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Planejamento experimental empregado na otimização do preparo de amostras por extração 

líquido-líquido (LLE) 

 

Para a otimização do preparo de amostras empregando LLE foi realizado um planejamento fatorial 

com pontos centrais no qual os seguintes fatores foram estudados:  

• Proporção metanol/diclorometano (fator 1): 

(-) 1:1/MeOH: CH2Cl2 

(0) 1:2,5/MeOH: CH2Cl2 

(+) 1:5/MeOH: CH2Cl2 

 

• Tempo de extração (fator 2): 

(-) recolher fase orgânica assim que se formarem as duas fases 

(0) esperar 5 minutos após a formação das fases 

(+) esperar 10 minutos após a formação das fases 

 

• Quantidade de agitação (fator 3): 

(-) 3 agitações, meio minuto cada 

(0) 3 agitações, um minuto e meio cada 

(+) 3 agitações, três minutos cada 

• Força iônica 

(-) Ausência de NaCl 

(+) Presença de NaCl 

 

Os resultados dos ensaios são mostrados na Tabela 1S. Cada ensaio realizado foi feito em 

duplicata, sendo uma com adição de uma espátula de NaCl e a outra sem. 

 



Tabela 1S. Resultados obtidos para os ensaios realizados durante a otimização do preparo de 

amostra LLE empregando o planejamento fatorial com pontos centrais 

Ensaios fator 1 fator 2 fator 3 
recuperação 

(%) 
Ensaios fator 1 fator 2 fator 3 

recuperação 

(%) 

1 sem sal - - - 105,5 8 com sal + + + 220,0 

1 com sal - - - 84,9 9 sem sal 0 0 0 100,5 

2 sem sal - - + 30,8 9 com sal 0 0 0 29,5 

2 com sal - - + 44,2 10 sem sal - 0 0 61,6 

3 sem sal + - + 11,3 10 com sal - 0 0 23,2 

3 com sal + - + 2,3 11 sem sal 0 - 0 76,2 

4 sem sal + - - 1,1 11 com sal 0 - 0 108,0 

4 com sal + - - 56,2 12 sem sal 0 0 + 1,2 

5 sem sal - + + 1,0 12 com sal 0 0 + 86,2 

5 com sal - + + 49,9 13 sem sal + 0 0 Não recuperado 

6 sem sal - + - 50,1 13 com sal + 0 0 61,5 

6 com sal - + - 0,6 14 sem sal 0 + 0 2,1 

7 sem sal + + - 11,0 14 com sal 0 + 0 71,2 

7 com sal + + - 93,1 15 sem sal 0 0 - 40,1 

8 sem sal + + + 47,7 15 com sal 0 0 - 7,2 

 Como não foi possível identificar uma condição ideal graficamente, os ensaios com os melhores 

resultados foram repetidos, a fim de verificar a repetibilidade dos mesmos. Repetiu-se os ensaios 

(0,0,0) sem sal/(0,-,0) com sal/(-,-,-) sem sal/(+,+,-) com sal. Além disso, foram feitos testes 

mudando o volume adicionado de fase extratora, porém não foi observado melhoras significativas. 

O ensaio que apresentou melhor resultado foi o (+,+,-) com sal.  

Assim, o método do preparo de amostra foi definido e está descrito no item Extração Líquido-

Líquido (LLE) do artigo.  

 

Informações referentes aos pontos de coleta 

 

As campanhas foram realizadas em novembro de 2014, março de 2018 e em outubro de 2018. 



 

Figura 1. Localização dos pontos de coleta na cidade de Americana, SP, um dos maiores pólos 
têxteis do Brasil. P1: Rio Piracicaba à montante do lançamento da Estação de Tratamento de 
Esgoto (ETE) Carioba. P2: Ribeirão Quilombo, esse corpo hídrico recebe efluentes diretamente de 
indústrias têxteis da região. P3: Rio Piracicaba a aproximadamente 2 km a jusante do lançamento 
da ETE Carioba. Fonte: Google Earth 

 

 
Figura 2S. Fotos dos pontos de coleta apresentados no mapa da Figura 1S 

 

Tabela 2S. Coordenadas geográficas dos 3 pontos amostrais estudados neste trabalho 

Ponto de coleta Latitude Longitude 

Rio Piracicaba (montante) 22ο 42’ 40” 47ο 19’ 24” 

Ribeirão Quilombo 22ο 42’ 54” 47ο 20’ 2,9” 

Rio Piracicaba (jusante) 22ο 42’42,7” 47ο 20’14,7” 

 

 

 

 



Análise instrumental 

 

 
Figura 3S. Cromatogramas do corante auramina (solução padrão na concentração de 10 µg L-1) 

obtido por HPLC/DAD com diferentes solventes orgânicos utilizados na fase móvel do método 

analítico: 50:50Metanol/Água e 50:50Acetonitrila/Água  

 

Precisão instrumental 

 

Tabela 3S. Áreas dos picos cromatográficos dos corantes auramina medidas para avaliar a precisão 

instrumental por HPLC/DAD (n=6) 

 Resposta em mAU  

Injeções 25 µg L-1 50 µg L-1 100 µg L-1 

1 5148 10372 21527  

2 5490 10342 21844  

3 5432 10725 21359  

4 5177 11760 21789  

5 5837 11513 22537  

6 5552 11327 22661  

CV (%) 5,5 4,3 2,4  

 

 



Exatidão do método analítico 

 

 

Figura 4S. Comparação da recuperação (%) (n=2) dos corantes Solvent Yellow 34 (C.I.SY34) e 

Basic Yellow 2 (C.I.BY2) analisados separadamente e em mistura utilizando LLE e HPLC/DAD 

 

Teste de ecotoxicidade 

 

Tabela 4S. Resultado do teste crônico com Daphnia similis após 14 de exposição ao corante 

auramina 

Concentração 
(µg L-1) 

Total de Neonatas por réplica Somatória 

 R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10  

0 91 92 88 61 102 57 129 82 80 66 848 
250 107 102 89 0 82 130 91 83 73 94 851 
500 48 112 74 50 84 65 55 42 97 59 686 
750 70 40 66 61 45 58 48 12 0 80 480 
1000 0 62 39 56 24 60 5 52 35 49 382 
1500 14 0 68 2 13 5 0 2 0 19 123 
2000 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 9 

 



 
Figura 5S. Cromatogramas do corante auramina obtido na quantificação das soluções dos testes 
de ecotoxicidade obtidos por HPLC/DAD. Sem exposição refere-se à quantificação da amostra no 
dia que as diluições foram preparadas e com exposição é referente a medição das concentrações 
após 48 horas de contato com os organismos. A amostra analisada refere-se à concentração de 
100 µg L-1, devido ao fator de diluição de 2,5 utilizado (concentração de exposição no teste foi de 
250 µg L-1) 

 
Tabela 5S. Limite de detecção (LD), Limite de quantificação (LQ), linearidade e curva analítica 

utilizados na quantificação do corante auramina nos testes de toxicidade 

Parâmetros   

LD 12 µg L-1  

LQ 43 µg L-1 

Linearidade (R²) 0,9979  

Curva Analítica y = 297,48x + 235,12 



Tabela 6S. Concentrações de exposição do corante auramina medidas durante o teste crônico com 
Daphnia similis, utilizando HPLC/DAD  
 

Concentraçã
o nominal  

(µg L-1) 

Condição da 
amostra 

Fator de 
diluição 

Área do 
Pico (n=2) 

Concentração 
de exposição 

(µg L-1) 

Variação 
*  

(%) 

 

250 sem exposição 2,5 30062 250,7 -0,3  

250 com exposição 2,5 29649 247,2 1,1  

250 sem exposição 2,5 27322 227,6 8,9  

250 com exposição 2,5 27268 227,2 9,1  

250 com exposição 2,5 27903 232,5 7,0  

500 sem exposição 5 28613 476,9 4,6  

500 com exposição 5 26940 448,8 10,2  

500 sem exposição 5 26154 435,6 12,9  

500 com exposição 5 25508 424,8 15,0  

500 sem exposição 5 30510 508,8 -1,8  

500 com exposição 5 28487 474,8 5,0  

1000 sem exposição 10 26307 876,4 12,4  

1000 sem exposição 10 28486 949,7 5,0  

1000 com exposição 10 27625 920,7 7,9  

1000 sem exposição 10 29762 992,5 0,7  

1000 com exposição 10 28790 959,9 4,0  

1500 sem exposição 15 31319 1567,4 -4,5  

1500 com exposição 15 34489 1727,2 -15,1  

*Valor em porcentagem do quanto variou da concentração nominal para a concentração exposição 

medida utilizando HPLC/DAD. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Amostras ambientais 

 

 

 

 
Figura 6S. Cromatogramas das amostras de águas superficiais analisadas por 

HPLC/DAD. Nestas amostras o corante auramina estava abaixo do limite de 

detecção 

 

 

 


