos 

químicos. Consequentemente, a quimiometria aparece como uma disciplina na área 

das ciências, marcada pela interdisciplinaridade, que relaciona fundamentos 

estatísticos e matemáticos a ferramentas computacionais, que por sua vez otimizam 

as condições experimentais, reduzindo a quantidade de experimentos a serem 

realizados [108].  

De modo geral, é necessário a determinação dos fatores que serão avaliados 

durante a otimização de um processo ou método, a partir dos quais serão obtidas as 

respostas que irão conduzir as condições ideais de trabalho [108]. 

   Embora os métodos multivariados proporcionem estudos com maior detalhamento, 

um grande número de trabalhos tem aplicado metodologia univariada, haja vista a 

simplicidade que esta apresenta. Todavia, suas limitações devem ser observadas. As 

variáveis estudadas são analisadas isoladamente, consequentemente são 

desconsideradas as possíveis interações entre elas, aumentando assim a quantidade 

de procedimentos experimentais a serem feitos, como resultado tem-se um maior 

tempo de trabalho e consumo de reagentes associados [108][109]. 



A otimização multivariada por sua vez caracteriza-se pela aplicabilidade de 

estudos simultâneos, sendo considerada a influência de vários fatores em um mesmo 

sistema, de modo que os estudos sejam realizados de forma aleatória, minimizando 

possíveis interferentes que afetem os resultados. Diferentemente dos métodos 

univariados, as interações entre os fatores são consideradas em todos os 

experimentos, à vista disso, ocorre redução do número de procedimentos 

experimentais levando a um menor consumo de reagentes. Ademais, programas 

estatísticos podem ser empregados, o uso de softwares é comumente realizado 

quando se tem um grande número de fatores avaliados. Sua limitação vincula-se a 

necessidade de um maior conhecimento do analista quanto ao entendimento desses 

processos para interpretação dos dados obtidos [108][110]. 

Apesar disso, podemos dividir seus processos em duas etapas. Em um 

primeiro momento é necessário analisar e identificar as variáveis significativas do 

estudo, em seguida, é feita a otimização das respostas a fim de alcançar a melhor 

resposta analítica. Os fatores são determinados a partir de estudos prévios, de modo 

que as variáveis significativas sejam identificadas através de métodos de rastreio, 

normalmente aplicam-se técnicas de planejamento fatorial completo e a escolha do 

tipo de planejamento depende dos níveis investigados. A otimização completa, com 

valores experimentais aprimorados pode ser obtida através da identificação do 

comportamento correto da resposta. Dessa forma, o emprego da metodologia de 

superfície de resposta (RSM) parece ser a mais apropriada, visto que fornecem 

modelos matemáticos que auxiliam a elaboração das condições experimentais ótimas. 

Esses modelos podem prever informações importantes no que diz respeito ao 

comportamento das variáveis estudadas. A RSM envolve um conjunto de técnicas que 

podem ser empregadas, como o planejamento fatorial de três níveis, planejamento 

composto central, planejamento Box-Benhken e planejamento Doehlert, sendo estes 

dois últimos os mais comumente aplicados. Todavia, etapas de validação ainda são 

necessárias [108][111][112]. 

 

8.3.1 PLANEJAMENATO FATORIAL COMPLETO DE DOIS NÍVEIS 

O planejamento fatorial completo de dois níveis é uma ferramenta útil quando 

se tem múltiplos fatores em estudo e se deseja estudar suas respectivas interações. 



Essa metodologia é estabelecida pelo emprego da expressão, n=2k, sendo o valor 

obtido referente ao número de experimentos que devem ser realizados, onde k 

corresponde a quantidade de fatores investigados e 2 é a quantidade de níveis para 

cada fator [113].  

Os fatores são então estudados em dois níveis, o que significa que cada fator 

será modificado duas vezes, e a análise estatística é feita a partir disso. De modo que 

a leitura seja simplificada, realiza-se a codificação dos valores reais de cada nível, 

sendo estes representados pelos sinais (-1) e (+1), nível inferior e superior, 

respectivamente. Contudo, ainda se faz necessário incluir outros experimentos que 

considerem os erros associados aos processos: para esse fim, são realizados testes 

em nível médio, também conhecido como ponto central (PC), em que sua codificação 

é representada por (0) [113]. A Tabela 1 apresenta um esquema de uma matriz 

genérica de planejamento fatorial em dois níveis considerando três fatores 

investigados. 

Tabela 1 – Exemplo de matriz de planejamento fatorial completo 2³ 

Experimentos Fator A Fator B Fator C 

1 +1 +1 +1 

2 +1 +1 -1 

3 +1 -1 +1 

4 +1 -1 -1 

5 -1 +1 +1 

6 -1 +1 -1 

7 -1 -1 +1 

8 -1 -1 -1 

9 (PC) 0 0 0 

10 (PC) 0 0 0 

11 (PC) 0 0 0 

 
 

Esses experimentos são então realizados de forma aleatória, de modo que as 

variáveis incontroláveis não afetem significativamente as respostas esperadas [113].  



Com base no fatorial gerado, pode-se realizar a avaliação desses resultados 

de várias maneiras, sendo que a mais comumente empregada é a análise do gráfico 

de Pareto. No que lhe diz respeito, apresenta uma fácil visualização o que é 

caracterizado pela presença de barras horizontais que evidenciam o comportamento 

das variáveis do sistema proposto. A partir dele, consegue-se observar o efeito dos 

fatores ou interações consideradas significativas ou não para o estudo. Essas 

determinações são dependentes do valor de p (probabilidade estatística), onde 

aqueles efeitos com p>0,05 ou p=0,05 são classificados com significância, 

considerando um nível de confiança de 95% [109]. 

Ademais, podem ser obtidos modelos de regressão, os quais descrevem as 

medidas gerais dos experimentos, o efeito de cada fator individualmente e suas 

respectivas interações. Através destes podem ser feitas estimativas das respostas em 

relação aos fatores investigados dentro do domínio experimental determinado [109]. 

 

8.3.2 ESTRATÉGIA DE OTIMIZAÇÃO 

 

As otimizações das condições experimentais foram realizadas empregando-

se um planejamento fatorial completo de dois níveis, com três fatores investigados, 

sendo as variáveis independentes consideradas: os volumes de peróxido de 

hidrogênio, ácido nítrico e o tempo de irradiação. A resposta de interesse utilizada 

para avaliação foi a absorvância da solução resultante, medida no comprimento de 

onda de 512 nm, a qual apresentou uma região de máxima absorção para as 

amostradas analisadas. Ademais, triplicatas do ponto central foram realizadas dado 

que consideram a aleatoriedade dos ensaios, bem como erros sistemáticos 

associados. Os ensaios nessa condição foram necessários para determinação do erro 

experimental e teste de curvatura [114][115]. 

 

8.3.3 INSTRUMENTAÇÃO 

 

A quantificação de chumbo foi realizada usando um espectrômetro de 

absorção atômica ZEEnit 600 (Analytik Jena AG, Jena, Alemanha) equipado com um 

atomizador de tubo de grafite aquecido transversalmente e correção de fundo de efeito 



Zeeman, empregando um amostrador automático de forno MPE 60 (Analytik Jena) 

para a introdução da amostra.  

Os parâmetros instrumentais são apresentados na Tabela 2. A lâmpada de 

cátodo oco de chumbo (Varian, Mulgrave, VA, Austrália) foi operada com uma corrente 

de 3 mA, um comprimento de onda de 283,306 nm e largura de banda espectral de 

1,2 nm. As medidas analíticas foram realizadas utilizando tubos pirolíticos revestidos 

de grafite aquecidos transversalmente com plataformas de PIN. O gás argônio com 

pureza de 99,997% (White Martins, Salvador, Brasil) foi usado para purga com uma 

vazão interna de 2,0 L min −1 em todas as etapas, exceto durante a etapa de 

atomização, quando o fluxo interno foi interrompido. O modificador químico, padrões 

e amostras foram transferidos para o tubo de grafite utilizando o amostrador 

automático.  

 

Tabela 2 Parâmetros instrumentais utilizados para determinação de chumbo por ETAAS 

Parâmetros Condições operacionais 

Comprimento de onda da lâmpada 283,306 nm 

Corrente da lâmpada  3 mA 

Largura de banda  1,2 nm 

Fluxo de gás de purga  2,0 L min – 1 

Gás Argônio 

 

8.3.4 DETERMINAÇÃO INSTRUMENTAL DE CARBONO 

O teor de carbono foi quantificado por combustão empregando equipamento 

TruSpec CHN (LECO Corporation em St. Joseph, Michigan, EUA) usando uma massa 

de solução de 0,10 g em cápsula de antimônio. 



9. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

9.1 ESTUDO DO SISTEMA EM LINHA USANDO RADIAÇÃO UV 

Um planejamento fatorial completo de dois níveis foi estabelecido para 

otimização das condições experimentais do procedimento proposto para a digestão 

de amostras de vinho. O sistema apresentado fundamenta-se na exposição das 

amostras a radiação UV associada ao oxidante peróxido de hidrogênio por um período 

de tempo necessário, de modo que seja alcançada a degradação completa dos 

componentes orgânicos da solução. O processo oxidativo empregado desencadeia a 

formação de espécies reativas que atuam sobre a matriz estudada promovendo a 

mineralização.  

À vista disso, foram selecionados alguns fatores que pudessem afetar de 

maneira significativa o processo de foto-oxidação, sendo estes as concentrações de 

ácido nítrico, peróxido de hidrogênio e o tempo de irradiação. A degradação da matriz 

em estudo foi definida a partir da diminuição do sinal de absorvância, onde a 

absorbância da solução digerida no comprimento de onda de 512 nm foi observada 

em função da variação dos fatores.  

As variáveis estudadas, assim como, os valores codificados referentes aos 

domínios experimentais utilizados no planejamento e os resultados obtidos para cada 

experimento são apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3  Matriz do planejamento fatorial completo de dois níveis 2³ para avaliação da digestão de 

amostras de vinho. 

Experimentos Volume 

H2O2  

(mL) 

Tempo de 

irradiação 

(min) 

Volume 

HNO3 

(mL) 

Absorvância 

(ABS – 512 

nm) 

1 -1 (1.0) - (8) - (0.0) 0.273 

2 +1 (2.0) - (8) - (0.0) 0.182 

3 -1 (1.0) + (20) - (0.0) 0.072 

4 +1 (2.0) + (20) - (0.0) 0.072 

5 -1 (1.0) - (8) + (1.0) 0.269 

6 +1 (2.0) - (8) + (1.0) 0.212 

7 -1 (1.0) + (20) + (1.0) 0.097 



8 +1 (2.0) + (20) + (1.0) 0.057 

CP 0 (1.5) 0 (14) 0 (0.5) 0.107 

CP 0 (1.5) 0 (14) 0 (0.5) 0.107 

CP 0 (1.5) 0 (14) 0 (0.5) 0.109 

Volume total: 7,0 mL 

Os resultados deste planejamento fatorial podem ser interpretados pelo 

gráfico de Pareto, o qual é apresentado na Figura 21. Informações relevantes no que 

diz respeito à significância dos fatores em estudos podem ser observadas. 

 

Figura 21  Gráfico de Pareto obtidos a partir planejamento fatorial completo 2³. 

 

A partir das respostas obtidas pelo sistema de digestão UV proposto, nota-se 

que todos os fatores investigados se demonstram significativos: no entanto, as 

variáveis tempo de irradiação (-195,35) e volume de peróxido de hidrogênio (-57,56) 

apresentaram maior contribuição no que diz respeito a significância. Ambos os fatores 

evidenciaram efeitos negativos, de modo que a resposta é aumentada quando há 

variação do domínio experimental do maior nível para o menor. Isso indica que, em 

condições em que há o aumento dos fatores ocorre uma diminuição no sinal de 

absorbância, essa ABS reduzida foi, portanto, associada a alta degradação das 

amostras de vinho. Em contrapartida, a avaliação das condições por planejamento 

fatorial não conseguiu ser feitas com os dados que referem ao ácido nítrico quando 

observado os valores de absorbância (512 nm) das soluções residuais, visto que o 

reagente na presença de radiação UV promove a formação de compostos coloridos, 

que por sua vez apresentam absorção elevada dentro do comprimento de onda 

selecionado para estudo. 



Quando avaliadas as interações entre os fatores selecionadas para o estudo 

pelo gráfico de Pareto, verifica-se que a interação “tempo de irradiação X volume de 

peróxido de hidrogênio” apresenta um efeito positivo significativo (+33,07), dado que 

resposta analítica é aumentada à medida que os valores na faixa de trabalho 

investigada crescem. Ademais, podem ser inferidas outras informações a partir da 

matriz de planejamento fatorial, como a região de trabalho que evidenciou maior 

degradação das amostras de vinho tinto, a qual foi constatada pela apresentação do 

menor valor de absorbância, sendo obtido para a condição experimental de tempo de 

irradiação e peróxido de hidrogênio ambos em nível máximo (Tempo: 20 min, volume 

de H2O2: 2 mL). 

Em decorrência da limitação dos estudos com ácido nítrico relatada 

anteriormente, foi realizada outra etapa de avaliação do sistema de digestão de 

amostras desenvolvido empregando um planejamento fatorial de dois níveis, porém 

com apenas dois fatores estudados, sendo estes o volume de peróxido de hidrogênio 

e o tempo de irradiação. Os resultados são apresentados na Tabela 4, assim como 

os valores codificados e reais para cada fator, e suas respectivas respostas 

(absorbância da solução residual a 512 nm). 

Tabela 4  Avaliação do sistema de digestão de amostras usando planejamento fatorial de dois níveis 

2². 

Experimento Volume 

H2O2 70%  

(mL) 

Tempo de 

irradiação 

(min) 

Absorvânica 

(ABS em 512 

nm) 

1 -1 (1.0) - (8) 0.115 

2 +1 (2.0) - (8) 0.214 

3 -1 (1.0) + (20) 0.046 

4 +1 (2.0) + (20) 0.049 

CP 0 (1.5) 0 (14) 0.074 

CP 0 (1.5) 0 (14) 0.079 

CP 0 (1.5) 0 (14) 0.068 

Volume total: 7,0 mL 

A partir da nova matriz pode-se gerar um novo gráfico de Pareto, como 

suporte para avaliação do efeito individual de cada fator, bem como a sua devida 

interação. Os resultados são então apresentados na Figura 22. 



Figura 22  Gráfico de Pareto obtido a partir planejamento fatorial completo 2². 

 

 

Analisando o novo gráfico de Pareto, observa-se a significância dos dois 

fatores investigados, ratificando as informações obtidas pelo planejamento fatorial 

inicial. Ambas as variáveis (tempo de irradiação e peróxido de hidrogênio) 

demonstram efeito significativo negativo (-21,24 e -8,71 respectivamente). A interação 

tempo de irradiação X volume de peróxido de hidrogênio também apresentou efeito 

positivo (+9,26), corroborando a avaliação anterior. 

 

9.2 ESTUDO CINÉTICO DA DEGRADAÇÃO DO VINHO USANDO RADIAÇÃO 

UV E H2O2 70% 

Após as técnicas de planejamento de experimentos, foram realizados estudos 

cinéticos a fim de alcançar condições ótimas de digestão, bem como a compreensão 

dos processos efetuados. A degradação do vinho tinto foi executada pelo emprego de 

lâmpada UV de baixa potência (8W). Os testes foram feitos com 5,0 mL de vinho e 

adição de 2,0 mL de peróxido de hidrogênio 70%. 

As amostras foram preparas e agitadas, tendo seu volume final ajustado para 

10 mL com a adição de água desmineralizada. Em seguida, foram encaminhadas para 

o sistema digestor desenvolvido de modo a permitir sua irradiação. As experiências 

foram realizadas em intervalos de 4 em 4 minutos durante um tempo de 52 minutos. 

Após a digestão das amostras, a solução resultante foi medida para obtenção dos 



valores de absorbância, de modo que pudesse ser avaliado a eficiência de 

degradação. 

A degradação do vinho foi acompanhada pelas medidas da absorbância das 

soluções residuais no comprimento de onda de máxima absorção, o qual foi 

determinado previamente em 512 nm. Esses resultados são apresentados na Figura 

23. A fim de avaliar a eficiência do sistema proposto são comparadas diferentes 

abordagens de digestão de amostra: radiação UV única (azul); radiação UV associada 

a peróxido de hidrogênio (laranja); peróxido de hidrogênio no escuro (cinza). As 

decomposições das amostras ocorreram em um período de 44 minutos. O método 

UV/H2O2 apresentou a maior taxa de degradação. Em 32 minutos de reação a 

amostra foi quase completamente mineralizada. Esse gráfico da mesma forma 

explicita as informações referentes a significância dos fatores tempo de irradiação e 

peróxido de hidrogênio resultantes do planejamento fatorial. Assim é apontado o papel 

significativo da radiação ultravioleta na degradação desses compostos. No entanto, 

essa mesma degradação não é efetivada quando aplicado o oxidante sozinho no 

escuro. 

  Figura 23  : Avaliação da degradação do vinho em função tempo para diferentes abordagens de 

digestão usando o sistema proposto 

 

 

De modo geral, sabe-se que a composição do vinho varia a depender do 

produto, assim em função da complexidade de suas matrizes recomenda-se um 

tempo de digestão em torno de 45 minutos, caso a amostra utilizada seja mais 

complexa que aquela usada durante as etapas de otimização, a fim de garantir que 

todo conteúdo orgânico possa ser eliminado. 



A Figura 24 mostra as curvas de fotodescoloração para as diferentes reações 

estudadas. A partir dela pode-se observar que o sistema combinado se mostra mais 

eficaz quando comparada aos métodos isolados. Sabe-se que os máximos de 

absorção ocorrem na presença de grupos cromóforos, assim é evidente a degradação 

dessas espécies em até 32 minutos quando a amostra é irradiada com luz ultravioleta 

na presença de peróxido de hidrogênio, apresentando uma taxa de degradação de 

98%. Por outro lado, a atuação única da luz ultravioleta só foi capaz de degradar 38% 

das espécies presentes no vinho. A descoloração no escuro e na presença de H2O2 

foi ainda menor, com uma taxa de 29%.  

Figura 24  Curvas de fotodescoloração 

 

Resultados demonstram o papel importante que os radicais hidroxila (• OH) 

possuem durante a fotoxidação, dado que podem ser formados por meio de processos 

fotocatalíticos, a presença de oxidantes como peróxido de hidrogênio sob irradiação 

UV já é suficiente para liberação de espécies reativas no meio. Esse radical apresenta 

alto poder oxidante (E ° = 2,8 V) levando reações de degradação em moléculas 

orgânicas através de processos oxidativos avançados. Quando empregado POAs a 

avaliação da decomposição pode ser feita mediante o teor de carbono orgânico 

dissolvido. Em uma amostra de vinho a taxa de carbono foi reduzida de 10% a 2% 

após emprego de UV/H2O2, demonstrando mineralização de seu conteúdo orgânico 

por radicais OH [116].  

Foram estudadas as curvas cinéticas de descoloração das amostras de vinho 

por diferentes condições experimentais empregando um modelo de pseudo-primeira 

ordem, os resultados são expostos pela Figura 25. A constante cinética aparente 

(kapp) encontrada para a descoloração do vinho assistida por peróxido de hidrogênio 



e luz UV foi de 0,135 min-1 (R2 = 0,9936) contra 0,010 min-1 (R2 = 0,9454) para a 

descoloração do vinho no escuro com peróxido de hidrogênio e 0,015 min -1 (R2 = 

0,9834) para a descoloração do vinho sob irradiação UV sem peróxido de hidrogênio. 

Dessa forma, constata-se que a associação UV/H2O2 apresenta uma taxa de 

degradação 10 vezes mais rápida quando comparada aos métodos isolados. 

Figura 25  –  Curvas cinéticas seguindo um modelo de pseudo-primeira ordem. 

 

9.3 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES INSTRUMENTAIS PARA A 

DETERMINAÇÃO DE CHUMBO USANDO ETAAS  

A espectrometria de absorção atômica com atomização eletrotérmica é uma 

técnica bem consolidada na literatura, com inúmeras vantagens mostra-se eficiente 

na determinação de metais a níveis traços, apresentando boa sensibilidade e baixos 

limites de detecção. Todavia, ainda se faz necessário a otimização de parâmetros 

instrumentais como seu programa de temperatura, de modo a garantir 

reprodutibilidade das análises, certificando a atomização completa das amostras e 

evitando seu espalhamento. As condições instrumentais para quantificação de 

chumbo foram realizadas através do emprego de técnica univariada, em que um fator 

é analisado por vez, enquanto os demais são mantidos constantes. Esses 

procedimentos baseiam-se na determinação da temperatura ótima de pirólise e 

atomização. 

Para otimização do sistema foram construídas as curvas de pirólise e 

atomização a fim de garantir a estabilização do analito durante a etapa de pirólise, 

permitindo a queima da matriz e completa atomização da espécie de interesse. Os 

gráficos gerados são apresentados pela Figura 26. Realizou-se o emprego de 

alumínio como modificador químico. As faixas de temperatura de pirólise investigada 



variaram de 500 ºC a 1200ºC, com um platô de absorbância obtido entre 700 ºC a 900 

ºC, o tempo de pirólise foi definido em 20 segundos. Na otimização da atomização as 

temperaturas variaram de 1800 ºC a 2700 ºC, sendo observado um platô na faixa de 

1800 ºC a 2200 ºC. Após construção das curvas, foram estabelecidas como 

temperaturas ótima de pirolise e atomização 800 ºC e 1800 ºC respectivamente. A 

escolha baseou-se na observação dos sinais analíticos durante a análise, formação 

de picos e sinais de fundo considerados.  

Figura 26  Curvas de pirólise e atomização empregando alumínio como modificador químico. 

 

O programa de temperatura proposto com os valores de temperatura 

otimizados para quantificação de chumbo é mostrado na Tabela 5. Todos os sinais 

analíticos foram medidos como valores de absorbância integrados, Aint (área do pico). 

Tabela 5 – Programa de temperatura para determinação de chumbo empregando alumínio como 

modificador químico 

Etapas Temperatura (ºC) Rampa (ºC/s) Tempo (s) 

Secagem 80 15 10 

Secagem 120 10 15 

Secagem 140 5 10 

Pirólise 800 50 20 

Atomização 1800 FP* 4 

Limpeza 2550 FP* 5 

*FP – Full Power 

 

9.4 CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS DO MÉTODO ETAAS PROPOSTO 



O procedimento de digestão online proposto apresenta inúmeras vantagens, 

haja vista a dificuldade que analistas tem encontrado durante o emprego de técnicas 

de calibração externa com padrões aquosos, a fim da especiação de espécies 

químicas presentes em amostras de vinho por técnicas espectroanalíticas, 

consequência da alta complexidade das matrizes estudadas [117]. Grindlay et al. 

(2011) [21] em sua revisão afirmam que a maior parte dos trabalhos desenvolvidos 

para análise de vinhos requer a calibração externa com padrões matriciais casados, 

apesar da grande dificuldade de preparação de padrões analíticos com uma 

composição semelhante de matrizes de vinho.  

Outros métodos já foram propostos. Ferreira et al. (2008) [118] realizaram 

determinação direta em vinho usando elementos de referência. Mutic et al. (2011) 

[119] empregaram técnicas de padronização interna para determinação de arsênio em 

amostras de vinho, os autores comparam diferentes padrões internos para redução 

do efeito de matriz. Iglesias et al. (2007) [120] desenvolveram um trabalho similar ao 

avaliar diferentes técnicas de calibração e procedimentos de digestão, seus resultados 

evidenciam uma boa performance analítica para análise elementar por padronização 

interna em vinhos tinto. As diluições de isótopos por ICP-MS também já são 

reportadas a fim de permitir a identidade dessas amostras [94][121]. Recentemente 

foram propostas novas abordagens baseadas em técnicas de calibração multi-energia 

[122] e análise de diluição de padrão [123]. 

 

9.5 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

 

9.5.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO DE MATRIZ 

Durante o desenvolvimento do método proposto para determinação de 

chumbo em amostras de vinho tinto, um estudo foi estabelecido no sentido de avaliar 

a calibração do método a partir da comparação da técnica. O procedimento de 

calibração externa com padrões aquosos foi realizado para avaliação do efeito de 

matriz. Esse método consiste no preparo de soluções padrões com concentrações 

conhecidas que serão usados para construção da curva de calibração [124]. Em 

função destes serão analisados as respostas geradas para a solução desconhecida 



(amostra). A inclinação da curva obtida para as soluções padrão de chumbo foi de 

(5,031 ± 0,298) x 10-3 L μg-1. 

A curva de adição de analito também foi construída. Esse método baseia-se 

na adição de quantidades conhecidas do analito nas amostras em vários pontos [124]. 

A leitura dos sinais gerados é utilizada para construção de gráficos a fim de observar 

sua linearidade, haja vista a influência da matriz na inclinação da curva. Nesse caso, 

a inclinação da curva obtida foi de (5,026 ± 0,588) x 10-3 L µg-1. 

Os resultados demonstraram a eficiência dos procedimentos de preparo de 

amostra aplicando digestão online para eliminação da matriz de vinhos tinto. 

Consequentemente, a análise das amostras para determinação de chumbo pode ser 

realizada por técnica de calibração externa empregando ETAAS. 

 

9.5.2 LIMITE DE DETECÇÃO E LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO  

Dentre os parâmetros para validação de um método analítico, bem como a 

avaliação de seu desempenho, tem-se as figuras de mérito, sendo o limite de detecção 

e quantificação algumas delas. 

O limite de detecção (LOD) é definido como a concentração mais baixa do 

analito que consegue ser detectada de maneira confiável pelo instrumento analítico 

através da geração de um sinal analítico que difere do branco ou ruídos presentes 

[125]. Esse limite pode ser calculado pela Equação 1. 

(Equação 1)      𝑳𝑶𝑫 =
3 σ

s
 

Onde, Ϭ representa o desvio padrão obtido através da leitura dos brancos e s 

corresponde ao coeficiente angular da curva de calibração construída, apresentando 

linearidade de 0,89 a 80 µg L-1. Nesse trabalho, o LOD calculado foi de 0,27 µg-1. 

O limite de quantificação (LOQ) consiste na concentração mais baixa do 

analito de interesse que consegue ser quantificada pelo método proposto com 

precisão [125]. Sua mensuração baseia no emprego da Equação 2. 

(Equação 2)    𝑳𝑶𝑸 =
10 σ

s
 



Onde, Ϭ representa o desvio padrão obtido através da leitura dos brancos e s 

corresponde ao coeficiente angular da curva de calibração construída, apresentando 

linearidade de 0,89 a 80 µg L-1. O resultado de LOQ calculado foi de 0,89 µg-1. 

 

9.5.3 MASSA CARACTERÍSTICA 

A massa característica é definida como a massa do analito correspondente a 

uma absorvância integrada de 0,0044 s. Nesse estudo, a massa característica obtida 

foi de 17,5 pg.  

Este valor foi obtido usando alumínio como um modificador químico, estando 

de acordo com outros trabalhos propostos para determinação de chumbo por ETAAS 

usando modificadores como paládio magnésio (21,3 pg) [126], nitrato de amônio-

paládio (22,0 pg) e paládio-magnésio (22,0 pg) [127] , ácido tartárico-ácido cítrico-

sacarose (18,0 pg) [128] e difosfato de amônio (13,0 pg) [129]. 

 

9.5.4 PRECISÃO 

A precisão do método foi avaliada calculando-se o desvio padrão relativo 

(RSD) considerando as medidas de seis repetições. Este modelo tem por função 

observar a proximidade dos valores obtidos individualmente e consequentemente seu 

grau de dispersão [130].  

O cálculo de RSD é feito através da divisão entre o desvio padrão (s) de todas 

as repetições e a média (Xm) dessas medidas como apresentado pela Equação 3. O 

valor é então multiplicado pelo fator 100 para obtenção em porcentagem. 

 

(Equação 3)    𝑹𝑺𝑫 =
s

Xm
 𝑥 100 

 

Neste trabalho, o resultado encontrado foi de 2,13% considerando a análise 

de uma amostra digerida de vinho com teor de chumbo de 16,35 µg L-1. 

 



9.5.5 EXATIDÃO 

A exatidão de um método analítico reflete a concordância entre os valores 

obtidos pelo método com um valor tomado como referência [130]. 

A exatidão pode ser avaliada de diversas maneiras, sendo uma delas a 

análise de materiais de referência certificados (CRM). Este processo utiliza padrões 

internacionais, mas limita-se a algumas matrizes. Como consequência, existem 

restrições quanto à sua aplicação [130]. Outra alternativa é a comparação direta entre 

duas técnicas (método proposto e método de referência) [130]. 

Testes de adição e recuperação de analito também podem ser realizados para 

avaliar a exatidão de um método. Esse procedimento consiste na adição de padrão 

com concentrações conhecidas na amostra e a avaliação da concentração recuperada 

é feita a partir disso. Os valores de recuperação podem ser calculados utilizando a 

Equação 4 

Equação 4            𝑹(%) =
C1−C2

C3
 𝑥 100 

 

Onde, C1 é a concentração determinada na amostra adicionada, C2 é a 

concentração determinada na amostra não adicionada e C3 é a concentração 

adicionada. 

Nesse trabalho, avaliação da exatidão foi realizada comparando-se os 

resultados obtidos pelo método proposto com ICP-MS e aplicação de testes de adição 

e recuperação de analito. Os resultados obtidos através da comparação de métodos 

são apresentados na Tabela 6, considerando um intervalo de confiança de 95%. Não 

foram encontradas diferenças significativas entre as médias obtidas entre as duas 

técnicas. 

Tabela 6 Determinação de chumbo em amostras de vinho (n=3) 

Amostra ETAAS (Pb µg L-1) ICP-MS (Pb µg L-1) 

1 (Cabernet Sauvignon e 

Merlot) 

2,19 ± 0,11 2,37 ± 0,16 

2 (Cabernet Sauvignon) 43,48 ± 1,06 44,08 ± 1,31 

3 (Merlot) 15,50 ± 0,73 *** 



4 (Cabernet Sauvignon e 

Merlot) 

32,70 ± 1,69 *** 

 

Os experimentos realizados para os testes de adição e recuperação utilizaram 

uma amostra de vinho com concentração de chumbo de 16,35 µg L-1 e os teores de 

chumbo adicionados foram 9,09 e 18,18 µg L-1, apresentando como recuperação os 

valores de 101 e 93%, respectivamente.  

Todos os testes empregados confirmam a exatidão do método desenvolvido 

para quantificação de chumbo em amostras de vinho. 

 

9.6 APLICAÇÃO DO MÉTODO PROPOSTO 

Após validação, o método proposto para determinação de chumbo foi aplicado 

em quatro amostras de vinho, as quais foram previamente digeridas em sistema 

fechado mediante exposição à radiação ultravioleta, levando-as a mineralização de 

modo a eliminar o efeito de matriz proveniente dos componentes orgânicos.  

A otimização do sistema analítico permitiu a quantificação da espécie de 

interesse por ETAAS. As concentrações de Pb obtidas variaram de 2,19 a 43,48 µg L-

1. Esses resultados são resumidos na Tabela 6, evidenciando correlação com aqueles 

já reportados pela literatura. 

A espectrometria de absorção atômica com atomização eletrotérmica com 

emprego de alumínio como modificador químico apresentou bom desempenho 

analítico, comparável a outras técnicas espectroanalíticas para determinação de 

chumbo em amostras de vinho. Alguns trabalhos são comparados com o método 

desenvolvido nesse estudo na Tabela 7. 

Martínez et al. (2018) [131] empregaram um procedimento de microextração 

líquido-líquido dispersiva para pré-concentração de amostras de vinho acoplada a 

ETAAS a fim de permitir uma análise direta. Seus resultados demonstraram boa 

sensibilidade analítica, apresentando LOD de 0,08 µg/L para Pb. Durante etapas de 

otimização, a reprodutibilidade das análises foi alcançada através da diluição do 

extrator com metanol. A exatidão foi investigada por testes de recuperação, em que 



foi evidenciado uma recuperação de chumbo significativa em torno de 100%, 

atestando aplicabilidade. 

Elçi et al. (2009) [132] propuseram outro método de pré-concentração a partir 

da geração de hidreto por FAAS. As amostras passaram por procedimentos de 

diluição com água deionizada e acidificação. As condições experimentais foram 

otimizadas para formação de hidreto de chumbo (IV). O método foi validado 

considerando diversos parâmetros, a calibração da matriz foi feita de acordo com 

técnica de calibração externa. A exatidão foi expressa em termos de teste de 

recuperação variando de 98% a 110%. Bom desempenho analítico foi alcançado, com 

baixo limite de detecção (0,16 µg/L).  

Também realizando estudos de recuperação para validação do método 

proposto, Lara et al. (2005) [133] investigaram a detecção de Pb em amostras de 

vinhos argentinos através de medidas por espectrômetro de plasma acoplado 

indutivamente. Para isto, o sistema foi operado no comprimento de onda em 220,373 

nm. As amostras foram previamente digeridas na presença de ácidos inorgânicos, e, 

em sequência, foram submetidas à nebulização ultrassônica, alcançando limites de 

detecção de 0,28 µg/L. 

Apesar da complexidade de matrizes de vinho, Ivanova-Petropulos et al. 

(2015) [134] conseguiram realizar uma análise direta em amostras quando empregado 

ETAAS. Nesse estudo, a detecção foi viabilizada pelo uso de paládio enriquecido com 

magnésio como modificador químico. Durante o desenvolvimento do método foi 

construída uma curva de adição de padrão, confirmando sua exatidão. O limite de 

detecção encontrado foi de 2,8 µg/L. 

Da mesma forma, Tariba et al. (2011) [86] propuseram uma abordagem 

similar. Amostras passaram apenas por diluição prévia antes da injeção direta no 

sistema de análise. Pd foi escolhido como modificador químico após processos de 

otimização do programa de temperaturas. Métodos de validação não evidenciaram 

efeito de matriz significativo. Os testes de adição de padrão permitiram uma 

recuperação média de 106% e 114% para diferentes produtos avaliados. O método 

foi considerado sensível para detecção de chumbo em vinhos, com LOD de 3,0 µg/L. 

Os mesmos limites foram encontrados por Bakircioglu et al. (2003) [135] 

durante procedimentos de pré-concentração por extração em fase sólida. As medidas 



foram obtidas por FAAS. Os autores desenvolveram um método empregando uma 

resina para retenção da espécie de interesse. Procedimentos de digestão assistida 

por micro-ondas foram realizados previamente para amostras de vinho como pré-

tratamento. A exatidão do método proposto foi confirmada a partir de testes de adição 

e recuperação, onde resultados evidenciaram recuperação de 94 a 104%. 

Kinaree e Chanthai (2014) [136] determinaram chumbo em bebidas alcóolicas 

a partir de um procedimento de pré-concentração por extração líquido-líquido 

homogênea. A quantificação foi estabelecida por FAAS. Amostras de vinho foram 

tratadas por digestão ácida em sistema aberto.  O sistema foi otimizado para obtenção 

das condições ótimas, sendo validado através da construção de curva de calibração. 

O sistema apresentou boa sensibilidade, confirmada pela linearidade. Resultados 

mostram um alto fator de enriquecimento com limite de detecção de 4,0 µg/L. 

 

 

 



Tabela 6  – Comparação de diferentes estudos para determinação de Pb em amostras de vinho. 

Autor Preparação de amostras LD Técnica de detecção Amostras 

Martínez et al. (2018) 5 g de vinho e 5 mL de ácido nítrico concentrado em um 

recipiente de PTFE - sistema de micro-ondas e 

microextração líquido-líquido dispersiva. 

 

0,08 µg/L ETAAS Vinho branco, rosé, espumante, 

fortificado e tinto – (Espanhol) 

Elçi et al. (2009) 1 mL de vinho foi acidificado pela adição de 40 μL de HCl 

concentrado e então diluído para 10 mL com a água 

deionizada e injeção direta. 

 

0,16 µg/L FI-HG-AAS Vinho tinto – (Italiano e Californiano) 

Lara et al. (2005) 5 mL de vinho, digerido com a adição de 1 mL de ácido 

perclórico concentrado e 2 mL de ácido nítrico concentrado 

até a secura. 

 

0,28 µg/L USN-ICP-OES Vinho branco e tinto – (Argentino) 

Ivanova-Petropulos 

et al. (2015) 

Injeção direta 2,8 µg/L. ETAAS Vinho branco – (Macedônio) 

Tariba et al. (2011) Injeção direta 3,0 µg/L ETAAS Vinho tinto e branco – (Croata) 

Bakircioglu et al. 

(2003) 

5 g de vinho foram digeridos com 5 mL de HNO3 

concentrado em um forno de micro-ondas. Um mililitro de 

30% H2O2 foi adicionado após o resfriamento à 

temperatura ambiente. 

 

3,0 µg/L FAAS Vinho do porto  

Kinaree e Chanthai 

(2014) 

50 mL de vinho digerido em uma placa quente com ácido 

nítrico concentrado e 5 mL de peróxido de hidrogênio a 

30% e extração líquido-líquido homogêneo.  

4,0 µg/L FAAS Vinho branco e tinto – (Tailandês) 

 

Autor (2021) 5 mL de vinho digerido com peróxido de hidrogênio 70% e 

lâmpada UV de 8 W em um sistema em linha 
0,27 µg/L ETAAS Vinho tinto e branco – (Brasileiro) 

 

 



10. CONSIDERAÇÕES PARCIAIS 

O trabalho proposto teve como objetivo o desenvolvimento de um sistema de 

digestão alternativo através do emprego de procedimentos oxidativos avançados. O 

processo de digestão de amostras mostrou-se uma alternativa promissora, permitindo 

a determinação de chumbo em matrizes de vinho por meio da técnica de calibração 

externa. 

As técnicas de planejamento experimental por planejamento fatorial completo 

de dois níveis foram apropriadas para avaliação dos fatores estudados. 

A montagem do sistema, constituído por tubo de PTFE enrolados na lâmpada 

UV, possibilitou um processo de irradiação mais eficiente, favorecendo a 

mineralização dos componentes orgânicos das amostras estudadas. Ademais, a 

ausência da adição de outros agentes inorgânicos como ácido nítrico ou ácido 

clorídrico e a digestão realizado em sistemas fechados, minimizaram os potenciais 

riscos de contaminação externa das amostras.  

Com todas as condições otimizadas, o sistema desenvolvido proporcionou 

uma degradação eficiente das amostras, as quais foram atestadas pelo baixo teor de 

carbono apresentado. Dessa maneira, a determinação de chumbo em vinho foi 

alcançada com baixos limites de detecção obtidos, sendo um método preciso e exato 

quando comparada com outra técnica analítica (ICP-MS), o que demonstra 

confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados. 

Por fim, salienta-se a operação da digestão em ambiente fechado permitindo 

seu emprego para quantificação de espécies voláteis, evitando perdas por 

volatilização quando comparadas a sistemas abertos, um dos problemas mais 

frequentes durante análises rotineiras. Ademais, o uso de peróxido de hidrogênio a 

70% associado a radiação ultravioleta tem permitido o desenvolvimento de métodos 

de acordo com a Química verde. 

 



 
 

 

CAPÍTULO III 
 

 
SISTEMA DE DIGESTÃO VERDE EM LINHA  USANDO 

PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 70% E RADIAÇÃO UV PARA A 

DETERMINAÇÃO DE CROMO EM CERVEJA EMPREGANDO 

ETAAS 

 

 

 

 

 

 

 



11. INTRODUÇÃO 

 

A cerveja oriunda de processos de fermentação é uma das bebidas de grande 

popularidade ao redor do mundo. Marcada por um elevado consumo, apresenta 

variados sistemas de produção. Embora contenha ingredientes essenciais para sua 

elaboração, tais como, água, cevada maltada, lúpulo, fermento, esses constituintes 

são considerados como umas das principais fontes endógenas de metais em bebida. 

Ainda assim, podem ocorrer transferências desses minerais decorrentes dos 

recipientes responsáveis por seu armazenamento [139][140]. 

Apesar disso, muitos metais, sejam em níveis traço ou não, estão ligados 

diretamente à fermentação do produto, estando condicionados ao metabolismo da 

levedura. Quando se pensa nessas espécies, tem-se sua atividade como cofator como 

principal função, uma vez que auxiliam o funcionamento de enzimas. No entanto, o 

valor nutricional desses constituintes também é dependente de sua especiação, uma 

vez que influenciam em sua biodisponibilidade e consequente absorção final pelo 

corpo humano. Dessa maneira, a monitorização desses elementos tem por finalidade 

a avaliação de seus teores, haja vista a toxicidade que essas espécies possam vir a 

oferecer, bem como a alteração da qualidade final da cerveja, como estabilidade, 

formação de névoa, etc [140][141]. 

O cromo é um elemento onipresente em alguns alimentos, tendo sua atividade 

vinculada a ações metabólicas que favorecem o emagrecimento. Mineral 

biologicamente ativo, pode vir a ser detectado em dois estados de oxidação 

consideráveis, sendo estes o cromo hexavalente e trivalente. O Cr (VI) caracteriza-se 

por seus elevados níveis de toxicidade estando associados a condições 

carcinogênicas quando absorvidos pelo organismo. Em contrapartida, o Cr (III) tem-

se sua atividade atrelada ao suporte nutricional fornecido e, em vista disso, é 

comumente empregado como suplemento dietético. Embora seja encontrado no 

organismo em concentrações baixas, desempenha papeis importantes como a 

regulação da insulina mediante aumento de sua sensibilidade, auxiliando na perda de 

peso [142][143][144]. 

Considera-se a presença de oligoelementos, como o cromo, fundamentais 

para o funcionamento correto dos processos fisiológicos. No entanto, a sua carência 



pode vir a ser correlacionada a problemas de saúde. Este metal é comumente 

encontrado durante os processos de fermentação, sendo detectados em 

concentrações traços. Em vista disso, cervejas são tidas como uma das fontes 

endógenas e exógenas desse mineral [145]. O papel significativo de leveduras da 

cerveja deve-se a presença do cofator GTF (fator de tolerância a glicose) que 

apresenta como parte do seu complexo o íon Cr3+  atuante na sensibilidade da insulina. 

Consequentemente, verifica-se um papel coadjuvante nessa bebida como provedora 

desses elementos, auxiliando assim no alcance dos níveis diários recomendados 

[102]. 

Trabalhos tem evidenciado sua atuação no controle da glicemia e redução de 

lipoproteínas. Cekic et al. (2010) [146] avaliaram a aplicação de cevada e extratos de 

levedura de cerveja enriquecidas com Cr como terapia alternativa no tratamento de 

diabetes: os resultados mostraram uma redução significativa nos níveis de glicemia. 

Estudos de randomização duplo cego realizados por Martin et al. (2006) [147] 

apresentaram resultados similares, em que o picolinato de cromo favoreceu o controle 

glicêmico em indivíduos diagnosticados com diabetes mellitus tipo 2 ao longo do 

tempo. Em relação ao estudo de coorte, Cefalu et al. (2010) [148] investigaram a 

suplementação de Cr como recurso terapêutico, sendo constatada uma redução nos 

níveis de lipídeos miocelulares naqueles indivíduos que responderam a terapia por Cr. 

A determinação elementar de metais é rotineiramente realizada empregando-

se técnicas espectrométricas atômicas, ao que se deve as baixas concentrações 

comumente detectadas. Dentre estas, a espectrometria de absorção atômica por 

atomização eletrotérmica (ETAAS) aparece como alternativa, ao que se deve a 

facilidade em seu manuseio, alta sensibilidade, condições controladas a partir de um 

programa de aquecimento prévio, que possibilita a remoção de espécies interferentes 

que afetem a análise. No entanto, amostras de maior complexidade requerem um 

maior cuidado na escolha de modificadores químicos, a fim de aumentar a 

estabilidade térmica do analito quando sucedida a etapa de pirólise, melhorando a 

performance analítica. 

A variedade de compostos orgânicos presentes na cerveja, conferem uma 

matriz de elevada complexidade, o que torna necessário etapas de processamento de 

amostras antes de sua análise final, a fim de permitir a degradação ou dissolução de 

espécies interferentes. Várias técnicas já são descritas visando a mineralização de 



componentes orgânicos em solução. Abordagens químicas baseadas na aplicação de 

processos oxidativos como métodos de preparo de amostras tem ganhado destaque 

[149]. Diversos estudos têm sido desenvolvidos aplicando POAs como alternativas no 

tratamento de diferentes amostras, sendo elas ambientais [96][99], de alimentos 

[44][150], biológicas [151], efluentes farmacêuticos [152], etc. A digestão oxidativa 

assistida por radiação UV permite a mineralização parcial ou completa de amostras 

com altos teores orgânicos, minimizando os possíveis efeitos de matrizes que afetem 

a determinação dos analitos durante a análise.  

Vários métodos de preparo de amostra já foram reportados na literatura. Em 

geral, são padronizados a adição de peróxido de hidrogênio a 30 % (m/m). O emprego 

de H2O2 em concentrações variadas ainda é uma prática pouco explorada na Química 

Analítica. No entanto, alguns trabalhos empregando H2O2 a 70% já foram descritos.  

Barth e outros colaboradores [153], em um trabalho datado em 1961, 

desenvolveram um método de pré-tratamento envolvendo a aplicação de peróxido de 

hidrogênio a 70% durante uma etapa de digestão ácida visando a determinação de 

boro em amostras biológicas. Os autores exploraram a mistura de ácido sulfúrico e 

peróxido de hidrogênio, o que demonstrou vantagens em relação a utilização de 

outros ácidos, permitindo uma detecção com reprodutibilidade do boro em tecidos 

biológicos usando um espectrômetro de emissão atômica com plasma de corrente 

contínua (DCP-AES). Mandelli et al. (2008) [104] propuseram o uso de H2O2 a 70% 

durante uma reação de hidroperoxidação de alcanos catalisada por alumínio. 

Trujilliano et al. (2009) [105] empregaram peróxido de hidrogênio a 70% (m/m) como 

agente oxidante durante a epoxidação do Z-cicloocteno, o qual mostrou-se mais 

eficiente quando comparado ao uso de 30 % em peso do H2O2 ao considerar as 

conversões realizadas. 

Muller e colaboradores propuseram outros trabalhos envolvendo química 

verde empregando o peróxido de hidrogênio durante a etapa de digestão. A digestão 

por H2O2 a 50% proporcionaram uma menor supressão de sinal durante as análises 

por ICP. Os autores investigaram a eficiência da digestão assistida por micro-ondas 

durante as análises de amostras para especiação de metais em leite em pó [154] e 

alimentos ricos em carboidratos [155] e íons brometo, cloreto, iodeto em mel [156]. 



Goncharuk et al. (2009) [149] investigaram a utilização de H2O2 durante a 

aplicação de POAs a fim de avaliar a cinética de degradação de compostos orgânicos 

associada a exposição UV, bem como as reações foto oxidativas desencadeadas. Os 

radicais são formados em sua maior parte, decorrentes da fotólise quando expostos a 

radiação. As vantagens dessa técnica estão relacionadas à ausência de resíduos 

gerados, menor custo energético, atuação em condições amenas de temperatura e 

pressão e maior probabilidade de mineralização completa dos componentes. No 

entanto, sua eficiência está atrelada a composição química, teor, propriedades físico-

químicas das moléculas alvo, presença de espécies concomitantes que possam levar 

a oxidação ou inibição dos radicais gerados no meio, faixa de pH e seus referidos 

potenciais oxidante e redutor. 

Em vista disso, o presente trabalho teve como objetivo a montagem de um 

sistema fechado de digestão, seguindo os princípios da Química verde empregando 

peróxido de hidrogênio a 70% (m/m) associado a radiação ultravioleta (H2O2/UV), 

visando a determinação de cromo em amostras de cerveja por ET AAS. 



12. OBJETIVOS 

 

12.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver um sistema de digestão fechado para determinação de cromo 

em amostras de cerveja. 

 

12.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Empregar uma lâmpada ultravioleta de baixa pressão no desenvolvimento de 

um sistema em linha para digestão de amostras; 

Avaliar a cinética de degradação de amostras por processos de fotólise UV e 

peroxidação fotoassistida (UV/H2O2); 

Utilizar peróxido de hidrogênio na concentração de 70% (m/m); 

Otimizar condições experimentais a partir de ferramentas quimiométricas; 

Aplicar o método proposto para determinação de Cr em cervejas empregando 

ET AAS. 

 



13. PARTE EXPERIMENTAL 

 

13.1 REAGENTES, SOLUÇÕES E AMOSTRAS 

Todo o trabalho experimental foi desenvolvido utilizando água deionizada e 

reagentes de grau analítico. A água ultrapura foi obtida através do emprego de um 

sistema Mili-Q (Millipore, Bedford, EUA), apresentando resistividade específica de 18 

MΩ-cm. As soluções padrões de cromo foram preparadas diariamente por diluição em 

série a partir de uma solução estoque de Cr de 1000 L-1 fornecidas pela (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) com ácido nítrico a 0,05%. Ácido nítrico 65% (m/m) e peróxido 

de hidrogênio 70%(m/m) fornecidos pela Merck (Darmstadt, Alemanha) e (Peroxy, 

Bahia, Brasil) respectivamente, foram utilizados durante os experimentos. Todas as 

etapas de otimização e validação foram realizadas utilizando os padrões de cromo 

preparados anteriormente. As amostras de cerveja foram obtidas em supermercados 

localizados no município de Salvador – BA, Brasil, em setembro de 2018. 

 

13.2 SISTEMA FECHADO DE DIGESTÃO DE AMOSTRA EM LINHA 

O sistema de digestão é composto por uma caixa de madeira com dimensões 

50 x 29 x 29 cm³ (comprimento, altura, largura), as paredes internas foram pintadas 

inteiramente na cor preta, estando de acordo com o modelo descrito pela seção 8.2 

(Figura 20). O sistema foi montado na presença de um tubo de PTFE envolto em uma 

lâmpada ultravioleta de 15 W com 45 cm de comprimento. A amostra foi circulada pelo 

tubo de PTFE, através de uma bomba peristáltica, com taxa de fluxo de 2 mL min -1 

por 30 minutos. Durante a etapa de digestão foram utilizados 5,0 mL de amostra de 

cerveja em contato com 2,0 mL de peróxido de hidrogênio a 70%, para o qual a 

temperatura da solução digerida variou de 24 a 27 ° C. 

 

13.3 ESTRATÉGIA DE OTIMIZAÇÃO 

Foram empregadas ferramentas quimiométricas para otimização das 

condições experimentais. Um planejamento fatorial completo de dois níveis foi 

estabelecido para avaliação preliminar do sistema digestor, considerando dois fatores 

investigados, sendo estes o volume de peróxido de hidrogênio e o tempo de irradiação 



[157][158]. A resposta quimiometrica escolhida consistiu na absorvância da solução 

digerida. A região do comprimento de onda foi definida em 450 nm, por apresentar 

uma região de máxima absorção para cerveja preta. A matriz de planejamento incluiu 

experimentos no ponto central, utilizando testes em triplicata. Foram consideradas a 

aleatoriedade dos ensaios. Avaliação do ponto central e não aleatoriedade dos 

experimentos foi realizada pelo emprego de programas estatísticos (Statistica 6.0). 

[159] 

 

13.4 INSTRUMENTAÇÃO 

 

As medidas de cromo foram realizadas através do emprego de um 

espectrômetro de absorção atômica ZEEnit 600 (Analytik Jena AG, Jena, Alemanha) 

equipado com um amostrador automático MPE 60 (Analytik Jena) e um atomizador 

eletrotérmico revestido piroliticamente com aquecimento transversal correção de 

fundo de efeito Zeeman. 

Os parâmetros instrumentais são apresentados na Tabela 8. A lâmpada de 

cátodo oco de cromo foi operada com uma corrente de 5 mA, um comprimento de 

onda de 357,9 nm e uma largura de banda espectral de 0,8 nm. As medições foram 

realizadas em tubos pirolíticos de grafite em plataformas PIN. O gás argônio com 

pureza de 99,997% (White Martins, Salvador, Brasil) foi usado para purga com uma 

vazão interna de 2,0 L min − 1 em todas as etapas, exceto durante a etapa de 

atomização, quando o fluxo interno foi parado. O modificador químico, padrões e 

amostras foram transferidos para o tubo de grafite utilizando o amostrador automático. 

 

Tabela 7 Parâmetros instrumentais utilizados para determinação por chumbo no ET AAS 

Parâmetros Condições operacionais 

Comprimento de onda da lâmpada  357,9 nm 

Corrente da lâmpada  5 mA 

Largura de banda  0,8 nm 

Fluxo de gás de purga  2,0 L min – 1 

Gás Argônio 

 



14. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

14.1 OTIMIZAÇÃO DO SISTEMA DIGESTOR ONLINE USANDO 

RADIAÇÃO UV 

Durante a otimização foram controlados os parâmetros referente ao tempo de 

irradiação UV e volume de peróxido de hidrogênio, tendo como efeito avaliado o sinal 

de absorbância da solução digerida correspondente. O estudo foi condicionado por 

meio da aplicação de um planejamento fatorial completo de dois níveis considerando 

dois fatores investigados. A delimitação do estudo é apresentada pela Tabela 9, em 

que são apresentados os valores codificados e reais de cada domínio experimental 

investigado. A faixa de operação dos fatores variou de 1 a 3 mL e 20 a 40 minutos 

para o volume de peróxido de hidrogênio e o tempo de irradiação, respectivamente. 

Os valores médios foram considerados durante os experimentos do ponto central, a 

fim da determinação do erro experimental e teste de curvatura. 

Tabela 8 Matriz do planejamento fatorial completo de dois níveis 2² para avaliação do sistema 

digestor 

Experimentos Volume 

H2O2  

(mL) 

Tempo de 

irradiação 

(min) 

Absorvância 

(ABS – 512 nm) 

1 -1 (1,0) - 1 (20) 0,6688 

2 +1 (3,0) - 1 (20) 0,4932 

3 -1 (1,0) + 1 (40) 0,3091 

4 +1 (3,0) + 1 (40) 0,1900 

CP 0 (2,0) 0 (30) 0,1514 

CP 0 (2,0) 0 (30) 0,1752 

CP 0 (2,0) 0 (30) 0,1552 

 

A avaliação da significância dos fatores individuais, bem como a sua interação 

é apresentada na Tabela 10. Os efeitos dos fatores (volume H2O2 e tempo) e da 

interação (Volume x Tempo) foram expressos considerando um nível de confiança de 

95%, em que as variáveis individuais mostraram-se estatisticamente significativas.  

Ambas as variáveis (volume de peróxido de hidrogênio e tempo de irradiação UV) 



mostraram um efeito significativo negativo (- 0,1474 e - 0,3313 respectivamente). Isto 

indica que o aumento do volume de H2O2 no meio e de tempo a exposição UV 

possibilita uma redução do sinal de absorbância da solução digerida, consequência 

de uma maior degradação da amostra. Ainda assim, o tempo de irradiação UV 

mostrou uma atuação maior na degradação da cerveja quando comparada as demais. 

Por outro lado, concluiu-se que a interação dos fatores (volume x tempo) não foi 

considerada estatisticamente significativa (+ 0,0283). 

 

Tabela 9  Efeitos e interações dos fatores estudados 

VARIÁVEL EFEITO 

Volume de H2O2 (1) - 0,1474 ± 0,0551 

Tempo de irradiação UV (2) - 0,3313 ± 0,0551 

Volume x Tempo (1x2) + 0,0283 ± 0,0551 

 

A realização de um planejamento completo de dois níveis está sujeita a 

execução de experimentos no ponto central, o qual consiste nos valores médios dos 

fatores investigados, a fim da estimativa do erro experimental associado. O teste de 

curvatura é responsável pela avaliação do comportamento das respostas nessa 

região. Esse teste foi calculado seguindo a Equação 5. 

 

(Equação 5)   Curvatura = RFD – RCP 

 

Onde, RFD é a média dos experimentos do planejamento fatorial, e RCP é a 

média dos experimentos do ponto central.  

Quando maior que zero, demonstra-se uma condição de mínimo do ponto 

central. Em contrapartida, valores negativos indicam uma região máxima. O valor nulo 

corresponde a não existência estatisticamente diferente entre as médias dos 

resultados das duas regiões (planejamento fatorial e ponto central), não sendo 

expresso áreas de máximo ou mínimo na região central [160][161]. 



Nesse estudo, a média dos experimentos na região do planejamento fatorial 

completo e ponto central foram 0,4153 e 0,1606, respectivamente. O resultado 

encontrado foi de +0,2547. Conclui-se a existência de uma condição mínima próximo 

a região central dos domínios experimentais, como consequência expressa-se uma 

maior taxa de degradação da amostra empregando um volume de 2,0 mL de H2O2 e 

20 minutos de exposição à radiação UV (15W). 

 

14.2 ESTUDO CINÉTICO DA DEGRADAÇÃO DA CERVEJA USANDO 

RADIAÇÃO UV E H2O2 70% 

Após o emprego de ferramentas quimiométricas para otimização dos 

parâmetros experimentais, as amostras foram submetidas a estudos cinéticos visando 

as melhores condições de digestão. A degradação da cerveja preta foi desempenhada 

a partir da aplicação de uma lâmpada ultravioleta de baixa pressão (15 W). As análises 

foram realizadas através de de 5,0 mL de cerveja em contato com 2,0 mL de peróxido 

de hidrogênio a 70%. O volume de H2O2 e tempo de exposição a radiação UV foram 

determinados previamente. 

As amostras foram preparadas e agitadas, sendo posteriormente 

encaminhadas ao sistema digestor. Os experimentos sucederam-se em um período 

de 40 minutos, com medições intervaladas do sinal de absorbância de 5 em 5 minutos. 

As soluções digeridas foram analisadas segundo um comprimento de onda de 450 nm 

para avaliação da taxa de degradação. Essa região foi definida como condição de 

máxima absorção. 

Os resultados são apresentados pela Figura 27. A degradação da cerveja foi 

acompanhada considerando diferentes faixas de pH (pH 1 e pH 10). Conclui-se que 

em condições alcalinas a taxa de degradação é acelerada quando comparadas a um 

ambiente mais acidificado. 

 

 



Figura 27  Curvas de degradação 

 

As cinéticas de degradação em condições otimizadas foram investigadas 

empregando um modelo de pseudo-primeira ordem. As degradações das amostras 

foram acompanhadas pelas medidas da absorbância das soluções residuais. Os 

valores das constantes de velocidade cinética aparente (kapp) alcançados foram de 

0,0668 min-1 e 0,0388 min-1 com coeficiente de correlação de 0,9801 e 0,9089 para 

um pH igual a 10,0 e 1,0, respectivamente, constatando uma boa correlação linear. 

Essa condição está de acordo com o relatado em outros trabalhos, onde é 

ressaltado a significância do pH na atividade fotocatalítica, as quais podem vir a ser 

favorecidas em condições específicas. É demonstrado que a combinação da luz UV 

na presença de um agente oxidante, como peróxido de hidrogênio, em pH alcalino 

potencializa a geração de espécies reativas que favorecem a degradação da cerveja 

[162]. 

De modo geral, em decorrência da alta complexidade das matrizes de 

cervejas, reflexo da variedade de componentes orgânicos constituintes, recomenda-

se um tempo de digestão de 45 minutos, a fim da eliminação de todo conteúdo 

orgânico que possa impactar diretamente na análise de outros componentes. O 

procedimento segue-se pela adição de 2,0 mL de H2O2 a 70% em 5,0 mL de amostra. 

 



14.3 OTIMIZAÇÃO DOS PARÂMETROS INSTRUMENTAIS 

EMPREGANDO ET AAS PARA DETERMINAÇÃO DE CROMO 

Um estudo univariado foi adotado para avaliar as condições térmicas de 

pirólise e atomização, garantindo a eliminação completa dos efeitos de matriz ou 

minimizando-os, sem diminuir a sensibilidade para sua determinação. 

Para otimização do programa de temperaturas, foi empregado o magnésio 

como modificador químico, garantindo uma estabilidade do analito e permitindo uma 

volatilização seletiva, a fim de melhorar o desempenho analítico. Assim, foram 

construídas as curvas de pirólise e atomização. A faixa de temperaturas estudada variou 

de 500 ºC a 1400 ºC e de 1800 ºC a 2800 ºC para a pirólise e atomização, 

respectivamente. Essas curvas são apresentadas na Figura 28. 

 

Figura 28  Curvas de pirólise e atomização empregando magnésio como modificador químico 

 

Um platô de absorvância é observado entre 1300 ºC a 1400 ºC e de 2500 ºC 

a 2700 ºC. Dessa forma, as temperaturas de pirólise e atomização foram definidas em 

1300 ºC e 2500 ºC, respectivamente, considerando a formação de picos, sinais de 

fundo e melhor resposta. Todos os sinais analíticos foram medidos como valores de 

absorbância integrados, Aint (área do pico). A etapa de pirólise foi sucedida durante 

um estágio de 20 segundos. 

 

 



14.4 ESTUDOS DE VALIDAÇÃO 

 

14.4.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO DE MATRIZ 

Nesse estudo, as curvas analíticas foram obtidas a partir do emprego de 

padrões aquosos de cromo. A curva de adição de analito também foi obtida, o gráfico 

foi construído a partir da adição de analito em amostras digeridas pelo sistema 

proposto em vários pontos. As inclinaçães das curvas obtidas foram de 0,0129 ± 

0,0009 L μg – 1 e 0,0138 ± 0,0011 L μg – 1 para a técnica de calibração externa e a 

técnica de calibração de adição de padrão, respectivamente. Conclui-se a não 

existência de diferença estatística significativa entre a inclinação das duas curvas. 

Consequentemente, a determinação de cromo em amostras de cerveja pode ser 

realizada através da aplicação da técnica de calibração externa com padrões aquosos 

empregando ETAAS.  

 

14.4.2 LIMITE DE DETECÇÃO (LD) E QUANTIFICAÇÃO (LQ) 

Os limites de detecção e quantificação foram calculados seguindo as 

Equações 1 e 2, as quais encontram-se descritas na seção 9.4.2. Após otimização 

das condições experimentais, foram permitidas a determinação de cromo em 

amostras de cerveja.  O LOD e LOQ encontrado para o método proposto foi de 0,86 

e 2,90 μg L – 1, respectivamente [163]. 

 

14.4.3 PRECISÃO 

A precisão do método foi expressa em termos do desvio padrão relativo 

(RSD). O cálculo foi realizado seguindo a Equação 3, descrita na seção 9.4.4. Foram 

consideradas as medidas de sete repetições das soluções digeridas. O valor 

encontrado foi de 3,81%. 

 

14.4.4 MATERIAL DE REFERÊNCIA CERTIFICADO 

A exatidão do método proposto foi confirmada a partir da utilização de 

materiais de referência certificados (CRM), para avaliação da concordância com o 



valor real. Foi empregado o material certificado de águas residuais ERM-CA713 

(European Reference Materials). Os resultados são apresentados na Tabela 11. 

Tabela 10  – Resultado da análise do ERM-CA713 empregando ET AAS 

 Valor certificado (µg L-1) Valor encontrado (µg L-1) 

Cr 20,9 ± 1,3 μg L − 1 19,99 ± 0,44 μg L − 1 

 

14.4.5 TESTE DE ADIÇÃO/RECUPERAÇÃO 

Ensaios de recuperação na matriz também foram realizados. Os valores da 

recuperação do analito foram calculados pela Equação 4 (Seção 9.4.5). Duas 

amostras de cerveja foram mineralizadas através do sistema digestor desenvolvido. A 

Tabela 12 mostra os resultados encontrados. 

Tabela 11  Determinação de cromo em amostras de cerveja 

Amostra 

(Cerveja) 

Adição de Cr (μg 

L – 1) 

Cr encontrado 

(μg L – 1) 

Recuperação (%) 

1 0,0 

5,0 

7,91 ± 0,15 

12,57 ±  0,31 

93,2 

2 0.0 

5,0 

4,26 ± 0,06 

9,08 ± 0,22 

96,4 

3 0,0 18,60 ± 0,36 *** 

4 0,0 26,07 ± 1,15 *** 

5 0,0 24,89 ± 1,46 *** 

6 0,0 33,28 ± 0,47 *** 

 

14.5 APLICAÇÃO DO MÉTODO PROPOSTO 

Após validação, o método proposto para determinação de cromo foi aplicado 

em seis amostras de cerveja, as quais foram previamente digeridas pelo sistema de 

digestão on-line fechado mediante exposição à lâmpada UV, levando-as a 

mineralização completa. Após otimização do sistema, as amostras foram 

quantificadas empregando ETAAS. As concentrações de cromo variaram de 4,26 a 

33,28 μg L − 1. Esses resultados são expressos pela Tabela 12. 



A vantagem da técnica deve-se a eficiência na degradação de compostos 

orgânicos, sem a necessidade da adição de ácidos concentrados, o que contribui para 

um processo mais verde, reflexo de uma menor geração de resíduos. Outros estudos 

também já evidenciaram a dependência do pH na taxa de degradação de estruturas 

orgânicas, uma vez que afetam a protonação das espécies e consequentemente a 

geração dos radicais hidroxila. Essa condição já é vista durante a decomposição de 

derivados fenólicos e outros demais componentes orgânicos presentes em cerveja 

após irradiação UV 254 nm direta combinada ao oxidante H2O2. A peroxidação foto 

assistida por sua vez, é responsável pela mineralização das amostras, tendo como 

produto final a formação de CO2 e água [164]. 

O sistema fechado favorece a minimização de erros decorrentes de 

contaminações, uma vez que a etapa de digestão se sucede em ambiente fechado, 

minimizando seu contato com o operador. Ademais, o custo operacional baixo 

favorece sua aplicação, haja vista a necessidade de uma única lâmpada UV de baixa 

pressão com possibilidade de análises simultâneas. 

O peróxido de hidrogênio 70% apresenta um alto potencial oxidativo, o que 

faz com que não sejam necessários a adição de outros agentes, uma vez que a sua 

combinação com lâmpada UV já é suficiente para a geração de espécies reativas que 

desencadeiam reações que levam a destruição do conteúdo orgânico. Em 

contrapartida, salienta-se o cuidado em relação aos potenciais riscos laboratoriais 

sujeitos a sua aplicação, haja vista a possibilidade de projeção quando submetidos a 

uma alta pressão. 

 



15. CONSIDERAÇÕES PARCIAIS  

O estudo teve como foco o desenvolvimento de um sistema fechado para 

degradação de amostras, onde foi evidenciado um bom desempenho analítico, 

apresentando boa precisão e exatidão.  

As técnicas de planejamento experimental evidenciaram a significância dos 

fatores estudados, em que as variáveis volume de peróxido de hidrogênio e tempo de 

irradiação UV demonstram um papel importante na redução dos teores orgânicos das 

amostras, consequência da alta geração de radicais hidroxila no meio. 

O emprego de processos oxidativos avançados mediante associação 

UV/H2O2 mostrou ser eficiente na decomposição da matriz de amostras de cerveja. 

No entanto, a faixa de pH teve um papel significado na cinética de degradação, sendo 

favorecida em ambiente alcalino, exibindo uma maior redução do carbono orgânico 

total. O método proposto recomendou um período de digestão de 45 minutos, a fim 

de que todo componente orgânico possa ser eliminado.  

A metodologia desenvolvida para determinação de cromo em amostras de 

bebida apresentou bons resultados, o qual tem como vantagens a ausência de ácidos 

minerais, operação em ambiente fechado, o que reduz possíveis contaminações, sem 

a necessidade de manuseio de amostras. Dessa maneira, o emprego de ETAAS para 

quantificação pode ser realizado, alcançando baixos limites de detecção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

16. CONCLUSÃO  

 

A proposta do capitulo de revisão foi trazer uma visão ampla sobre alternativas 

que podem ser aplicadas no procedimento de preparo e análise de amostras em 

vinhos para determinação de metais. Esse estudo visou atualizar revisões anteriores 

inserindo metodologia novas como: polímeros impressos e foto-oxidação assistida 

com peroxido concentrado. 

O método analítico desenvolvido mostrou-se eficiente na determinação de Cr e 

Pb em diferentes amostras de bebidas alcoólicas. Apresentando excelentes 

resultados de precisão, exatidão e limite de quantificação adequados para a 

quantificação de todos os íons estudados. Os valores encontrados foram inferiores 

aos limites permitidos de acordo com as legislações vigentes. 

As técnicas de otimização utilizando ferramentas quimiométricas, planejamento 

fatorial completo, mostraram-se eficiente na otimização dos fatores estudados. 

O sistema fechado com a utilização de peroxido de hidrogênio 70 %(m/m) e 

lâmpada UV mostrou-se eficiente no processo de mineralização das amostras 

estudadas. Diminuindo a concentração de teor carbono residual obtidos e eliminação 

do efeito de matriz nas análises.  
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