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APRESENTAÇÃO

O livro “O conhecimento científico na Química 2” apresenta artigos na área de ensino 
de química, tecnologia química, química verde, química ambiental e processos químicos. 

O e-book contem 29 capítulos, que abordam temas sobre desenvolvimento e 
aplicação de jogos didáticos, aprendizagem significativa; análise de livros didáticos; 
história da química; reaproveitamento de resíduos agroindustriais; desenvolvimento de 
novos materiais de interesse ambiental; adsorventes sustentáveis; fotocatálise, tratamento 
de água e efluentes; síntese de líquidos iônicos; hidrólise enzimática e quantificação de 
enzimas; estudos de toxicidade; análise química de óleos essenciais; aplicação de extratos 
de frutos da região amazônica na atividade enzimática; desenvolvimento de eletrodo; 
desenvolvimento de compósitos a partir de resíduos; produção de fertilizantes de liberação 
controlada; tecnologias e técnicas para aplicação de plasma em química; síntese e 
aplicação de nanotubos de carbono.

Os objetivos principais do presente livro são apresentar aos leitores diferentes 
aspectos do conhecimento científico no Brasil e suas relações esta ciência. Nos tempos 
atuais é perceptível a importância da pesquisa acadêmica no Brasil para o desenvolvimento 
de novas tecnologias, fármacos e vacinas que auxiliem no combate às doenças e na 
qualidade de vida. Dessa forma, mais uma vez a Atena Editora reúne o conhecimento 
científico em forma de ebook, destacando os principais campos de atuação da química no 
país.

Os artigos constituintes da coleção podem ser utilizados para o desenvolvimento de 
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualização 
do estado da arte nas áreas de química, tecnologia química, química ambiental e ensino 
de química.

Após esta apresentação, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre 
que necessário, a obra “O conhecimento científico na Química 2”. Desejo uma excelente 
leitura!

Érica de Melo Azevedo
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RESUMO: Um novo método para extração 
e pré-concentração de íons Cu2+ em meio 
aquoso, usando microextração líquido-líquido 
dispersiva (DLLME) seguido de quantificação 
por espectrometria de absorção atômica com 
chama (FAAS) foi desenvolvido. A extração foi 
efetuada utilizando 5,0 mL de solução-amostra, 
2 - (2-tiazoliazo) - 5 - dimetilaminofenol (TAM) 
como agente complexante e uma mistura de 
tricloroetileno (solvente de extração) e metanol 
(solvente dispersor). As condições otimizadas 

para os demais parâmetros foram: pH (7,5); 
concentração do TAM (0,0036 mol L-1 ); volume 
do solvente dispersor (1,30 mL); volume do 
solvente extrator (50,0 µL). O método demonstrou 
ser simples, rápido, com baixo consumo de 
reagentes, e foi aplicado para determinação 
de cobre em amostras de águas (estuarina, 
mineral, subterrânea, de rio, e de abastecimento 
público) com concentrações variando de 1,77 
a 8,14 µg L-1, e também aplicado em amostras 
de folhas de plantas frutíferas da mata 
Atlântica: cacau (Theobromacocoa), cupuaçu 
(Theobroma grandiflorum), jaca (Artocarpus 
beterophyllus Lam.), jambo (Syzygium jambos) e 
banana (Musa sp), com concentrações de 4,92 
mg kg-1, 3,86 mg kg-1, 2,85 mg kg-1, 4,02 mg kg-1 e 
6,79 mg kg-1, respectivamente.
PALAVRAS-CHAVE: Cobre, Mata Atlântica, 
Região Cacaueira, Água, Folhas.

COPPER LEVELS IN ENVIRONMENTAL 
SAMPLES FROM THE COCOA 

REGION IN SOUTHERN BAHIA BY 
USING DISPERSIVE LIQUID-LIQUID 

MICROEXTRACTION
ABSTRACT: A new method for extraction and 
pre-concentration of ions Cu2+ in aqueous medium 
using dispersive liquid-liquid microextraction 
(DLLME) followed by flame atomic absorption 
spectrometry (FAAS) quantification. The 
extraction was performed using 5.0 mL of sample 
solution, 2- (2-tiazoliazo) -5-dimethylamino 
phenol (TAM) as a complexing agent and a 
mixture of trichlorethylene (extractor solvent) 
and methanol (disperser solvent). The optimized 
conditions for the following parameters were: 
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pH (7.5), concentration TAM (0.0036 mol L-1) disperser solvent volume (1.30 mL) and the 
extractor solvent (50.0 µL). The proposed method allows the determination of copper with 
a detection limit of 0.77 µg L-1 and quantitation limit of 2.57 µg L-1. The precision, calculated 
as relative standard deviation (n = 11), was of 7.1% and 6.9% for concentrations of 5.0 µg 
L-1 and 50.0 µg L-1, respectively. The enrichment factor and the consumption rate were 0.030 
and 166.6 mL, respectively. The accuracy was verified through the analysis of the certified 
reference materials 1515 NIST-apple leaves and NIST 1573a-tomato leaves, and by addition/
recovery of analyte in real water samples. The method is simple, fast, with low reagent 
consumption, and was applied for determination of copper in water samples (estuarine, 
mineral, groundwater, drinking, and tap water) with concentrations in the range from 1.77 to 
8.14 µg L-1, and also applied in samples of leaves of fruitful plants from tropical forest: cocoa 
(Theobroma cocoa), cupuaçu (Theobroma grandiflorum), jackfruit (Artocarpus beterophyllus 
Lam), iamb (Syzygium jambos) and banana (Musa sp), with concentrations of 4.92 µg g-1, 
3.86 µg g-1, 2.85 µg g-1, 4.02 µg g-1e 6.79 µg g-1, respectively.
KEYWORDS: Copper, Atlantic Forest, Cocoa Region, Water, Leaves.

1 |  INTRODUÇÃO
Alguns elementos químicos são essenciais para a manutenção da vida, mas, 

dependendo da concentração destes podem tornar-se tóxicos para humanos, animais e 
plantas, tornando-se a determinação da quantidade cada vez mais importante. O cobre é 
um desses elementos que pode se tornar tóxico e é amplamente distribuída na natureza, tais 
como no solo, água e plantas [1]. Dependendo do tipo de planta e tratamento estabelecido 
para a água de consumo humano, alguns controles de vigilância estabelecem os limites 
toleráveis de cobre, em água e plantas entre 5-13 µg L-1 e 5-40 mg kg-1, respectivamente 
[2]. No entanto, o seu montante tem crescido rapidamente devido a ações antrópicas, 
muitas vezes causadas pelas indústrias, mineração, lixo doméstico e na agricultura com a 
aplicação de fungicida a base de cobre, resultando em contaminação do meio ambiente. 
As doenças provindas do cobre devem-se ao fato da falta e do excesso no organismo 
conhecido como hipocupremia e hipercupremia, respectivamente. A falta de cobre no corpo 
humano pode provocar anemia, diarreia, defeitos na formação dos tecidos conectivos, 
problemas cardíacos e de circulação, além de anomalias ósseas. 

Quando consumido em excesso pode ocasionar diversas reações em seres vivos, 
algumas das reações são problemas neurológicos, hepáticos, nos rins, psiquiátricos, 
hematológicos, infertilidade, musculoesqueléticos, perda da integridade celular devido a 
produção excessiva de oxirradicais [3], outra bastante conhecida é a doença de Wilson, 
caracterizada pela falta de coordenação. Desta forma deve ser ingerido de 2,0 a 5,0 mg de 
cobre em uma dieta normal de uma pessoa, sendo que só faz necessário 0,9 mg e a parte 
que excede deve ser eliminado [4].

Em águas naturais, a maior fração do cobre é encontrada na forma complexada 
e em menor como íon livre. As concentrações em águas doces variam de 1,0 a 20,0 µg 
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L-1, em mar aberto encontra-se de 0,02-0,20 µg L-1 e próximo a praias podem atingir 1,0 
µg L-1. Segundo o CONAMA a água é classificada a partir do tratamento que é aplicada 
para o consumo humano, podendo verificar os níveis máximos permitidos para água doce: 
classe I - após tratamento simplificado e classe - II após tratamento convencional é de 
9,0 µg L-1; classe III - após tratamento convencional ou avançado é de 13,0 µg L-1; classe 
IV não destinada ao consumo humano. Já as águas salobras e salinas, é permitido um 
nível máximo de 5,0 µg L-1 para a classe I, e de 7,8 µg L-1 para a classe II, e já não são 
mais destinadas ao consumo humano [5]. Na Tabela 1 são informados limites toleráveis de 
cobre em alguns alimentos e bebidas segundo a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária).

Alimento Limite máximo (mg kg-1)
Bebidas alcoólicas 5,0
Compotas ou doce de frutas com caldas 10,0
Doces em massa ou em pasta 10,0
Doce de leite 10,0
Culturas agrícolas em que agrotóxico a base de cobre 
tenham sido autorizado, exceto cacau e café 10,0

Cacau e café 30,0
Sal 2,0
Óleos e gorduras virgens 0,4

Tabela 1: Limites máximos tolerável de cobre em alimentos e bebidas [6].

O cobre por sua vez ocorre naturalmente em plantas, porém os seus níveis vêm 
aumentando muito devido a ações antrópicas muitas vezes causados pela aplicação 
excessiva de fungicidas cúpricos. Também faz necessário para um ótimo crescimento 
e desenvolvimento de plantas, no entanto em altas concentrações se torna tóxico as 
plantas e podem se estender ao homem que venha consumir os frutos. A falta de cobre 
afeta o crescimento reprodutivo (formação de grão, sementes e frutos) muito mais que 
o vegetativo. O cobre em concentrações elevadas torna-se tóxico causando danos ao 
tecido e ao alongamento das raízes, alteração na permeabilidade da membrana e inibição 
do transporte de elétrons fotossintéticos [7]. Na Tabela 2 são apresentados os teores 
considerados adequados de cobre em folhas de vegetais, segundo a EMBRAPA (Empresa 
Brasileira de Pesquisa Agropecuária) [8].
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Folhas Limite máximo (mg kg-1)
Cacau 8 – 15
Banana 6 – 30
Goiaba 20 – 40
Maçã 6 – 50
Tomate 5 – 15
Acerola 5 – 15
Melão 10 – 15
Morango 5 – 20
Uva 18 – 22
Manga 10 – 50

Tabela 2: Limites recomendados de cobre em folhas.

Durante o período dos anos de 1970 a 1980, a região do Sul da Bahia possuía como 
base agrícola a cultura do cacaueiro (Theobroma cacao L.), que produz o fruto do cacau, 
utilizado na fabricação de chocolates. Porém, devido a infestação do fungo patogênico 
(Moniliophtora perniciosa), fungicidas à base de cobre foram usados no controle dessa 
praga. Esses fungicidas são aplicados em folhas e frutos de diversas plantações, onde 
o cobre forma uma película protetora no fruto impedindo a ação do fungo. Com o uso 
excessivo, o cobre pode ser lixiviado para o solo e se acumular nas camadas superficiais 
onde as plantas podem absorver de forma excessiva esse elemento e pode haver lixiviação 
para os sistemas aquáticos subterrâneos e superficiais, favorecendo a um desequilíbrio 
ambiental. Não são encontrados trabalhos publicados nos últimos cinco anos sobre 
concentrações de cobre em água, solo ou vegetais na região Sul da Bahia, também 
conhecida como Região Cacaueira. Dessa forma, é oportuno o desenvolvimento de método 
analítico para determinação de cobre nas referidas amostras dessa região [9-10].

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Instrumentação, reagentes e soluções
Um espectrômetro de absorção atômica com chama VARIAN, com lâmpadas de 

cátodo oco operando no comprimento de onda 324,75 nm, foi utilizado para quantificação 
do cobre nas amostras. 

Todas as soluções foram preparadas com água proveniente de um purificador de 
água, e as vidraria foram previamente descontaminadas com solução de ácido nítrico a 10,0% 
v/v durante 12 horas. As soluções e os reagentes foram de grau analítico.
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2.2 Amostragem e preparação de amostras
Os materiais de referência certificado (CRM) folhas de maçã (NIST 1515) e folhas 

de tomate (NIST 1573a), obtido a partir do Instituto Nacional de Padrões e Tecnologia 
(Gaithersburg, MD) foi analisada para estudos de exatidão. Para a decomposição 
de material esta foi tratada com 0,1 g de cerca de 3,0 mL de solução de ácido nítrico 
concentrado (HNO3), 2,0 mL de 30 % de peróxido de hidrogênio (H2O2) e manteve sistema 
de digestão. O aquecimento foi realizado em bloco digestor a 110 °C durante 3h. Após 
arrefecimento até à temperatura ambiente, o pH da solução foi ajustado para próximo a seis 
com 10 % (m/v) de solução tampão de uma solução de hidróxido de sódio adequado. Após 
este passo, a solução foi transferida para um balão volumétrico de 20,0 mL e o volume foi 
completado com água ultrapura.

As amostras de folhas de plantas frutíferas (jaca, cupuaçu, jambo, banana) foram 
coletadas em uma área de mata Atlântica no Campus da Universidade Estadual de 
Santa Cruz, cidade de Ilhéus, Bahia, Brasil. As folhas foram lavadas com água corrente 
e deionizada, secas em estufa a 60°C, trituradas, pesada 0,2 g e realizou-se o mesmo 
procedimento que os CRM quanto a digestão. As águas foram coletadas: mineral, água 
de abastecimento público e do bebedouro foram amostrada na Universidade Estadual de 
Santa Cruz, rio cachoeira e águas do estuário foram amostradas na região de Ilhéus, BA, 
Brasil. As amostras foram filtradas e adicionado 5,0 mL de tampão com pH 2,0 a fim de 
evitar a adsorção dos íons de cobre nas paredes dos frascos. Pelo menos uma solução 
em branco foi executada para cada amostra, a fim de avaliar a contaminação por cobre os 
reagentes utilizados.

2.3 Procedimento da microextração líquido-líquido dispersiva
Utilizou-se 5,0 mL de solução ou amostra com pH ajustado para 7,5 com solução 

tampão previamente preparada de acetato de amônia, sendo adicionado de 1,0 mL de 
solução de cloreto de sódio 3,0 % (m/v), e em seguida o reagente complexante TAM 0,0035 
mol L-1. Posteriormente, injetado com ajuda de uma seringa de vidro, a mistura de 1,30 mL 
de metanol (solvente dispersivo) e 50 µL de tricloroetileno (solvente extrator). Com a adição 
dos solventes ocorre a turvação da solução, neste momento os complexos Cu2+–TAM são 
extraídos em pequenas gotículas de tricloroetileno. Então, a solução foi centrifugada a 
3000 rpm por 5,0 minutos e as gotículas dispersas de tricloroetileno ficaram depositadas 
no fundo do tubo. Cerca de 30 µL da fase rica foi utilizada para determinar a concentração 
do analito por espectrometria de absorção atômica com chama, todo o procedimento 
simplificado pode ser visualizado na Figura 9.
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Figura 9: Diagrama simplificado do método de microextração líquido-líquido dispersiva.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Otimização do tipo de solvente extrator e dispersor
Neste trabalho, etanol, metanol e acetonitrila foram estudados como solventes 

dispersivos. Tricloroetileno e 1,2- dicloroetano foram estudados como solventes extratores. 
As condições das demais variáveis foram de 5,0 mL de uma solução amostra com 
concentração de 20,0 µg L-1 de cobre, pH 7,5, concentração do reagente 4,0 x 10-3 mol L-1, 
volume de solvente extratos e dispersivos de 1,30 e 50,0 µL, respectivamente. Analisando 
os resultados, pode-se verificar que o uso de metanol e tricloroetileno como solvente 
dispersor e extrator, respectivamente, obtiveram os maiores sinais analíticos. Desta forma, 
estes solventes foram adotados no preparo da mistura ternária.

3.2 Matriz Doehlert para otimização multivariada
Uma segunda etapa de otimização foi realizada aplicando a metodologia de 

superfície de respostas, utilizando a matriz de Doehlert para quatro variáveis independentes 
(pH, concentração do complexante, volume solvente extrator e volume solvente dispersor), 
sendo estudadas em níveis diferentes. Essa metodologia foi empregada, pois permite que 
o planejamento seja realizado utilizando níveis diferenciados e uma quantidade menor 
de experimentos. Assim, utilizou-se o volume de solvente dispersor de 1,30 mL e não de 
0,83 mL, pois em volumes pequenos a formação de gotículas não é efetiva e estável, o 
que resulta na diminuição da partição do solvente extrator e por consequência diminui a 
eficiência de extração. 

3.3 Estudo da adição de eletrólitos
Nesse estudo foi adicionado uma solução de cloreto de sódio (NaCl) nas amostras, 

por favorecer o aumento da eficiência na transferência do analito para fase orgânica, 
processo esse conhecido como “salting out”. Por conta da diminuição da solubilidade do 
solvente extrator, consequentemente ocorre o aumento do volume da fase rica. Pode-se 
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observar um aumento do sinal analítico até uma concentração de 2,5 % (m/v) de NaCl, 
seguida de uma estabilização de ganho do sinal analítico. Assim, selecionou-se a adição 
de NaCl em concentração de 3,0 % (m/v) em todas as amostras e padrões.

3.4 Efeito de outros íons
Para verificar o efeito de outros cátions de metais de transição frente a seletividade 

da metodologia empregada, foi realizado o teste através de uma amostra sintética de 5,0 
mL contendo 20,0 µg L-1 de cobre e adicionado os íons Ag+, Cd2+, Pb2+, Zn2+, Mn2+, Cr3+, Ni2+, 
Al3+ e Mo2+, com concentração de 200 µg L-1 para cada um, e em seguida foi submetido ao 
procedimento proposto otimizado, em quadriplicata. Os resultados obtidos mostraram que 
os íons não afetam significativamente na determinação de cobre pelo método proposto, 
visto que a influência sobre a alteração do sinal analítico com e sem os outros íons variou 
entre 94-109 %.

3.5 Características analíticas
Aplicando o método de DLLME, foi construída curva de calibração variando a 

concentração de cobre de 5 a 100 µg L-1. A equação da reta obtida foi a seguinte: Y= 
0,0091X - 0,0088, onde Y é o sinal analítico de absorvância, e X é a concentração de 
cobre em µg L-1. O coeficiente de correlação desta curva foi de 0,9993 e a concentração 
característica de 1,45 µg L-1.

O limite de detecção (LD) é a concentração mínima que um analito pode ser detectado 
por um método, é calculado com base em três vezes o desvio padrão do sinal obtido por 
10 medições repetidas do branco, dividido pela inclinação da curva de calibração. O LD 
calculado para a medida utilizando o método proposto é de 0,77 µg L-1.

O limite de quantificação (LQ) é o nível acima do qual os resultados podem ser 
obtidos com um grau específico de confiança, é calculado através de 10 vezes o desvio 
padrão do sinal do branco (n=10) dividido pela inclinação da curva de calibração e define 
o limite inferior do intervalo. O LQ calculado para a medida utilizando o método proposto é 
de 2,57 µg L-1.

Considerando as condições experimentais da amostra digerida, sendo 0,200 g de 
amostra e o volume final aferido para 20,0 mL, pode-se estimar um LD de 0,077 µg g-1 e um 
LQ de 0,257 µg g-1.

Para avaliar o desempenho do método de pré-concentração é feito o estudo do fator 
de pré-concentração. Ele pode ser calculado através da razão entre o volume da amostra 
e o volume da fase rica (extrato), ou através da razão entre os coeficientes angulares entre 
as curvas de calibração com e sem pré-concentração onde esses resultados são baseados 
no aumento da resposta e não no aumento verdadeiro da concentração. Assim, o fator de 
pré-concentração encontrado considerando a razão entre os volumes foi de 167.
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Para o método proposto, a precisão foi expressa como repetibilidade dos resultados 
obtidos de dez determinações (RSD%, n=10) distintas, realizadas com concentrações de 
cobre em 5,0 µg L-1 e 50,0 µg L-1, obtendo-se 7,1 % e 6,9 %, respectivamente.

A exatidão de um método pode ser definida como a diferença entre o valor do analito 
determinado experimentalmente pelo o método e o valor de referência. Para a avaliação 
da exatidão foram utilizados materiais de referência certificados NIST 1515-Folha de maçã 
e NIST 1573a-Folha de tomate. Os resultados obtidos pelo método proposto e os valores 
certificados dos CRM’s são apresentados na Tabela 3, juntamente com os resultados de 
outras amostras de folhas de árvores da região. A comparação estatística utilizando o 
teste t Student não mostrou diferença significativa entre os valores obtidos utilizando o 
procedimento desenvolvido e os valores certificados a um nível de 95% de confiança (t 

tabelado= 4,30; t calculado = 1,94 para as folhas de maçã, e t calculado= 2,21 em folhas de tomate).
Para avaliar a exatidão do método proposto aplicado em amostras de águas, foi 

aplicado o teste de adição e recuperação de analito em amostras reais. Os resultados 
apresentados na Tabela 4 mostram que o procedimento não foi afetado pela composição 
da matriz e pode ser aplicado satisfatoriamente para a determinação de cobre em amostras 
de água com diferentes características.

Amostras de folhas Valor encontrado (µg g-1) Valor certificado (µg g-1)
Maçã, NIST 1515 6,72 ± 0,96 5,64 ± 0,24
Tomate, NIST 1573ª 4,30 ± 0,32 4,70 ± 0,14
Cacau 4,92 ± 0,40 ------
Jaca 2,85 ± 0,14 ------
Cupuaçu 3,86 ± 0,78 ------
Jambo 4,02 ± 0,67 ------
Banana 6,79 ± 0,81 ------

Tabela 3: Aplicação do método proposto na determinação de cobre em amostras de folhas 
vegetais (n=3).

As concentrações de cobre encontradas nas amostras de folhas estão próximas da 
faixa de concentração recomendada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 
(EMBRAPA). Já para as amostras de águas, todas as concentrações encontram-se abaixo 
dos valores máximos permitidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).
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Amostra de água Adicionado
(µg L-1)

Encontrado
(µg L-1) Recuperação (%)

Mineral engarrafada 0 3,82 ± 0,19 -
10 13,40 ± 0,29 95,6

Abastecimento/torneira 0 8,14 ± 0,44 -
10 18,50 ± 1,59 103,4

Estuarina 1 (Praia do Cristo) 0 1,77 ± 0,35 -
10 11,22 ± 0,27 94,5

Estuarina 2 (Sapetinga) 0 1,81 ± 0,12 -
10 10,91 ± 0,05 91,0

Estuarina 3 (Banco da Vitória) 0 3,63 ± 0,4 -
Rio Cachoeira 0 2,59 ± 0,06 -
Bebedouro (UESC) 0 2,93 ± 0,19 -
Fonte natural (Banco da Vitória) 0 3,36 ± 0,56 -

Tabela 4: Resultados obtidos na determinação de cobre em amostra de água (n=3).

4 |  CONCLUSÃO
O método proposto de DLLME combinado com FAAS foi aplicado com sucesso 

para a determinação de cobre em amostras de água e de folhas de plantas frutíferas, 
apresentando vantagens como simplicidade, baixo custo, pouca geração de resíduos, 
elevado fator de enriquecimento, baixos níveis de limites de quantificação, boa precisão, 
exatidão satisfatória, obteve-se um bom índice de consumo de 30,0 µL e um fator de 
enriquecimento de 166,6. 

Este método pode também ser aplicado para a determinação de cobre na análise de 
rotina e pode ser adaptado para a extração de outros elementos de pré-concentração em 
amostras de águas, folhas, frutos, bebidas alcoólicas, solo, dentre outros tipos de amostras.

Mesmo com o uso de fungicidas a base de cobre por muitos anos na região a 
concentração de cobre nas diversas amostras analisadas não foi significativamente diferente 
de valores encontrados na literatura e, para águas, foram menores que os estabelecidos 
pela legislação brasileira.
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