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RESUMO

A cafeina é sugerida como indicador quimico para a presenca de aguas residuais
domésticas em sistemas de agua doce, embora ndo esteja incluida em programas de
monitoramento da qualidade. Assim, pode ser um excelente indicador de residuos
organicos contaminantes em corregos urbanos frequentemente afetados por esgoto no
Brasil. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a potencialidade da
utilizacdo da cafeina como indicador de contaminacdo por esgoto doméstico em aguas
superficiais da bacia do Bacia do Rio Pitangui, no municipio de Ponta Grossa, Parana
(Brasil). No estudo, apds a validagdo da metodologia analitica, buscou-se uma relagéao
entre a cafeina em aguas superficiais e o aporte de efluente. Foram realizadas 8 (oito)
coletas de aguas superficiais no Rio Verde, sendo em area urbana (P1), a montante (P2)
e a jusante (P3) da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE), além de duas coletas de
efluente tratado da ETE. Para a determinacdo da cafeina foi utilizada a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), apds extracdo em fase sélida em cartuchos C18/18
com volume extrator de 6ml. As avalia¢cdes fisico-quimicas das amostras superficiais
mostraram um declinio da qualidade da dgua apés o aporte do efluente tratado da ETE,
observado principalmente através das concentracdes de fosforo total (PT) e dos niveis
da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) acima dos limites estabelecidos pela
legislacdo, apds o aporte do efluente. A cafeina foi quantificada nos pontos P2 e P3, com
concentragbes médias de 121,0 e 144,0 pg L%, respectivamente. Os resultados
demonstraram a relacdo entre a presenca da cafeina e a impactacdo pelo aporte de
esgoto bruto, ou pelo efluente tratado da ETE.

Palavras-chaves: cafeina, aguas superficiais, efluente, CLAE



ABSTRACT

Caffeine is suggested as a chemical indicator for the presence of domestic
wastewater in freshwater systems, although it is not included in quality monitoring
programs. Thus, it can be an excellent indicator of contaminant organic residues in urban
streams frequently affected by sewage in Brazil. In this sense, the objective of this study
was to evaluate the potential of caffeine as an indicator of domestic sewage contamination
in surface waters of the Pitangui River Basin, in the city of Ponta Grossa, Parana, Brazil.
In the study, after the validation of the analytical methodology, a relationship was sought
between caffeine in surface water and the effluent supply. Eight (8) surface water samples
were collected in the Verde River, in the urban area (P1), upstream (P2) and downstream
(P3) of the Sewage Treatment Station (STS), and two treated effluent samples of the STS.
For the determination of caffeine, High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was
used after solid phase extraction in C18/18 cartridges with extractor volume of 6ml. The
physical-chemical evaluations of the surface samples showed a decline in the water
quality after the STS treated effluent input, observed mainly through the concentrations of
total phosphorus (PT) and Biochemical Oxygen Demand (BOD) levels, above the
established limits by legislation, after the effluent. Caffeine was quantified at points P2
and P3, with mean concentrations of 121,0 e 144,0 ug L. The results showed the
relationship between the presence of caffeine and impaction by the inflow of raw sewage,
or by the treated effluent from the STS.

Key-words: caffeine, surface water, wastewater, HPLC
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo das aguas, tanto superficiais quanto subterréneas, ndo é
apenas um problema ambiental, mas também social, visto que é compartilhado por
todos. Nesse sentido, é imprescindivel que haja a compreensdo de que o
desenvolvimento humano deve estar associado a sustentabilidade, para que as
necessidades presentes ndo comprometam as geracdes futuras. Alteracdes dos
recursos hidricos causadas pelo aporte de esgotos domeésticos e industriais, tratados
ou ndo, evidenciam-se cada vez mais como temas geradores de preocupacodes e de
estudos ambientais. (TUBBS et al., 2002; RODRIGUES et al., 2006, MELO, et al.,
2009, POMA et al., 2016).

O desenvolvimento urbano de Ponta Grossa, assim como na maioria dos
municipios brasileiros, € acompanhado pelo adensamento populacional desordenado,
fato que traz consequéncias diretas a qualidade dos mananciais. Assim, as
circunstancias que acarretam a perda da qualidade dos recursos hidricos,
principalmente do Rio Pitangui, principal fonte de abastecimento da cidade, tais como
o0 despejo em suas aguas de esgoto sanitario tratado ou ndo, contendo os mais
variados tipos de poluentes e, as consequéncias dessa impactacdo, compdem um
cenario para investigacdes (FONSECA, 2014; RIBICKI, 2013).

Entre os tipos de contaminantes, tem merecido destaque os chamados
contaminantes de preocupacao emergente, substancias assim chamadas pelo fato de
suas concentracdes no ambiente ainda ndo terem sido regulamentadas, e que
anteriormente ndo eram detectados, e ndo eram considerados como um risco, ou
capazes de causar efeitos adversos a satde (SODRE et al., 2010; FONSECA, 2014).

A identificacdo desses compostos no meio ambiente se tornou possivel através
da evolucdo de equipamentos, amostragem, técnicas de extracdo e analises, pois
estdo presentes em concentracées de dificil deteccdo, na faixa de ng L. Uma
alternativa para apontar sua presenca, ainda que, de maneira indireta, sdo 0s
chamados indicadores de atividades antropicas. Tais indicadores podem ser, por
exemplo, substancias detectadas com maior eficiéncia e, que devido a sua natureza
antropica, podem confirmar a entrada de aguas residuarias domésticas nos ambientes
e assim, de forma indireta alertar para a presenca dos contaminantes emergentes
(GARDINALI & ZHAO, 2002; FERREIRA, 2005; PELLER et al., 2006).
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A cafeina é um exemplo de indicador de contaminag¢do por esgoto, pois pode
ser mais facilmente detectada na agua, como consequéncia da sua alta solubilidade
(13,5 g L), baixo coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow =0,01) (GOSSETT et
al.,, 1983) e volatilidade insignificante, constituindo um marcador, diretamente
relacionado a atividades humanas (GARDINALI & ZHAO, 2002).

Ela esta entre as substancias mais consumidas no mundo e, por semelhanca
de origem, sua presenca em aguas superficiais sinaliza a existéncia de outros
contaminantes, considerada assim um marcador quimico que pode indicar a presenca
de esgoto sanitario nos mananciais. (ARIAS, 2013, BUERGE et al., 2003; SEIGENER,;
CHEN, 2002, SEILER et al., 1999. BUERGE et al., 2006).

Diante do exposto, revela-se a importancia em avaliar a presenca da cafeina,
e implantar metodologias analiticas visando a quantificagdo em amostras ambientais.
Esse estudo deve vir acompanhado do levantamento das caracteristicas do ambiente
aguatico estudado, principalmente através de parametros fisico-quimicos visando

discutir planos de preservacao e gestao ambiental.

2. Revisdo Bibliogréfica

O espaco em que vivemos — o Planeta Terra, sofre inimeras modificacbes com
o crescimento da populacdo, condicbes que podem ocasionar um descontrole
ambiental. Ao longo dos séculos, foi gerado um ciclo de degradacédo ambiental que a
cada dia se torna mais intenso. Assim, por exemplo, a necessidade de aumentar a
guantidade de alimentos produzidos, veio acompanhada da ampliacdo de areas
produtivas, com consequente desmatamento. Some-se a isso, a geracao de residuos
e a ocupacdo desordenada das areas urbanas trazendo alteracbes drasticas, que
afetam diretamente ndo apenas os seres humanos, precursores deste ciclo, mas toda
a vida em nosso planeta. As situagbes de modificagcdo do clima, com verdes mais
guentes, com chuvas intensas e tempestades, o derretimento das geleiras, e a
crescente escassez da oferta de agua, podem ser decorrentes da degradacao
ambiental, e produtos de todo este ciclo (BANNAGA, 2016; TUNDISI, 2008;
MANIGLIA, 2011).
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A intensificagdo dos processos de urbanizagdo tem gerado inevitaveis
alteracbes aos ambientes naturais e impactos aos corpos hidricos. A perda da
qualidade dos recursos hidricos € ocasionada principalmente pela entrada de matéria
organica, rica em nutrientes, e que é originada em areas urbanas pelo lancamento
irregular de esgotos domésticos sem tratamento, ou de efluentes resultantes do
tratamento ineficiente do esgoto; e na éarea rural, pela drenagem de areas de
agricultura e pecuaria. No entanto, mais preocupante ainda é reconhecer que o
tratamento da agua que é distribuida a populacéo, ndo elimina numerosos poluentes
organicos, metais potencialmente téxicos, entre outros, que permanecem ainda que
em niveis traco (CASTRO, 2015).

As aguas superficiais doces sdo fonte principal de agua potavel aos seres
humanos, mas também o habitat de inUmeros organismos de origem animal e vegetal,
além de oferecer a possibilidade de recreacao, atuar como reguladora da temperatura,
como diluidora e transportadora de nutrientes e residuos. Assim, articular a relevancia
dos conhecimentos sobre a agua, em suas diversas dimensfes, € pensar na
sobrevivéncia da espécie humana, na conservacao e no equilibrio da biodiversidade
e nas relacbes de dependéncia entre seres vivos e ambientes naturais. (BACCI e
PATACA 2008; BAIRD, 2002).

A Resolugdo n° 357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
dispde sobre a classificacdo da agua doce em cinco classes: a especial, a classe 1, a
classe 2, a classe 3 e a classe 4, relacionadas a parametros fisico-quimicos e limites
aceitaveis, considerando os diferentes usos e a sua destinagéao final.

E sabido que as aguas superficiais recebem, através de fontes pontuais ou
difusas, inUmeras substancias sem que se tenha conhecimento do seu impacto
ambiental. Neste sentido, anos podem se passar até que efeitos indesejaveis sejam
observados, e mais tempo ainda para que acdes preventivas e/ou remediativas sejam
adotadas. E impraticavel considerar que as legislacées abordem todas as substancias
que possam trazer algum risco a saude, tendo em vista que a producao e lancamento
destas substéncias sdo muito maiores do que o esclarecimento dos seus efeitos
danosos por meio de avalia¢des toxicologicas (CANELA et al., 2014).

A degradacéo da qualidade ambiental € definida na Politica Nacional do Meio
Ambiente, Lei n°. 6.938/81, como a poluicdo que pode ser proveniente de atividades

diretas e indiretas, e que afetem a saude, a seguranca, o bem-estar da populacdo ou
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que criem condi¢cBes adversas as atividades sociais e econdmicas; comprometendo
desfavoravelmente a biota, e as qualidades aparentes ou sanitarias do meio ambiente;
ou dispondo matérias ou energia em desacordo com os padrdes ambientais. Assim, a
degradacdo ambiental podera ter origem a partir dos poluentes, definidos como toda
e qualquer forma de matéria ou energia que, direta ou indiretamente, causa impacto
ao meio ambiente (BRASIL, 1981).

A restricdo da qualidade da agua bruta pde em risco as possibilidades futuras
de abastecimento, e neste sentido, a extensdo e a intensidade que cada atividade

antrépica pode interferir na qualidade das 4guas deve ser avaliada.

2.1Contaminantes de Preocupacao Emergente

Os recursos hidricos sao impactados diariamente por diversos contaminantes,
muitos destes resultantes da forma de viver da sociedade moderna orientada por uma
crescente disposicdo ao consumo de bens ou servicos, que prioriza a ampla utilizacao
e descarte. Os poluentes chamados emergentes, via de regra, estdo associados a
esse consumismo, mas ainda nao recebem nenhum controle no ambiente e n&o estao
inseridos em programas de monitoramento oficial, porém seus efeitos adversos
ecologicos e/ou sobre a salude humana estdo sob suspeita (SILVA et al., 2016;
FONSECA, 2014; SILVA E COLLINS, 2011; CANELA et al., 2014).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, do inglés
United States Environmental Protection Agency) sugere que 0s contaminantes de
preocupacdo emergente podem ser poluentes bidticos e/ ou abioticos, e sdo
candidatos a fazer parte de legislacdes futuras dependendo de pesquisas sobre
ecotoxicidade, efeitos sobre a saude e dados sobre sua ocorréncia em varios
compartimentos ambientais (EPA, 2015). Ainda, conforme a agéncia Norte-
Americana, a USGS (do inglés, United States Geological Survey), um contaminante
emergente pode ser definido, como uma substancia quimica, de ocorréncia natural ou
antropica, ou qualquer micro-organismo que nao é normalmente controlado no
ambiente, mas que tem potencial para entrar no ambiente e causar efeitos adversos
ecoldgicos e/ou sobre a saude humana, sendo estes efeitos conhecidos ou suspeitos.

Assim, a denominacdo emergente ndo esta relacionada a descoberta recente,

e sim ao fato de representar um grupo ambientalmente importante em raz&o dos usos
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e niveis crescentes de utilizacdo e de contaminacdo. Estdo associados a substancias
presentes numa variedade de produtos comerciais como: farmacos, hormonios e
esteroides, produtos de higiene pessoal, antibioticos, bronzeadores, anti-
inflamatorios, analgésicos, antissépticos repelentes, fragrancias, anticorrosivos,
produtos de limpeza, aditivos de gasolina, pesticidas, e mais recentemente foram
incluidas as nanoparticulas (CORREIA, 2008; GHISELLI, 2006; REIS FILHO et al.,
2007; CANELA et al., 2014; MATAMOROS et al., 2012; ROCHA, JUNIOR, 2014).

Alguns contaminantes emergentes sdo suspeitos de ter o potencial para
perturbar o sistema enddcrino e reprodutivo dos animais, inclusive dos humanos,
podendo ocasionar abortos espontaneos, disturbios metabdlicos e incidéncia de
neoplasias malignas, além da inducdo de bactérias mais resistentes tendo
demonstrado acéo desreguladora enddcrina, persistente e bioacumulativa. (BARBIER
et al.,, 2013, CANELA et al., 2014).

Reis Filho (2007), destaca que os esforcos em pesquisas com investigacéo dos
contaminantes emergentes sao enormes e que instituicbes como USEPA, citam desde
2012, inumeras substancias emergentes que deveriam ser analisadas em aguas
superficiais, especialmente aquelas aguas consideradas impactadas a partir da
determinacao de parametros microbioldgicos ou fisico-quimicos.

Essa relagédo entre parametros tradicionalmente indicadores de impacto em
aguas superficiais e a presenca de poluentes emergentes, trouxe uma nova
abordagem que considera algumas dessas substancias emergentes como
indicadores de atividades antrépicas (PASQUINI, 2016; DANESHVAR et al., 2012).

Neste trabalho, a substancia cafeina, considerada um marcador (ou indicador)
de impactacéo aquéatica, foi estudada juntamente com outros parametros tradicionais,
buscando-se uma relacdo entre a presenca dessa substancia e o aporte de esgoto
bruto e/ou de efluente de Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE). A abordagem
considera a hipdtese que o esgoto tratado, lancado como efluente nos corpos
aguaticos, também é fonte de cafeina e consequentemente de poluentes emergentes,

mesmo apés o tratamento convencional.



CAFEINA

A cafeina € um composto quimico amplamente consumido mundialmente,
pertence ao grupo de compostos lipidicos solaveis denominados de purinas,
quimicamente conhecida como 1,3,7, trimetilxantina (FIGURA 1). E classificada como
alcaloide e pode ser encontrada naturalmente associada a outros dois compostos do
mesmo grupo: a teofilina e a teobromina, diferenciadas pela posi¢cdo do grupo metil
(GONCALVES, 2008; GNOATTO, 2007; HIGDON e FREI, 2006).

Figura 1: Representacdo da estrutura quimica da Cafeina
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Fonte: Adaptado de Gnoatto (2007)

E considerada, juntamente com as anfetaminas e a cocaina, uma droga
estimulante psicomotora, possuindo um efeito acentuado sobre a funcdo mental e
comportamental que produz excitacdo e euforia, reducdo da sensacao de fadiga e
aumento da atividade motora, considerando diferentes niveis de concentracdo. E
encontrada naturalmente em gréos de café, em chas, chocolates, grédos de cacau, e
nozes da planta cola que esta presente em refrigerantes a base de cola. Em torno de
95% da cafeina ingerida é metabolizada pelo figado, e s6 cerca de 3% a 5% é
recuperada na sua forma original na urina (BASSIT, 2016; RETNADHAS e GUMMADI,
2014; PARAG et al., 2012; CANELA et al., 2014; HECKMAN et al., 2010).
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O teor de cafeina no café varia com diferentes fatores, como o tipo e grau de
maturacdo do grao, grau de moagem e torra, preparo da bebida e outros. No entanto,
em meédia, uma xicara de 240 mL de café contém 100 mg da substancia. Cafés
expressos sao os que oferecem os maiores teores de cafeina alternando entre 240 e
720 mg por xicara. Uma xicara de cha-mate apresenta maior teor de cafeina (78 mg)
quando comparada a uma de chi-preto (55 mg) e a uma de cha-verde (35 mg)
(HECKMAN et al., 2010, CANELA, et al., 2014).

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), de acordo com uma
estimativa baseada em dados da Pesquisa de Orgamentos Familiares de 2008-2009,
revelou um consumo brasileiro diario de cafeina de pouco mais de 115 mg por pessoa,
sendo a maior ingestdo média de cafeina da Regidao Sul (SARTORI; SILVA, 2013).

O consumo de cafeina tem aumentado em todo mundo, pesquisas demostram
que os efeitos da cafeina no organismo humano variam de individuo para individuo,
dependendo da concentracdo, da frequéncia de consumo, da massa corplrea, do
metabolismo e da sensibilidade individual (ABIC, 2015). Segundo Lima (2007), o
consumo em quantidades moderadas, em média até quatro Xxicaras por dia,
300mg/dia, tem a capacidade de melhorar o estado de alerta e ajuda na concentracao,
torna o cérebro mais atento e capaz de suas atividades intelectuais, suaviza a
incidéncia de apatia e depresséo e estimula a memoria, atencao, e, portanto, melhora
o humor, podendo ser consumido por todas as idades, inclusive criancas e
adolescentes (NANJUNDAIAH et al., 2016).

De acordo com Heckman e colaboradores (2010), em contrapartida, também
podem ocorrer efeitos negativos, como alteracbes no sono, dores de cabecga,
problemas cardiacos, ansiedade, nausea, entre outros. Existem inclusive grupos
considerados de risco com relacdo ao consumo desta substancia, tais como as
gestantes e aquelas em periodo de amamentacéo, podendo provocar efeitos adversos
ao recem-nascido, além de, anteriormente, provocar reducdo no ganho de massa
corporea do feto e contribuir para o aborto espontaneo.

A Agéncia Reguladora de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos
(FDA) pondera como seguro um consumo de cafeina de até 400 mg/dia para adultos.
A Agéncia de Saude do Canada sugere 450 mg/dia para adultos, 300 mg para
gestantes e 85 mg para adolescentes. O estudo realizado pelo Institute of Food
Technologists, abordado por Heckman e colaboradores (2010), descreve o consumo
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diario da cafeina por adultos em mg/dia em alguns paises (QUADRO 1). Observe-se
que o Brasil, o maior produtor mundial de café, também se destaca no consumo da

cafeina, sendo, de acordo com os valores obtidos, o terceiro maior consumidor.

Quadro 1: Estimativa do consumo de cafeina em média por dia

Pais Adultos (mg/dia)
China 16
Africa do Sul 40
Kénia 50
Estados Unidos 168
Japéo 169
Canada 210
Australia 232
Franca 239
Brasil 300
Finlandia 329
Dinamarca 390

Fonte;: HECKMAN et al., 2010.

ApoOs a ingestao, a cafeina é rapidamente absorvida e metabolizada, atingindo
um pico ha corrente sanguinea em 1 a 2 horas, e sua excrecdo pode ocorrer em até
48 horas, especialmente pela urina. Cerca de 1 a 5% da cafeina ndo € metabolizada
pelo individuo os quais aparecem em concentracdes significativas no esgoto bruto
(CANELA et al., 2014).

A cafeina é metabolizada no figado por desmetilacdo e oxidagéo na posicéao 8,
pela remocgdo dos grupos metila 1 e 7, cuja reacdo sera catalizada pelo citocromo
P450, formando trés grupamentos metilxantina. A maior parte dessa metabolizacéo
(84%) se processa na forma de paraxantina (1,7-dimetilxantina), seguida de teofilina
(1,3-dimetilxantina), e de teobromina (3,7-dimetilxantina) por meio da mudanca na
posicdo dos grupos metila 1,3 e7 (MANDAL, 2016).

A cafeina, assim como o0s poluentes emergentes, tem como origem produtos
utilizados no dia a dia, os quais apresentam, basicamente, a mesma rota e vias de

transporte no ambiente, conforme mostrado na Figura 2. No esquema exibido, a Rota
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(1) representa o esgoto bruto, o qual foi enriquecido com cafeina, através da urina ou
com o descarte em ralos, pias e ou vasos, de produtos que contém em sua
composicdo a cafeina, evidenciando sua atuacdo como indicador quimico de esgoto

doméstico.

Figura 2 Representacdo esquematica das possiveis vias de transporte de cafeina no

ambiente

Estacdo de tratamento de esgoto

AQUa para consumo humano

Fonte: Canela et al., 2014.
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As rotas (2) e (3) representam, respectivamente, 0s servicos de esgotamento
sanitario com e sem canalizacdo do esgoto até estacdes de tratamento de esgoto
(ETE), a terceira rota indica o servigo de afastamento do esgoto bruto da populagao
que, invariavelmente, culmina com seu descarte em sistemas de aguas superficiais,
com o descarte irregular do esgoto, ou seja, aguele que nao é realizado de maneira
adequada pela concessionaria responséavel pelo servico de esgotos. Apds a entrada
na ETE, a qual ndo é preparada para todos os tipos de contaminantes emergentes
provenientes do esgoto, a cafeina pode ser encontrada tanto no efluente liquido como
no lodo residual da ETE. A fracdo solida pode ser utilizada para fertilizacdo e
condicionamento de solos agricultaveis, finalizando o processo a cafeina pode entdo
surgir em aguas naturais, por meio do escoamento superficial (rota(6)) ou da lixiviagéo
(rota (7)). A rota (8), apontada na Figura 2, representa a interface existente entre os
sistemas aquaticos superficiais e subterrdneos. A &gua subterrdnea pode ser
bombeada e utilizada para fins de consumo (rota (9)) ou submetida a tratamento. Por
fim, a rota representa a distribuicdo de agua para consumo humano por meio de
redes municipais de distribuicdo ou caminhdes-pipa (CANELA et al., 2014).

A cafeina foi identificada pela primeira vez em 1977 por Sievers e
colaboradores (1977) nas aguas residuais e em aguas superficiais contaminadas por
aguas resiuais domésticas em 1978, porém ndo houve a quantificacdo da cafeina
apenas a determinacao de sua presenca. (SEILER et al., 1999).

A concentracdo da cafeina foi determinada em diversos trabalhos pelo mundo
todo (LOOS et al., 2010; VYSTAVNA et al., 2012; ZHU et al., 2013; MUSOLFF et al.,
2009; FOCAZIO et al., 2008; LEUNG et al., 2013; MATONGO, et al., 2016) inclusive,
no Brasil, tanto em aguas superficiais como também nos efluentes dos esgotos
(SEILER et al., 1999; STRAUCH et al., 2008; MA et al.,, 2016) e ainda em agua
marinhas (REY et al., 2012). Nos primeiros estudos nesse sentido no Brasil, a cafeina
foi encontrada no esgoto bruto do municipio de Campinas, SP, em niveis superiores
a 290 ug L%, ou seja, elevados se comparados com os de outros paises, sendo
considerada um marcado quimico (SODRE et al., 2010).

Portanto, a cafeina vem sendo descrita como um marcador ou indicador
guimico, ou seja, pertencendo ao grupo substancias presentes exclusivamente no
metabolismo humano ou resultantes da atividade humana, ndo havendo portanto,
fontes naturais de producéo (GONCALVES, 2008) MACENO,2015).
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Bradley e colaboradores (2003) destacam as caracteristicas de um indicador
de contaminacao por esgoto domeéstico: ser detectdvel no ambiente em concentracdes
relevantes utilizando-se os meétodos analiticos disponiveis, ndo ser totalmente
removido durante o tratamento nas Estacfes de Tratamento de Esgoto (ETES), ser
utilizado pelo homem antes de entrar no sistema de esgoto, e comportar -se no
ambiente de maneira significativa de outros importantes contaminantes derivados de
efluentes domeésticos. Segundo Gonsalves (2008) a cafeina se comporta como
indicador de contaminacdo por esgoto domeéstico, devido a essas caracteristicas
anteriormente citadas.

Assim, segundo Gardinali e Zhao (2002) seu uso como indicador de impactacao
por esgoto, é apropriado devido a persisténcia ao longo da coluna d’agua, e, além
disso, apresenta pouca associacao com os sedimentos (TUBBS et al., 2002). Como
indicador de contaminagdo ambiental por esgoto doméstico, a cafeina tem sido relato
de inumeros trabalhos (SEILER et al., 1999, FERREIRA, 2005, GONCALVES, 2008,
SIEGENER, CHEN, 2002, PEELER et al., 2004, RODRIGUEZ DEL REY et al., 2012).

Quadro 2: Concentracdes (ng L) de cafeina em mananciais de diferentes paises.

Concentra¢do maxima
Faixa de concentracao Pais Referéncia
(ng L)
1.467,0 Italia Loos et al., 2010
0,6 —1.056,0 Italia Loos et al., 2007
143,0 Alemanha Musolff et al., 2009
10,0 -152,0 Franca Vystavna et al., 2012
13,0 -107,0 Franca Togola; Budzinski, 2008
675,0 -13.167,0 Espanha Valcarcel et al., 2011
12,2 - 415,0 Espanha Fernandez et al., 2010
2.991,0 Espanha Huerta-Fontela et al., 2007
21,4 - 20.427,0 Turquia Aydin; Talinli, 2013
1,6 —224,8 EUA Wang et al., 2011
14.270,0 EUA Focazio et al., 2008
781,0 Canada Daneshvar et al., 2012
3,8 -625,5 China Zhu et al., 2013
0.15-16,7 (S#o g;?lsolg’ SP) Linden, et al.2015
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Quadro 2: Concentracdes (ng L) de cafeina em mananciais de diferentes paises.

(continua)
174,0 - 127.092,0 (Cam%irﬁzisl,, sP) Montagner; Jardim, 2011
1.410,0 - 753.500,0 (Curﬁirl:?;”PR) Frohener et al., 2010
160,0 — 47.500,0 (Terengch)I‘i's’ R) Gongalves, 2008

Fonte: Adaptado de Canela et al., 2014.

Em aguas superficiais continentais, as concentracbes da cafeina podem ser
alteradas em funcéo da sazonalidade, proximidade das fontes de aporte, condicbes
hidrolégicas e padrdo de consumo. O Quadro 2 apresenta a concentracdo de cafeina
pertencente em mananciais de diferentes paises.

Em 2005, pesquisadores da Fundacdo Osvaldo Cruz realizaram estudo
evidenciando a cafeina como apontador da qualidade de aguas, e na cidade de S&o
Paulo a presenca de cafeina foi detectada nas 4guas da represa Billings. (FERREIRA,
2005; CUNHA, 2005). No entanto, muitas outras evidéncias tém mostrado que a
presenca de cafeina em aguas brasileiras esta relacionada ao aporte dos efluentes
de esgoto e de esgoto bruto, em ambientes aquéticos naturais (SODRE et al., 2007;
FROEHNER et al., 2010; 2011; MONTAGNER; JARDIM, 2011; GOMES et al., 2013).

Um estudo recente realizado no Brasil, por Canela e colaboradores (2014),
através do Instituto Nacional de Ciéncias e Tecnologias Analiticas Avancadas
(INCTAA) em 2014, com colaboracao de Instituices de Ensino Superior, determinou
a faixa média de concentracao da cafeina encontrada nas 4guas que foram coletadas

diretamente dos cavaletes em algumas capitais brasileiras, conforme figura 3.
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Figura 3: Faixa média de concentracdo de cafeina encontrada na agua das
capitais brasileiras estudadas e as instituicdes responsaveis pelas coletas.
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Fonte: CANELA et al., 2014.

Na pesquisa citada, a cafeina teve sua concentracdo determinada em 93% das
amostras coletadas, as quais eram amostras de agua para consumo humano, sendo
gue na capital Porto Alegre registrou-se a maior faixa de concentracao, com um valor
médio de 1.211 ng L% Os valores minimo e maximo determinados nas aguas dessa
capital foram 122 ng L e 2.769 ng L?, respectivamente (CANELA, et al., 2014,
MONTAGNER, 2014).

Assim, a cafeina tem sido sugerida como um indicador quimico para a presenca
de aguas residuais domésticas em sistemas de agua doce, embora ela néo esteja
incluida em programas de monitoramento da qualidade da agua. (SPENCE, 2015).
Ferreira e colaboradores (2005) apontam ainda que a cafeina pode ser um excelente
indicador para a presenca de residuos organicos contaminantes e patdogenos em
corregos urbanos frequentemente afetados por esgoto bruto no Brasil. Além disso, um
estudo recente realizado por Montagner e colaboradores (2014) em S&o Paulo, sugere
gue a cafeina pode ser inclusive um indicador para a atividade estrogénica, ou seja,

advertindo a presenca de disruptores enddécrinos.



2.2Determinacgao de cafeina em amostras ambientais

As matrizes ambientais constituem-se em amostras complexas, tais como
aguas naturais, efluentes industriais, solos, sedimentos, emissfes gasosas, entre
outros, que apresentam analitos como as substancias de preocupag¢ao emergente, em
concentragcbes traco. Dessa forma, encontrar um método analitico confiavel para
efetuar analises dessas amostras € um dos grandes desafios na pesquisa de micro
poluentes, pois, além da complexidade da matriz, os analitos estdo presentes em
concentracdes na ordem de picograma (10 *? g) a miligrama (102 g) por litro de
amostra (AQUINO, et al, 2013, LEPOM, 2009).

Matrizes ambientais complexas, concentracdo em nivel de tracos e a presenca
de novos contaminantes, trouxeram a necessidade do avanco na instrumentacéo e
desenvolvimento de metodologias mais rapidas, precisas, sensiveis e exatas para
tornar possivel a determinacdo e quantificacdo destas substancias nas amostras
ambientais (BARCELO, 2012, BRAVO, 2012).

Segundo Cardoso (2011), para determinacao de compostos organicos em nivel
traco em matrizes ambientais, as etapas basicas séo: extracdo, pré-concentracdo do
analito, eliminacdo de interferentes, separacao, deteccao e quantificacéo.

Para matrizes ambientais entre as técnicas mais utilizadas para determinacgéo
e quantificacdo de micro poluentes, destacam-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e a cromatografia gasosa (CG), porém o custo elevado para
aguisicao de equipamentos e manutencao sdo alguns fatores limitantes para o uso
rotineiro.

Nanjundaiah e colaboradores (2016), indicam que, para a detec¢éo de cafeina
estdo disponiveis inumeros métodos analiticos além de CLAE e CG, tais como
métodos espectroscopicos e colorimétricos, métodos eletroquimicos, métodos
voltamétricos como a voltametria de pulso diferencial, e analise de fluxo de injecéo
(FIA) com mudltiplos pulsos e detec¢cdo amperométrica FIA — FTIR. No entanto, esses
métodos apresentam algumas desvantagens como o tempo longo para analise, a
formacdo de incrustagcbes nos eletrodos, a alta reatividade cruzada, a baixa
sensibilidade, entre outros.

Também Maria e Moreira (2007), enumeram varios métodos e técnicas para a

deteccdo e quantificacdo da cafeina como por exemplo: Gravimetria e determinacao
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de nitrogénio, Eletroforese capilar, Espectroscopia de infravermelho e diversas
técnicas cromatograficas: Cromatografias de adsorcdo e camada delgada,
Cromatografia gasosa (CG), Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
Cromatografia liquida de alta eficiéncia-EM com coluna de permeacao em gel, etc.

Apesar do custo comparativamente mais elevado das analises
cromatograficas, a CLAE tem sido amplamente empregada, devido a sua ampla
aplicabilidade e notavel precisdo do ensaio, com separacao rapida e alta resolucéo,
utilizada para varios tipos de amostras relativas a industria farmacéutica, alimentar,
meio ambiente e também a analise diaria em laboratoérios de pesquisa (HAYES et al.,
2014, MOURA, 2015, ZHANG ET al., 2016).

2.30 emprego da CLAE como técnica analitica para determinacéo da cafeina em
amostras de aguas superficiais

A cromatografia liquida tem como principio a separacédo individual dos varios
constituintes de uma mistura, seja para identificacdo, quantificagcdo ou obtencéao da
substancia pura para os mais diversos fins. A técnica baseia-se na separacdo de
substancias por processo de transferéncia de massa entre uma fase movel, composta
por agua e/ou solventes organicos, e uma fase estacionaria, composta por uma coluna
contendo um material que tenha afinidade com o analito. A eficiéncia, sensibilidade e
rapidez sdo vantagens que a CLAE apresenta em relacdo as outras técnicas (SKOOG,
2002).

Desde o fim da década de 1970, o monitoramento dos micropoluentes no meio
ambiente vem recebendo um grande interesse da comunidade cientifica, (HIGNITE &
AZARNOFF, 1977; AHERNE; ENGLISH; MARKS,1985,) e com isto a cromatografia
passou a ser um dos métodos analiticos amplamente utilizados, seja para fins
guantitativos e/ou qualitativos. Crescimento este, relacionado a sua adaptabilidade
para determinagcdes quantitativas com boa sensibilidade, a possibilidade de separar
especies ndo volateis e termicamente instaveis, com destaque para a industria
farmacéutica, assim como as suas aplicacdes em determinacfes ambientais e em
muitos outros campos da ciéncia. (TONHI et al., 2002, AQUINO, et al., 2013).
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Os principais componentes do equipamento necessarios para realizagdo da
cromatografia liquida sdo: a bomba, que movimenta a fase mével e a amostra através
de uma coluna; a coluna, que contém a fase estacionaria, geralmente formada por
particulas de silica, porosas, esféricas e diametro em torno de 35 um, e um detector
gue mostra os tempos de retencdo das moléculas. (MALVIYA et al., 2010), conforme

0 esquema abaixo (Figura 4).

Figura 4: Esquema de representacdo dos componentes do equipamento empregado
na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
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Fonte: CZAPLICKI, 2004

O tempo de retencao de um analito dentro de um sitema de cromatografia de
alta eficiéncia, indica o tempo gasto por um componente desde a sua injecao na
coluna até a sua deteccédo na saida do sistema. O tempo de retencéo varia de acordo
com as interagdes entre a fase estacionaria, as moléculas da amostra a ser analisada,
e o0 solvente utilizado. A amostra a ser analisada € introduzida em pequenas
guantidades, e seu fluxo é retardado pelas interacdes com a fase estacionaria. A
amostra pode ser injetada, quando a fase mével esta ou ndo em fluxo. Assim, o tempo
de retencdo € o periodo gasto por um componente desde a sua injecdo até a sua
detec¢do na saida do sistema, envolvendo todo o periodo que o componente fica no
sistema cromatografico, seja diluido na fase mével, seja retido na fase estacionaria
(MALVIYA, 2010).

O solvente deve ter caracteristicas necessarias para ser utilizado como fase
movel na CLAE, sendo os sdo mais utilizados: dgua, metanol e acetonitrila. A fase

movel deve dissolver a amostra sem qualquer interacdo quimica entre ambas, deve
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apresentar alto grau de pureza ou ser de facil purificacdo, para que se possa realizar
andlises de alta sensibilidade. As impurezas podem interferir na detec¢do do analito,
principalmente com detector por ultravioleta (UV). E indispensavel a compatibilidade
entre o detector e a fase movel, além de apresentar polaridade adequada, permitindo
a separacao conveniente dos constituintes da amostra (SKOOG, 2006).

Como fase estacionaria utilizam-se soélidos ou semirrigidos, cujas particulas
porosas esféricas ou irregulares apresentam diferentes diametros e suportam pressao
até 350 bar. A coluna cromatografica € feita de material inerte que resiste a todas as
pressdes a que pode ser submetida, geralmente sédo tubos de aco inoxidavel. A
capacidade da coluna é determinada pelo comprimento, didmetro e pelo material de
recheio, sendo que as microcolunas apresentam vantagens relacionadas a velocidade
e consumo minimo de solventes, o que tem importancia significativa, pois os solventes
de altissima pureza necessarios cromatografia sado caros, tanto para serem adquiridos
guanto para serem descartados. As colunas geralmente utilizadas sédo: octadecil (C18,
RP18, ODS), octil (C8, RP8), CN (cianopropil) e NH2 (amina) (SKOOG, 2006;
HARRIS, 2001, TONHI et al., 2002).

Os recheios preparados a partir de particulas de silica sdo mais comumente
usados para cromatografias liquidas. As particulas de silica sdo sintetizadas,
aglomeradas e formam um material de dimensGes maiores e uniformes, que séo
revestidos por filmes organicos, os quais sdo quimicamente ou fisicamente ligados a
superficie da coluna utilizada (SKOOG, 2006). Além de que, a silica apresenta
caracteristica de ser mecanicamente estavel as altas pressoées, facilmente modificada
e existe um amplo conhecimento de sua estrutura e suas propriedades. Outro exemplo
de fase estacionaria sdo as com suportes de celulose ou polimeros de estireno-
divinilbenzeno, mas estas fases proporcionam problemas de baixa resisténcia as altas
pressdes empregadas em CLAE. E ainda, os 6xidos inorganicos como alumina, titania
e zircOnia, também sdo fases estacionarias utilizadas em CLAE em fase reversa.
(TONHI et al., 2002).

O detector cromatografico é um dispositivo conectado logo apds a coluna
cromatografica, sensivel ao contato com o analito presente no eluente, emitindo sinais
elétricos que séo transformados graficamente em formas de pico. Através deste
registro, podem-se obter dados qualitativos e quantitativos sobre os analitos presentes

na amostra.
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Os detectores mais usados na CLAE sdo os fotométricos, baseados na
absorcdo do ultravioleta e no visivel, entretanto o detector de arranjo de diodos €,
dentre os detectores, o de menor custo além de ser o detector mais utilizado em
determinacdes analiticas de poluentes ambientais (DEGANI, CASS E VIEIRA, 1998).

Entretanto, ndo existe apenas um deles que apresente todas as propriedades
e que seja ideal para CLAE. Um detector ideal para a CLAE seria aguele com as
seguintes caracteristicas: alta sensibilidade, baixo limite de deteccéo, resposta rapida
a todos os analitos, insensibilidade a mudancas nas temperatura e na vazao da fase
movel, resposta independente da fase mdével, pequena contribuicdo ao alargamento
do pico pelo volume extra da cela do detector, resposta que aumente linearmente com
a quantidade do soluto, ndo destruicdo do soluto, seguranca e conveniéncia de uso,
informacéo qualitativa do pico desejado. Assim, o detector ideal € aquele adequado
ao seu sistema cromatogréfico, a fase mével (eluente) utilizada e principalmente as
propriedades dos analitos alvo presentes na analise (SKOOG, 2002; SKOOG et al.,
2006, TONHI et al., 2002).

O emprego da CLAE-UV para determinacdo de cafeina apresentou um
importante salto qualitativo, no que diz respeito aos parametros de precisédo, exatidao
e rapidez na analise. Entretanto, a principal desvantagem da CLAE-UV é a
necessidade de uma preparacao intensiva da amostra, a qual € essencial para se
eliminar interferentes nas matrizes, particularmente nos fluidos biolégicos, que co-
eluem com a cafeina e, também, absorvem na mesma faixa de comprimento de onda
(MARIA e MOREIRA, 2007).

O uso da técnica CLAE, para determinacao e identificacdo da cafeina tem sido
verificado em trabalhos que envolvem matrizes ambientais como as amostras
coletadas em estacdes de tratamento de agua (CANELA et al., 2014) e de esgoto
(PAXEUS; SCHRODER, 1996, GHISELLI, 2006), e no esgoto bruto, (SODRE et al.,
2010), assim como para andlises biolégicas no soro humano (SEILER et al., 1999;
ZHANG et al., 2016) e na area de alimentos como nos estudos sobre o cha verde
(SAITO et al., 2006, LOPES, et al, 2007 ), entre outras tematicas.

Recentemente Matongo e colaboradores (2015), realizaram a identificacéo e
quantificacdo de produtos farmacéuticos, incluindo a cafeina, em amostras de

sedimentos, aguas residuais e aguas superficiais, coletadas em paises africanos,
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empregando a técnica CLAE associada a espectrometro de massa para determinacao
dos analitos.

Além da escolha da técnica, a etapa essencial de uma analise quantitativa é a
selecdo do método, na qual deve-se levar em consideracdo o nivel de exatidédo
requerido, e fatores como o tempo de realizacao das analises e custo. A complexidade
e 0 numero de componentes presentes da amostra sempre influenciam, de certa
forma, na escolha do método. Para ZHANG e colaboradores (2016) para minimizar
estas circunstancias a remocao do efeito de matriz e o pré-tratamento da amostra séo
de grande importancia. Além disso, a selecdo de itens tais como o tipo de coluna, a
composicdo da fase mével e o tipo de detector apropriado sdo preponderantes para
um bom resultado (BRAVO, 2012).

2.4 Extracao e concentragdo do analito

A andlise cromatografica de amostras ambientais requer, em geral, preé-
tratamento e extracdo em fase sdlida, pois sdo matrizes complexas, e apresentam
concentracdo de analito em nivel de traco. A obtencdo de uma fracdo da amostra
original enriguecida com o componente de interesse pode ser obtida pelas técnicas
de extracdo (QUEIROZ et al., 2001).

Em meio as técnicas de extracdo normalmente utilizadas para concentrar
analitos, destacam-se a extracdo liquido-liquido (LLE), a extracdo com fluido
supercritico (SFE), a extracdo em fase sélida (EFS) e, mais recentemente, a micro
extracdo em fase sélida (SPME) (BARRIONUEVO e LANCAS, 2001, ZHANG et al.,
2016).

Técnicas de microextracdo em fase sélida ou micro-EFS (SPME - solid phase
microextraction) sdo de extracdo rapida e livre de solventes, tem sido amplamente
utilizada para a extracdo de compostos organicos, entretanto, também apresentam
potenciais problemas como o alto custo, o efeito meméria se houver a reutilizacdo das
fibras e um declinio no desempenho da fibra com o tempo (MOREIRA at al, 2014).

A EFS é uma das técnicas de extracdo mais usadas para extracao e/ou pré-
concentracdo de analitos presentes em matrizes complexas, também apresenta
praticidade e maior sensibilidade, n&o formacdo de emulsbes, facilidade de

automacao, elevadas porcentagens de recuperacdo do analito, capacidade de
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aumentar seletivamente a concentracdo do analito e disponibilidade comercial de
muitos equipamentos e sorventes para EFS, se comparados a outras técnicas
(JARDIM, 2010). Entretanto, também existem algumas limitagdes dessa técnica. Uma
delas refere-se a etapa de dessorcao do analito retido no cartucho de EFS que requer
geralmente, 0 uso de solventes toxicos. Além disso, proporciona desvantagens como
o tempo elevado de andlise, despesas com o0s cartuchos e, eventualmente, a
dificuldade em eleger o sorvente adequado para a aplicacdo desejada. Além disso, os
cartuchos séo utilizados uma unica vez e, geralmente, ha baixa reprodutibilidade de
lote para lote de cartucho (JARDIM, 2010; QUEIROZ et al., 2001)

O processo de retencdo da EFS é um procedimento cromatogréafico
semelhante a CLAE, no qual os analitos contidos numa matriz aquosa sao extraidos,
juntamente com 0s compostos interferentes, ap0s passarem por um cartucho
contendo sorvente. Um composto organico hidrofobico recobre ou esta quimicamente
ligado a silica granulada formando a fase sélida extratora, como por exemplo, um
octadecil (C18). Um solvente organico seletivo é geralmente utilizado para remover 0s
interferentes e entdo, outro solvente € usado para lavar os analitos de interesse,
podendo ser apolar, moderadamente polar ou polar (SKOOG, 2006).

As técnicas de extracdo em fase sélida séo realizadas através de membranas
ou de pequenas colunas descartaveis na forma de seringas ou cartuchos (QUEIROZ,
2001; FONSECA, 2014). Normalmente, os procedimentos de extracdo em fase sélida
contém quatro etapas (Figura 5): 1) condicionamento do sorvente com solvente
adequado para ajustar as forcas do solvente de eluicdo com o solvente da amostra;
2) introducdo da amostra, quando ocorre a retencdo do analito e as vezes de alguns
interferentes; 3) limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o
analito, etapa esta conhecida como lavagem com solvente ou clean-up; 4) eluicdo do

analito.
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Figura 5: Etapas de EFS no modo de concentracdo ou isolamento de analitos de
interesse.
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Fonte: Jardim, 2010

O processo de extracdo envolve interacdes intermoleculares que vao depender
do analito, do solvente e da fase solida. Nos casos das fases reversas (C8, C18 e
CN), a retencgéo do analito acontece, primeiramente, devido as interagfes de Van der
Waals ndo polares entre as ligacbes carbono-hidrogénio do analito com o0s grupos
funcionais da superficie da silica. Na fase normal, as principais interacdes séo entre
grupos polares do analito e do solvente de elui¢do através de ligacdes de hidrogénio,
interacdes 11-11 e dipolo-dipolo. Finalmente, no modo troca idGnica as interacdes
eletrostaticas sdo as responsaveis pela extracao seletiva do analito (SNYDER et al.,
1997, SKOOG, 2006).

A SPE conta com uma grande variedade de adsorventes disponiveis, que
podem ser empregados com o0s mais diversos tipos de matrizes e classes de
compostos, sendo essas caracteristicas resumidas no Quadro 3 (QUEIROZ et al.,
2001; ORLANDO et al., 2009).



Quadro 3: Caracteristicas da EFS nos modos reverso, normal e troca ibnica
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ANALITOS MATRIZES GRUPOS ADSORVENTES SOLVENTES DE
ELuicAo
o A - fluid octadecilsilano =Si-(CHz2)17-CHs Metanol,
@ 5| Apolares: farmacos, quosas. fiuidos octilsilano =Si-(CH2)7-CHs acetonitrila,
g2 . ’ bioldgicos, 4gua, o o .
L | pesticidas,peptideos . ~ metilsilano =Si-CHs cloroférmio,
r tecidos, tampdes . o e
cicloexilsilano =Si hexano
o 8| Polares: carboidratos, Oleosas: 6leos, S|I|ca_ =Si-OH
» E L. - o . alumina Alz03 Metanol, etanol,
< =| fendis, metabdlitos lipidios, tecidos . ’
e) . . florisil MgOsSi acetona
=| de vitaminas gordurosos . o .
aminoprolpilsilano =Si-(CH2)s-NH2
A . Carboximetilsilano o
Catidnicos: bases Aquosas: fluidos o Tampdes
2 LR AP . =Si-CH2-COOH .
ibnicas ou ionizaveis bioldgicos, agua, bésicos ou
S (farmacos, herbicidas, tecidos, tampdes ffonil ilsil com alta forca
‘S | catecolaminas) sutionrpropiistiano idnica
© =Si-(CH2)3-SO3 Na-
8 Anibnicos: acidos Dietilaminopropilsilano
e ibnicos ou ionizaveis Aquosas: fluidos =Si-(CH2)2-CHs-N(CHz2-CH3)2 Tampdes &cidos
P | (4cidos organicos, bioldgicos, agua, o o Ou com alta forga
farmacos, vitaminas, tecidos, tampdes | trimetilaminopropilsilano idnica
acidos graxos, fosfatos) =Si-(CH2)3-N+(CH3)3Cl

Fonte: Adaptado de ORLANDO et al., 2009; QUEIROZ et al., 2001, JARDIM, 2010.

2.5Validacado da Metodologia Analitica

A validacdo de metodologias analiticas esta descrita na literatura de varias

maneiras,

mas fundamentalmente trata-se de um processo que garante a

confiabilidade e a qualidade da analise, envolve desde a capacidade técnica do
analista, os equipamentos e todos os elementos empregados (VALENTINI, 2007).
Para uma técnica tornar-se eficiente, segundo Ribeiro e colaboradores (2007)
€ necessario que exista qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade
estatistica dos célculos envolvidos no desenvolvimento. Ao estabelecer os limites
destes dois parametros atraveés de figuras de mérito, se consegue assegurar a
aplicabilidade e o alcance do método durante as operacdes de rotina laboratoriais.
A validacdo é uma comprovacdo, por meio de fornecimento de evidéncia
objetiva, de que os requisitos para uma aplicacdo ou uso especificos pretendidos
foram atendidos (INMETRO, 2003).
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O Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2011),
define que a validacdo de um determinado procedimento analitico deve estar
adequada aos objetivos propostos, ou seja, que os parametros de desempenho
avaliados atendam aos critérios de aceitacao indicados, visando garantir a qualidade
dos resultados analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e
confiabilidade para a tomada de decisdes.

No intuito de padronizacédo dos parametros de validacdo de métodos analiticos,
grupos de trabalhos de todo o mundo dispdem documentos para esse fim, e além das
instituices nacionais j& citadas, existem as instituicbes internacionais como: ICH
(International Conference on Harmonization), IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), US-FDA (United States Food and Drug Administration), todas
como 0 mesmo proposito (RIBANI et al, 2004).

A literatura dispbe de varios trabalhos que relatam a validagcdo de métodos
analiticos, definindo critérios que devem seguidos durante processo de acordo com
sua area especifica, enfatizando a exatiddo, a precisdo, os limites de deteccéo e
quantificacdo (ROCA, et al, 2007; RIBANI et al, 2004, BRESSOLLE et al., 1996;
ARAGAO, VELOSO E ANDRADE, 2009).

Na validacdo de métodos cromatograficos, os parametros analiticos
normalmente determinados séo: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,
robustez e limite de quantificacdo (LQ). Sdo conhecidos como parametros de
desempenho analitico, caracteristicas de desempenho e, algumas vezes, como
figuras analiticas de mérito (RIBANI et al, 2004, BRITO et al., 2003).

Sobre os parametros empregados neste trabalho, discorremos a seguir:

2.6.1 Linearidade

A linearidade de um método indica a faixa na qual o sinal analitico, denominado
varavel y, é linearmente proporcional & sua concentragdo, designada variavel
independente x. A equacdo matematica que descreve esta dependéncia é conhecida
como equacao da reta, obtida através da curva analitica (RIBEIRO, 2008). De acordo

com INMETRO (2003), a linearidade € obtida por padronizacéo interna ou externa e
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formulada como expressdo matematica usada para o célculo da concentracdo do
analito a ser determinado na amostra real.

A equacéo da reta relaciona as duas variaveis:

y=ax+b Equacéo (1)

Onde:

y = resposta medida (absorbéancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracgao;

a = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo y, quando x = 0.

A relacao entre a absorbancia (y) e a concentracdo do analito (x), descrita pela
Equacdo (1) s6 é valida para o intervalo correspondente a faixa linear da curva
analitica. Segundo Lancas (2004), a correlacdo é calculada pelo coeficiente de
determinacao R2.

A sensibilidade do método relaciona-se com o coeficiente angular da reta. A
partir das areas dos picos e das respectivas concentracbes do padrdo, a curva
analitica é plotada e obtida a equacdo da reta, e o R quadrético, a partir desses, a

inclinacdo da reta, ou seja, a sensibilidade do método.

2.6.2 Exatidao

A exatidao indica a proximidade da medida do valor verdadeiro, ou aceito, sendo
expressa pelo erro absoluto ou pelo erro relativo em porcentagem (SKOOG, 2006).

A concordancia entre resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como
resultado verdadeiro é a exatiddo do método. Ao aplicar em uma série de resultados
de ensaio, provoca uma combinacdo de componentes de erros aleatérios e
sistematicos (INMETRO, 2003).

A exatiddo pode ser obtida por meio do célculo do erro relativo (ER), expresso
em porcentagem (INMETRO, 2010). E ainda, conforme as normas da Resolucao n°

899/03 (ANVISA, 2003), a exatidao pode ser calculada a partir da diferenca percentual
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entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianca, de
acordo com a Equacéo (2), a sequir:

EXATIDAO — Concentracdo Média Experimental % 100 )

Concentragdo Teorica

2.6.3 Precisao

De acordo com INMETRO (2003), a precisao € definida como a avaliacdo da
dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma
amostra, amostras semelhantes ou padroes, em condi¢des definidas, podendo ser
expressa por meio da repetibilidade e da reprodutibilidade, e anunciadas pelo desvio-
padrdo. Ambas, repetibilidade e reprodutibilidade sdo comumente dependentes da
concentracdo do analito e, para tanto, devem ser avaliadas com concentracdes
diferentes.

De acordo com ANVISA (BRASIL, 2010), podemos definir a precisdo como
sendo uma avaliacdo da proximidade dos resultados adquiridos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Desta forma,

podemos alcanca-la em trés niveis:

a) Repetibilidade (ou preciséo intra-corrida);
b) Precisédo Intermediaria;
c) Reprodutibilidade.

No presente trabalho, foram avaliadas a repetibilidade e a precisao intermediaria.
A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medigOes
sucessivas de um mesmo método, executadas sob as mesmas condi¢cdes de
medicdo, chamadas condi¢cGes de repetitividade: mesmo procedimento, analista,
instrumento empregado sob as mesmas condi¢cdes, mesmo local, e repeticdes em um
curto intervalo de tempo. Por outro lado, a precisao intermediaria implica o efeito das
variagcdes dentro do laboratério em situacdes como diferentes dias ou diferentes
analistas ou diferentes equipamentos. (RIBANI, 2003). A precisao dos dados analiticos

€ 0 grau de concordancia mutua entre os dados que foram obtidos do mesmo modo.
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Para tanto, a avaliacdo da precisdo pode ser expressa como desvio padréo relativo
(DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%) (SKOOG, 2002). Para o DPR emprega-se a
equacao 3, a seqguir (BRASIL, 2003):

DPR - Desvio Padréo (DP) % 100

- Concentracdo Média Determinad a (CMD) 3)

Para este céalculo é necessario obter previamente o DP e a CMD.
Para (POCINHO, 2009), o DP pode ser definido como a raiz quadrada da
variancia (VR), e a variancia é caracterizada pela média dos quadrados dos desvios

(S?) de acordo com as equacbes 4 e 5, a seguir:

Zn:(xi _;)2
SZ — -1
n-1 ()

DP=+S? (5)

2.6.4 Especificidade e seletividade

Se o0 método permitir identificar exatamente um composto em presenca de outros
componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz, dizemos que ele possui especificidade e seletividade (ANVISA, 2003).

Segundo o INMETRO (2003), a especificidade e a seletividade estao
relacionadas a ocorréncia da deteccdo. Um método que produz resposta para apenas
um analito é chamado especifico e que produz respostas para varios analitos, mas no
qual se pode distinguir a resposta de um analito em relacdo aos outros, € chamado
seletivo.

Em uma abordagem qualitativa, em um teste de identificacdo, faz-se necessario
demonstrar a capacidade de selecdo do método entre compostos com estruturas

relacionadas que podem estar presentes.



2.6.5 Limite de deteccéao (LD)

Limite de deteccédo (LD) € a menor concentracdo do analito em uma amostra,
gue pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob determinadas
condi¢bes experimentais (BARROS, 2002; INMETRO, 2003).

A ANVISA (2003) define que o LD é determinado através de solucdes
conhecidas e decrescentes, até o menor valor decrescente, onde o LD deve ser de 2
a 3 vezes maior que o sinal do ruido da linha da base. Para o INMETRO (2003) este
sinal produzido pela concentragdo do analito deve ser trés a cinco vezes a razdo
sinal/ruido do equipamento.

Matrizes ambientais geralmente tém iniUmeros compostos que ocorrem em
concentracdes em niveis de traco. Segundo RIBEIRO et al (2008), analistas, quando
desenvolvem métodos novos ou modificados para analise de tragos, frequentemente
definem LD em termos do desvio-padrédo de medidas do branco. Entretanto, sendo o
branco constituido de todos os reagentes, com excecdo da amostra e do analito, ele
nao reproduz as mesmas condi¢cdes a que o analito estara sujeito durante a analise.
O LD determinado dessa forma pode avaliar mudancas ocorridas durante o
desenvolvimento do método, ou para comparacdo de instrumentos. Entretanto, em
relacao a andlise prética, esses valores sao extremamente baixos e ndo representam
a realidade.

O limite de deteccéo pode ainda ser determinado mediante a relacdo sinal/ruido,
através do desvio-padrdo da resposta e do coeficiente angular, e também por
processos estatisticos. O sinal/ruido pode ser aplicado somente para processos
analiticos que exibem linha de base. A determinacéo da razao sinal/ruido é realizada
por meio da comparacao dos sinais medidos da amostra com baixas concentracdes
conhecidas do analito com as do branco, estabelecendo-se a concentracdo minima
na qual o analito pode ser detectado. A razdo sinal/ruido com valor 3 é considerada
aceitavel para estimar o LD (HUBER, 1998).

Segundo Ribeiro (2008) para se obter o valor de LD e de LQ, dever-se levar em
consideragcdo a técnica analitica utilizada e o grau de confiabilidade estatistica
necessaria: método visual, método da relacdo sinal-ruido, e método baseado em

parametros da curva analitica.
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No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absorcéo atémica), a estimativa
do limite de deteccao pode ser determinada conforme a Equacéo (6).

_ DP=x3
IC

LD (6)

Onde DPa é o desvio padréo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3
curvas analiticas construidas, no caso deste trabalho, contendo concentracbes da
cafeina proximas ao suposto limite de quantificacédo, e IC é a inclinagdo da curva

analitica.

2.6.6 Limite de quantificagdo (LQ)

Limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo, ou seja, representa a menor
concentracdo da substancia analisada que pode ser medida, utlizando um
determinado procedimento experimental. (ANVISA,2003, RIBANI et al, 2004)

O limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser quantificada com exatiddo e com uma fidelidade determinada (LANCAS,
2004). Na presente pesquisa para o célculo do limite de quantificagcdo utilizou-se a
relacdo descrita na ANVISA (2003), a Equacédo (7)., no qual DPa € o desvio padréao
do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 10 curvas de calibracdo construidas
contendo concentracdes da cafeina proximas ao suposto limite de quantificacao, e IC

é a inclinagéo da curva de calibragéo:

_leg

LO=—

()



2.6 Taxa de recuperacao

O INMETRO (2003) destaca que a taxa de recuperacdo de um analito
pode ser considerada pela analise de amostras fortificadas com quantidades
conhecidas do mesmo. As amostras podem ser fortificadas em pelo menos trés
diferentes concentracdes na faixa de uso do método, com concentragfes baixa, média

e alta.

3. Local de Estudo

A Bacia do Rio Pitangui (Figura 6), possui um area aproximada de 927,3 km?,
e faz parte da Bacia Hidrografica do Tibagi, que situa-se nos Campos Gerais,
drenando parte dos municios de Castro, Carambei e Ponta Grossa, e que
compreende cerca de 13% da area do estado do Parana, com 24.937,4 km?
(FONSECA, 2014, RIBICKI, 2013).

Figura 6: Bacia hidrografica do Pitangui.
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O Rio Verde, que faz parte da Bacia do Rio Pitangui, tem sua nascente na area
rural do municipio onde existem atividades agricolas e de pecuéria e, a seguir, no seu
trajeto em direcdo ao Rio Pitangui, corta a area urbana onde ha deficiéncia em
saneamento basico e na qual apresenta suas margens ocupadas por habitacfes e
outros empreendimentos. O rio, que € bastante utilizado para recreacdo, também
recebe dos arroios urbanos uma carga de poluicao significativa (SILVA, 2008). No
final do percurso desagua no rio Pitangui que € responsavel pelo abastecimento de
60% da populacao de Ponta Grossa através de captacéao direta, e que também forma
a Represa de Alagados, responsavel pelos outros 40% (SIERPINSKI, 2014).

Todo este trajeto traz consequéncias ao Rio Verde, que atualmente esta
bastante impactado, através do descarte de esgoto doméstico sem tratamento, lixo
urbano, além da descarga de efluente da ETE Rio Verde da Companhia de
Saneamento do Parana (SANEPAR). Apresenta-se em grande parte de sua extensao,
impréprio para consumo com alteracdes nas propriedades fisico-quimicas e elevada
incidéncia de coliformes fecais (GEALH et al., 2010).

Os pontos de coletas, neste trabalho, estéo localizados no Rio Verde, sendo o
ponto P1 (Figura 7) sob um pontilhdo, a montante do Matadouro municipal em uma
area urbanizada, e os pontos P2 e P3 (Figura 8), respectivamente, a montante e a
jusante da ETE Rio Verde. As amostras foram coletadas semanalmente durante os
meses de abril e maio de 2016, totalizando 8 coletas. Foram, também, realizadas duas
amostragens do efluente da ETE, em dias distintos, sendo as amostras submetidas a

andlises fisico-quimicas e determinagéo de cafeina.
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Figura 7: Localizacdo do Ponto de coleta P1.

Fonte: Google Maps® adaptado

Figura 8: Localizacao dos Pontos de coleta P2 e P3

Fonte: Google Maps® adaptado

Avaliar os efeitos das atividades antropogénicas sobre o0s locais de
amostragem foi um aspecto relevante na escolha dos locais. O ponto Pl tem
coordenadas S 25°04'22.6, W 50°06'33.7 (Figura 9) e esta localizado numa regiao
densamente povoada, com degradacdo ambiental visualmente percebida, com
descarte de esgoto doméstico e lixo (SCHEFFER E BUSH, 2010; FONSECA et al,
2014, RIBICKI, 2013).
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Figura 9: Ponto de coleta P1, Rio Verde em area urbana

Os pontos P2 e P3 localizam-se no Rio Verde (Figura 10), a montante (P2) e a
jusante (P3) da ETE Rio Verde (Figuras 10 e 11), selecionados, com o propadsito de

verificar a influéncia do aporte do efluente no rio, e relacionar com a presenca de
cafeina.

Figura 10: Ponto de coleta P2, a montante da ETE Rio Verde

Fonte: O AUTOR
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Figura 11: Ponto de coleta P3, a jusante da ETE Rio Verde

Fonte: O AUTOR

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos Gerais

Avaliar a potencialidade da utilizacdo da cafeina como indicador de
contaminacgao por esgoto doméstico em aguas superficiais da Bacia do Rio Pitangui,
no municipio de Ponta Grossa, Parana, empregando CLAE e extracdo em fase solida,

previamente validados.

4.2 Objetivos Especificos

o Otimizar condi¢des cromatograficas.

e Validar a metodologia aplicada (CLAE) através da avaliacdo das figuras de
mérito: linearidade, precisao, especificidade, seletividade e limite de detec¢éo e
de quantificacéo.
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e Realizar procedimentos de extracdo em fase solida através de cartuchos C18,
visando a pré-concentracao da cafeina.

¢ Quantificar a cafeina em amostras de aguas superficiais coletadas na Bacia do
Pitangui.

e Determinar parametros fisico-quimicos das amostras de agua coletadas,
analisando os resultados com base na legislagéao vigente, e buscando relagéo
entre aporte de esgoto e de efluentes com os dados obtidos.

e Relacionar as concentracdes de cafeina com resultados de parametros fisico-

quimicos referentes a qualidade da agua.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Reagentes e solventes

Os solventes utilizados para determinacgéo e quantificacéo da cafeina foram de
grau de pureza P.A., ou ainda, em grau de pureza apropriado para as analises
cromatograficas. Empregou-se agua ultrapura obtida em um sistema um sistema Milli-
Q (Millipore). A cafeina da marca Sigma Aldrich® com pureza minima de 99%, Fosfato
de sédio monobasico monohidratado, NaH2PO4 (Biotec), Hidroxido de sodio (Biotec);
Metanol grau HPLC da Merck®; Molibdato de amdnio, (NH4)esM07024 (Biotec); Nitrato
de prata, AgNOs (Merck); Soluc¢des tampéo pH=4,0 e pH=7,0 da marca Dinamica-

Quimica.

5.2 Equipamentos

e Aparato de filtragcdo em policarbonato marca Millipore, para membrana 47 mm;

e Balanca analitica marca RADWAG AS 220/C/2;

e Cartuchos marca Applied Separation para extracdo em fase solida C18,
contendo octadecil 18% e 500 mg de silica, com volume extrator de 6 mL;

e Condutivimetro marca Instrutherm CD-860;
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e Espectrofotdmetro UV/VIS VARIAN, modelo CARY 50, utilizando-se células de
guartzo com capacidade para 3 mL e caminho 6tico de 5 mm;

e Cromatografo Allcrom YL9100, coluna C18 (550 mm x 4,6 mm x 5 mm)
equipado com detector YL9120 UV/Vis operando em 273 nm,

e Espectrofotometro Pastel UV — Secomam para SST, DQO, DBO, COT

¢ Membrana microfiltrante de acetato de celulose com 0,45um de porosidade e
@47 +0,5 mm

e Analisador portétil LT Lutron DO-5519 para OD e Temperatura;

e pHmetro marca Mettler Toledo;

e TermOmetro para determinagéo da temperatura ambiente

e Equipamento analisador de carbono Shimadzu TOC-VCPH

6 Metodologia

6.1 Preparacao dos Materiais para Coleta e Analise

Todos os frascos de coleta e as vidrarias utilizados nas analises e na
determinacdo da cafeina em amostras de aguas superficiais, foram previamente
lavados com detergente neutro, e em seguida, enxaguados com agua corrente, com
agua do tipo Milli-Q, e em seguida, colocados em banho &cido em recipientes com
tampa contendo solugéo de &cido nitrico HNOz 1 mol L%, ficando o material imerso
por, no minimo, 12 horas. Antes da utilizacdo, novamente enxaguados com agua
ultrapura por pelo menos cinco vezes, e com alcool isopropilico (PRISTA, 2012).

Ao manusear 0s reagentes ou 0os materiais foram utilizadas luvas descartaveis
de polietileno e bandejas plasticas para que ndo houvesse contato direto de qualquer
material com a bancada. Os frascos tampados foram embalados em sacos plasticos,

e depois trés a trés, fechados e amarrados.

6.2 Procedimento de coleta

No local de coleta, os frascos utilizados foram enxaguados, pelo menos duas

vezes, com a propria agua a ser coletada, para ambientacdo. Informacdes sobre a
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coleta, tais como: local, horério, nUmero de amostras, temperatura ambiente e da
amostra, observacgdes sobre as condi¢des ambientais do local de amostragem, entre
outros, foram registradas.

Para efetuar as coletas das amostras um balde de polietileno foi utilizado,
transferindo-se para os frascos com capacidade de 1L, posteriormente, colocados em
sacos plasticos e acondicionados em uma caixa de isopor. Apos a coleta as amostras
foram conservadas a 4°C, para preparacao e analises (PRISTA, 2012).

No laboratério, aliquotas das amostras a serem utilizadas na quantificacdo da
cafeina, determinagédo da COD e de cloretos dissolvidos, foram filtradas sob presséo
reduzida, através de membranas de acetato de celulose de 0,45 um de porosidade.
Para a determinacdo dos outros parametros fisico-quimicos, as aliquotas in natura

foram preservadas a 4°C, em refrigerador até a finalizacdo de todas as analises.

6.3 Analises in situ das amostras de aguas superficiais

No local foram determinados: temperatura, condutividade e oxigénio dissolvido
(OD). A temperatura ambiente foi medida em cada ponto de coleta com um
termOmetro comum de escala de -10°C a 110°C. A condutividade foi determinada com
auxilio do condutivimetro portéatil, mergulhando-se a sonda a cerca de 20 cm da
superficie, obtendo-se a medida em mS e convertendo para a unidade de pS.

A concentragao de oxigénio dissolvido (OD) foi determinada com um analisador
portatil que forneceu também a temperatura da 4gua, sendo o procedimento o mesmo

gue para condutividade.

6.4 Analises de parametros fisico-quimicos em laboratoério

Os seguintes parametros fisico-quimicos foram avaliados nas amostras
coletadas: carbono orgéanico dissolvido (COD), alcalinidade total, fésforo total (FT),
cloreto dissolvido, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO) e pH.
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Na Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campus Ponta Grossa
através de Espectroscopia de Absorcdo Molecular UV empregado um
Espectrofotdmetro Pastel UV — Secomam as analises de: demanda quimica de
oxigénio (DQO) e demanda bioquimica de oxigénio (DBO), foram realizadas em
triplicatas. A andlise baseia-se na coleta de 1 mL da amostra sem pré-tratamento,
devidamente homogeneizada para cada repeticdo. Esse volume € inserido na célula
de quartzo, a qual é introduzida no equipamento. A leitura € realizada
simultaneamente para os parametros mencionados anteriormente, em mg L1, pois o
equipamento possui um banco de dados, que compara os indices obtidos com os
existentes no mesmo. Destacando a importancia da homogeneizacao, da troca de
ponteira da micropipeta para cada amostra e da lavagem da célula de quartzo com
agua destilada e com a prépria amostra (FONSECA, 2014).

Com o medidor de pH devidamente calibrado com as solugdes tampéao de
pH=4,0 e pH=7,0, mediu-se o pH das amostras coletadas imediatamente apds o
retorno ao laboratério, efetuando a lavagem e secagem do eletrodo a cada medicao.
Realizou-se esse procedimento em triplicata para cada ponto de coleta.

Para quantificacdo dos ions cloretos foi utilizado o método de Mohr
(Argentimetria) com detec¢éo visual do ponto de equivaléncia através do indicador
cromato de potassio, descrito no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 1999), pelo método 4500D. O método analitico se da através de
titulacdo por precipitacdo, utilizando solucdo de nitrato de prata como titulante e
solucédo de K2CrO4 como indicador, sendo a amostra filtrada em membrana de acetato
celulose 0,45 um. Realizou-se esse procedimento em triplicata.

Os residuos gerados nessa andlise foram descartados em um recipiente

apropriado para posterior tratamento.

6.4.1Cloreto dissolvido

Para quantificacdo dos ions cloretos foi utilizado o método de Mobhr
(Argentimetria) com deteccao visual do ponto de equivaléncia através do indicador
cromato de potassio, descrito no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 1999), pelo método 4500D. O método analitico se da através de

titulacdo por precipitagdo, utilizando solucdo de nitrato de prata como titulante e
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solucédo de K2CrO4 como indicador, sendo a amostra filtrada em membrana de acetato
celulose 0,45 um. Realizou-se esse procedimento em triplicata.

Os residuos gerados nessa andlise foram descartados em um recipiente
apropriado para posterior tratamento.

Os residuos gerados nessa andlise foram descartados em um recipiente

apropriado para posterior tratamento.

6.4.2 Alcalinidade total

Para determinacado da alcalinidade total nas amostras in natura, foi utilizado o
método 2540D descrito no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 1999), que consiste em uma titulacdo potenciométrica, expressa
em mg CaCOs L, utilizando HCI purificado como titulante, até pH 4,5. Com agitacédo
constante e o pHmetro devidamente calibrado, gotejou-se, com o auxilio de uma
bureta de 5 mL, a solucédo de HCI 0,1 mol L até pH=4,5. O procedimento foi realizado
em triplicata para cada ponto de coleta, sendo os volumes gastos empregados para o

calculo.

6.4.3 Fosforo Total (PT)

Para PT foi empregado o método Espectrofotométrico, com leitura em 660 nm,
baseado em digestao &cida da amostra e posterior tratamento com acido ascérbico
(APHA, 1999).

Para a quantificacdo de fosforo total foi construida uma curva analitica
utilizando KH2PO4 seco em estufa a 110° C por 1 hora. Partindo de uma solucao
estoque de 219,4 mg L1, as concentracdes para elaboracédo da curva analitica foram
0,27mg Lt 041mgL?t055mgL?t082mgL?t 1,10mgLt, 1,6mgLte22mglL

! da solucéo padréo de fosfato.



6.4.4 Carbono Orgéanico Dissolvido

As determinacdes de COD foram realizadas de acordo com o método SM5310B
(APHA, 1995), através de combustdo catalitica e deteccdo no infravermelho néo
dispersivo em um equipamento analisador de carbono Shimadzu TOC-VCPH. Para
analise utilizou-se 20 ml das amostras de cada ponto (P1, P2, P3), armazenadas em
frasco de vidro ambar com tampa e batoque, acidificadas com 20 pL de acido sulfarico
concentrado, etiquetadas e encaminhadas para analise no Laboratorio Multiusuério
da UEPG.

8 Determinacéo da cafeina

Para determinagcdo da concentracdo de cafeina nas amostras de 4gua e no
efluente tratado do esgoto da ETE, utilizou-se método cromatografico — CLAE com
detector UV-Vis em 273nm. As condi¢cdes experimentais: fase movel, vazdao,
temperatura, tempo de retencdo e volume de injecdo foram avaliadas e otimizadas

com base em dados da literatura e no funcionamento do equipamento.

8.1 Otimizacdo da metodologia para analise da cafeina por CLAE

A escolha da metodologia analitica empregada nesta pesquisa, foi realizada a
partir da literatura sobre o uso do CLAE na determinacdo de micropoluentes
emergentes em niveis de tracos em amostras naturais, especialmente na
determinacao e quantificacdo da cafeina (GONCALVES, 2008, SILVA e COLLINS,
2011, FONSECA, 2014, MOURA, 2015).

Para iniciar a otimizacao, as condi¢cdes cromatograficas foram estipuladas. A
coluna C18 (550 mm x 4,6 mm, 5 pm) Luna foi selecionada, devido ao seu alto grau
de compatibilidade com cafeina. A temperatura programada para 25° C e a vazdo em
1,0 ml/min com base na literatura (CLAUSEN, 2015), como também nos parametros
de ajuste empregados no mesmo equipamento para analises de outras solucdes

aguosas contendo cafeina, tais como chas naturais e industrializados.



8.2 Calibracgéo

Solucdes padrédo de cafeina foram preparadas a partir de solucédo inicial com
concentracdo de 500 mg L. Para tanto, pesou-se 0,05 g da cafeina e adicionou-se
em baldo volumétrico com capacidade de 100 mL, acrescentando-se 22 mL de
Metanol grau HPLC da Merck®, completando-se o volume do baldo com agua
ultrapura. A solucéo foi devidamente homogeneizada. A partir desta solugcéo, foram
preparados os padrdes para efetuar a curva analitica com concentracfes entre 0,1 a
2,0 mg L.

8.3 Condicbes cromatograficas

A andlise das amostras naturais quanto a presenca de cafeina foi realizada
através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) adaptada de
GONCALVES (2008), em um equipamento YL9100 CLAE System equipado com
detector YL9120 UV/Vis operando em 273 nm. A coluna analitica utilizada de fase
normal C18 (550 mm x 4,6 mm, 5 mm) Luna, mantida em temperatura de 25°C.

A fase movel empregada foi uma mistura de metanol (solvente B) e agua
(solvente A) em uma proporcao de 22:78 v/v operando em modo isocratico, fluxo de
1,0 mI min-t por um tempo total de 10 minutos com presséo de aproximadamente igual
a 1450 PSI, volume de injecao de 20 pL e os espectros obtidos através do programa
YL Clarity.

Os solventes utilizados todos em grau cromatografico, a 4gua deionizada Milli-
Q®, e a cafeina da marca Sigma Aldrich®. Analises foram realizadas no laboratério de
Andlise Instrumental da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), no

municipio de Ponta Grossa/PR.

8.4 Extracdo em fase solida (EFS ou SPE)

Cartuchos de extracdo em fase solida C18/18 foram utilizados, os quais
continham octadecil 18% e 500mg de silica, para um volume extrator de 6 ml, da
Marca Applied Separation. A técnica procura pré-concentrar o analito (cafeina) contido

em 1 litro de cada amostra de agua, através do sorvente octadecil silano-C18 contido
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no cartucho, e para isso foi utilizado o equipamento Manifold, com capacidade para
doze cartuchos, acoplado a uma bomba a vacuo com o fluxo de vazéo na pressao de
3 ml mint (GONCALVES, 2008).

9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Validacéao analitica

As figuras de meérito selecionadas, no presente estudo, para testar o
desempenho da metodologia foram:

a) Linearidade

b) Exatidao

c) Precisao;

d) Especificidade e seletividade

e) Limite de deteccéo

f) Limite de quantificacao

g) Taxa de recuperacéo

h) Validagao do cartucho

Para a elaboracdo da curva analitica para a cafeina, foram realizadas
aplicacdes das amostras padrdo, em trés dias distintos com sete concentracdes
diferentes, aplicada em triplicatas, que variaram de 0,0 a 2,0 mg L1, como observa-se
na tabela 1. A linearidade foi obtida a partir da curva analitica das amostras padrdes
de cafeina com um coeficiente de determinacdo médio (R?) de 0,9986, fato destacado

na figura 12.

TABELA 1 — Valores obtidos através da CLAE para a constru¢do da curva analitica.

Dados para elaboracdo da Curva Analitica

Concentracdes

0,0/ 0,10 | 0,20 0,50 0,70 1,00 1,50 | 2,00
(mg LY

Dia1l: 1% area 00| 48 9,9 22,4 33,8 54,1 78,1 106,8

Dial: 2%rea 0,0| 4,8 9,8 22,7 34,1 50,7 77,3 107,7

Dial: 3%rea 00| 4,9 10,5 22,4 33,9 52,3 78,6 105,1




TABELA 1 — Valores obtidos através da CLAE para a construcdo da curva analitica.
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(Continua)
Dia2: 1%area 0,0 50 11,6 28,1 34,5 52,6 78,5 107,7
Dia 2: 2%area 0,0 4,7 10,0 25,5 33,7 52,3 78,6 111,3
Dia 2: 3%area 0,0| 52 9,2 29,0 34,9 55,6 75,1 106,1
Dia3: 12area 0,0| 52 10,5 24,8 34,8 50,8 78,5 107,7
Dia 3: 2%area 0,0 51 11,7 24,5 34,0 52,2 80,0 107,7
Dia 3: 3%area 0,0 52 10,7 24,5 34,3 52,2 79,2 109,0
Desvio Padrdo |0,0| 0,20 | 0,82 2,38 0,42 1,52 1,36 1,74
Meédia das areas | 0,0 | 4,5 9,4 22,4 30,9 47,4 70,5 97,1

Fonte: O AUTOR

Depois do calculo da média das triplicatas das é&reas para cada

concentragcdo, obtidas experimentalmente, a curva analitica foi construida com o

auxilio do software Origin 9.0® e est4 demonstrada na Figura 15. O valor do R? obtido

esta de acordo com o protocolo da ANVISA (2003) que estabelece no minimo 0,99. A

equacao da reta obtida € dada por:
y = 53,52578x - 1,02296.

Figura 12: Curva Analitica para a cafeina em comprimento de onda de 273 nm
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Fonte: O AUTOR.
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A partir da injecdo dos padrbes para elaboracdo da curva analitica, pode-se

observar que o tempo de retencdo da cafeina para as concentracdes avaliadas esta

em torno de 8 e 8,5 minutos, conforme Figura 13.

Figura 13: Cromatogramas obtidos na andlise de cafeina em diferentes

concentracdes. Verificagdo do tempo de retencdo, com Agua/MetOH 78:22 em 273

nm

[mv]

Voltage

75

9,610 min, -4,2mV

[%]

Fonte: O AUTOR

O tempo de retencao da cafeina nestas condi¢des experimentais ficou em torno

de 8,25 minutos, usando como fase mével metanol e agua 22:78, v/v, deteccdo em

comprimento de onda de 273 nm. As condi¢des experimentais foram satisfatorias para

determinacdo da cafeina em aguas superficiais e em efluente tratado da ETE,

conforme pode ser observado nas figuras 14 e 15.

Figura 14: Cromatograma de padréo de cafeina 20,0 mg L !
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Fonte: O AUTOR




Figura 15: Cromatograma de amostra de efluente tratado de ETE
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Fonte: O AUTOR

Para realizar o célculo de exatidao foi estabelecido um intervalo linear, ou seja,

3 concentragdes: a concentracdo baixa de 0,1 mg L%, a concentracdo média (0,7 mg

L-1) e a concentracdo alta (2,0 mg L?). Todas as amostras de padrédo de cafeina foram

analisadas em triplicata em dias distintos aqueles utilizados para realizacao da curva

analitica. Os valores obtidos podem ser observados na Tabela 2

TABELA 2 — Ensaio Analitico para avaliacdo da exatiddo da técnica.

Concentracdes mg L

Leituras
0,100 0,700 2.00
12 leitura 0,118 0,671 2,02
22 |eitura 0,119 0,656 2,02
32 |eitura 0,120 0,661 2,04
Média 0,12 0,66 2,03
Desvio Padrao 0,001 0,007 0,014
Exatiddo 119,1 94,7 1014

Fonte: O Autor
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A exatiddo do método foi obtida através da relagéo entre a concentracdo meédia
determinada experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente. Segundo
a ANVISA (2003), todos os valores obtidos encontram-se dentro do estabelecido pela
legislacdo a qual determina valores entre 80 e 120% de alcance do teor do analito em
pesquisa.

Para avaliar a precisdo da técnica, tanto da repetibilidade como da precisdo
intermediéria, foram injetados novos padrdes de cafeina com concentracdes idénticas
aos da curva analitica. Para tal, foram calculados o desvio padréo e o desvio padrao
relativo, para obter posteriormente a precisdao. Os padrdes foram injetados em dias
distintos aqueles da elaboracao da curva analitica.

O desvio padrao (DP) mede a proximidade dos valores agrupados em torno da
meédia. Para ANVISA (BRASIL, 2003), o valor minimo do DP deve ser 0 e 0 maximo
ndo pode exceder 5%, indicando que ndo h& variabilidade, ou seja, que todos os
valores sdo iguais a média.

Com os padrbes de cafeina em concentracdes variando 0,1 a 2,0 mg L,
conforme observados na tabela 6, os mesmos foram aplicados em dias distintos aos
dos utilizados para elaboracdo da curva analitica, as concentragcbes médias dos
padrbes de cafeina foram calculadas a partir dos desvios-padréo de repetibilidade (S)
e os coeficientes de variacdo (%) das amostras fortificadas em cada nivel de
concentracao.

Considerando a area para a faixa de concentracfes da cafeina na curva
analitica, em 273 nm, obtém-se os seguintes valores para o seguinte DP e para a VR
(Tabela 3), utilizando-se da equacao 3, anteriormente citada.

Tabela 3 — Desvio Padréo para os ensaios de repetibilidade na faixa de concentracao
de0,1a20mgL*

Concentracéo
(mg LY 0,10 0,20 0,50 0,70 1,00 1,50 2,00
12 |leitura 0,11 0,23 0,54 0,66 1,00 1,48 2,02
22 |eitura 0,10 0,20 0,50 0,64 1,00 1,48 2,08
32 leitura 0,11 0,19 0,55 0,66 1,05 1,41 2,00
Média 0,11 0,21 0,53 0,65 1,02 1,46 2,03
Desvio Padrao 0,01 0,02 0,03 0,01 0,03 0,04 0,04
Variancia 3,3E-05 | 0,0004| 0,0010 | 0,0001 | 0,0008 | 0,0016 | 0,0017

Fonte: O Autor
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O DP é uma medida que indica a dispersao dos dados dentro da amostra, isto
€, 0 quanto os resultados diferem da média. Por isso que ele sempre é apresentado
junto da média. Um nado faz sentido sem o outro. Quanto menor o DP, mais
homogéneo € o resultado.

Uma vez obtido o DP, pode-se entéo calcular DPR que evidencia a precisao do
método. Este valor consiste na razdo do DP pela concentracdo média determinada
(CMD) expressa em % (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de Desvio Padrao Relativo (DPR)

Concentracéo

Tebrica (mg L) DPR (%)
0,1 5,40
0,2 10,1
0,5 6,10
0,7 1,80
1,0 2,80
15 2,80
2,0 2,10

Fonte: O Autor

No que diz respeito a precisdo, ou seja, a avaliacdo da proximidade dos
resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem mudltipla, o método
pode ser considerado com preciséo satisfatoria, uma vez que de acordo com ANVISA
(2003) o valor ndo deve ultrapassar 5%.

Para a metodologia implantada conforme as condi¢des experimentais descritas
anteriormente, DPR tem um valor médio de 4,43% o que pode ser considerado um
bom resultado de acordo com critérios da ANVISA (2003).

A precisdo intermediaria (Tabela 5) foi obtida em condicGes idénticas ao
experimento de repetitividade, porém em dia diferente ao utilizado para elaboracdo da
curva analitica e da repetibilidade. A Tabela 5 exibe o desvio padréo, o desvio padrao
relativo e o coeficiente de variagdo em cada nivel de concentracéo, para verificacdo
da precisao intermediéria, a qual apresentou valores satisfatérios, estando em acordo
com a legislacédo do INMETRO e da Anvisa (2003), com um valor médio do DPR igual
a 1,52 % (INMETRO, 2011, SANTANA, 2013).
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Tabela 5 — Preciséo intermediaria na faixa de concentracéo de 0,1 a 2,0 mg L™

Concentracao

(mg L) 0,10 0,20 0,50 0,70 1,00 1,50 2,00

12 |leitura 0,12 0,22 0,49 0,67 0,97 1,48 2,02

22 leitura 0,12 0,24 0,48 0,66 0,99 151 2,02

32 leitura 0,12 0,22 0,48 0,66 0,99 1,49 2,04

Média 0,12 0,23 0,48 0,66 0,98 1,49 2,03

Desvio Padrédo | 0,001 0,012 0,003 0,007 0,015 0,014 0,014
Variancia 8,52E-07 | 9,18E-05 | 1,14E -06 | 1,31E-05 | 2,49E-05 | 5,59E-05 | 1,50E-04

DPR 0,75 5,22 0,58 1,12 1,48 0,95 0,68

Fonte: O Autor

Para verificar a especificidade e seletividade do método, avaliou-se a influéncia

dos componentes da matriz, visto que numa amostra ambiental a complexidade da

matriz € um fator interferente na analise. Nesse sentido, fez-se uma comparacédo da

analise cromatografica do padrdo de cafeina com concentracdo conhecida (FIGURA

16) e outro com a amostra de agua superficial coletada no dia 09 de maio de 2016

(FIGURA 16).

Figura 16: Cromatograma obtido para solu¢do padréo de cafeina com concentracéo
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Figura 17: Cromatograma obtido para amostra de agua superficial.
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Os cromatogramas apresentados acima demostram que 0s constituintes da
matriz ambiental ndo interferiram no pico cromatografico da cafeina que foi obtido
aproximadamente em 8,3 min. Assim, pode-se afirmar de acordo com os dados
apresentados, nas condi¢cdes experimentais analisadas, que a determinacdo da
cafeina em amostras de 4gua superficial pode ser realizada.

Para o célculo do limite de Deteccdo (LD), foram utilizadas trés curvas
analiticas obtidas em dias distintos, sendo calculados a inclinacéo da curva analitica
e o desvio padrdo do intercepto com o eixo y destas curvas. O LD obtido foi igual a
0,010 mg L (FIGURA 17).

O limite de quantificacdo foi calculado a partir de dez curvas analiticas,
conforme recomendacdes da Anvisa (2003), sendo igual a 0,034 mg L™*. Portanto, esta
dentro dos valores preestabelecidos na escolha para a elabora¢éo da curva analitica.

Também foi verificada a taxa de recuperagcdo de cafeina em amostras reais.
Para tanto, amostras de agua superficial foram fortificadas com solucédo padrao de
cafeina de concentracbes conhecidas e submetidas a analise cromatografica.
Inicialmente, obteve-se a area do pico obtido para as solugbes padrdo com
concentracdes conhecidas: 0,1 mg LY; 0,7 mg Lt e 2,0 mg L%, para que assim, fosse
determinada a taxa de recuperacao das amostras reais de cafeina conforme a Tabela

6 indica.
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TABELA 6 Ensaios de recuperacao da cafeina em amostras de aguas superficiais.

Concentracdo mg L 0,1 0,7 2,0
Solug_ao padréo | (concentracéao 012 0.77 2.2
experimental) mg L

Amostras reais (concentracéao 0,11 0,78 2,1
experimental) mg L

Taxa de recuperacdo em % 110,4 99,5 100,3

Fonte: O Autor

10 Validacéao do Cartucho

Para avaliar a eficiéncia do cartucho C18/18, utilizado na pré-concentracdo das
amostras superficiais e amostras de efluentes tratados, estudos foram realizados
através de ensaios de recuperacao de solucao padrao de cafeina, em triplicata.

Inicialmente, o cartucho C18/18 foi ativado com 6 ml de metanol, depois um
volume de 1000 ml de padrdo de cafeina de concentracdo de 5 mg L™ foi pré-
concentrado nesse cartucho, sob presséo reduzida. Em seguida, realizou-se a eluicédo
com 6 ml de MtOH, sendo uma aliquota desse pré-concentrado injetada para analise
cromatografica. Os ensaios cromatograficos foram realizados em triplicata para a
validagéo do cartucho.

TABELA 7: Ensaios para validacao cartucho C18/18.

" " Concentracao
Area do ~ Area do . A ~
. Concentragéo | _. . apos a pré- |Recuperacéao
pico Co pico apoés ~
e inicial .. T, ~ | concentragao em %
inicial ainjecao
do cartucho
Injecéo 1 39,1 0,75 20,8 0,41 53,2
Injecédo 2 39,3 0,76 20,0 0,40 51,0
Injecdo 3 39,0 0,75 20,6 0,41 52,9
Média 39,1 0,75 20,5 0,41 52,4
DP 0,15 0,18 0,40 0,03 1,20

Fonte: O Autor



11 Curva Analitica para Fosfato

Seguindo técnica descrita no Standard Methods (APHA, 1999) para a
determinac&o quantitativa do fosforo total pelo método do Acido Ascorbico Método
4500 - PE, realizou-se a analise que acontece em duas etapas: i) conversao de todas
as formas de fésforo para ortofosfato por digestdo com &cido sulftrico e acido nitrico
e ii) determinacéo espectrofotométrica em 660 nm pelo método do acido ascorbico.

Assim, obteve-se as absorbancias na andlise em triplicata para cada
concentracéo, e a partir das médias de absorbancia relacionadas as concentragdes,
foi construida a Curva Analitica (Figura 18). Observa-se que R?igual a 0,98719, sendo

satisfatorio.

Figural8: Curva analitica para determinacdo do Fosforo Total obtida em 660 nm
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Fonte: O Autor



12.Caracterizacao fisico-quimica dos pontos amostrais em estudo

A caracterizacdo dos corpos aquaticos foi realizada buscando conhecer os
efeitos de ocupacéo da bacia sobre a qualidade das aguas, e também para subsidiar
o estudo da cafeina como marcador do aporte de esgoto. A seguir estdo apresentados

0s resultados obtidos.

12.1 Oxigénio Dissolvido (OD) e Temperatura (°C)

As variagbes na temperatura ambiente repercutem nas temperaturas de
ambientes aquaticos superficiais, que por sua vez influenciam nos processos
bioldgicos e reacBes quimicas, e sobre varios parametros fisico-quimicos como a
densidade, a viscosidade e a pressao de vapor do meio liquido. A temperatura é
inversamente proporcional a solubilidade de gases dissolvidos, sendo que aumento
de temperatura da agua resulta na reducdo das concentracdes dissolvidas do gas
oxigénio e no aumento do consumo de oxigénio devido ao estimulo as atividades
biolégicas (SCHEFFER, 2006).

Na tabela 8 observam-se os valores comparativos dos indices de OD e
temperatura nos trés pontos amostrais de coleta, P1, P2 e P3.

TABELA 8: Concentracdo de OD e Temperatura da agua para 0s pontos amostrais
nas 8 coletas realizadas

P1 P2 P3
T 4gua oD T agua oD T agua oD
(°C) (mg LY) (°C) (mg LY) (°C) (mg LY)

05/abr 21,2 6,6 22,2 5,7 22,7 5,0
11/abr 21,3 6,8 22,1 6,3 23,1 6,1
18/abr 21,1 6,7 22,2 6,6 22,9 5,9
25/abr 20,6 59 20,6 4,9 22,7 4,7
02/mai 12,8 5,3 14,6 6,6 15,2 51
09/mai 18,5 51 18,1 5,6 18,1 6,9
16/mai 18,5 4,5 18,3 6,4 18,3 6,7
23/mai 15,5 7,4 15,4 7,3 16,2 7,0
MEDIA 18,7 6,0 19,2 6,2 19,9 5,9
DP 1,00 3,11 0,74 3,07 0,91 3,31

Fonte: O Autor
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A concentracao de OD indica, principalmente, as condi¢cdes de preservacao do
corpo aquatico, e no caso dos rios estudados, ndo é possivel estabelecer uma relacéo
direta entre a variacdo de temperatura e as concentracdes de OD. Deve-se considerar
gue as concentracfes de OD em meio aquatico podem ser influenciadas de forma
determinante pelo aporte de matéria organica, especialmente em locais onde existem
ligacOes irregulares e ocupacfes das margens, e nesses casos representa um fator
gue se sobrepde a influéncia da temperatura.

O ponto P1 localizado no Rio Verde apresentou concentracfes para OD entre
4,5e 7,4 mg L. Nesse ponto, o rio que nasce na area rural, ja cortou uma area urbana
com caréncia em saneamento basico e com parte de suas margens ocupadas por
habitacdes. Entretanto, o Rio Verde em seu percurso até esse local apresenta
pequenas quedas e corredeiras, 0 que segundo Cox (2003) gera maior turbuléncia,
fato que facilita sua aeracdo, e assim influencia positivamente as concentracdes de
OD observadas.

O ponto P2 também localizado no Rio Verde, a montante da ETE, apresentou
concentracbes de OD entre 4,9 e 7,3 mg L! sendo mais elevadas quando comparadas
as concentracbes de OD de P3 em seis das oito coletas. Observa-se, assim, um
decréscimo na concentracao de OD na medida em que o Rio Verde recebe o descarte
do efluente da ETE, pois P3 esta a jusante da estacéo.

Trabalhos destacam que o descarte de efluente tratado nos mananciais tende
a diminuir a quantidade de OD (FONSECA et al., 2014, RIBICKI, 2013). Embora haja
influéncia sazonal determinada pela variagcdo de temperatura, a reducédo das
concentracdes do OD esté principalmente relacionada ao aumento na concentragdo
de matéria organica no corpo aquatico. Se a concentracdo de OD ¢€ baixa, isso pode
também indicar que ele estd sendo consumido no préprio ambiente aquatico atravées
da intensa atividade bacteriana realizada para decompor a matéria organica
(SCHEFFER E BUSCH, 2010)

Em rios como o Verde, classificados como Classe 2, a Resolugdo CONAMA
357 (2005), estabelece para as concentracées de OD um limite minimo de 5 mg L.
Neste trabalho, as concentracdes de OD estiveram préoximas ou abaixo desse limite
em diversas coletas, dependendo do ponto amostral. Entretanto visto a descri¢édo do
Rio Verde (P1) com sua capacidade de oxigenagao que pode mascarar a impactagao,

e o fato da reducdo de OD com o descarte do efluente da ETE no Rio Verde,
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considera-se que uma avaliacdo criteriosa das concentracbes de matéria organica

deve ser realizada.
12.2 Matéria Organica

A demanda bioquimica de oxigénio (DBO) é um parametro indispensavel nos
estudos de caracterizacdo de esgotos sanitarios e de efluentes industriais. Indicador
que determina indiretamente a concentracdo de matéria organica biodegradavel
através da demanda de oxigénio exercida por microrganismos através da respiracao.
A DBO é um teste padrao, realizado a uma temperatura constante de 20°C e durante
um periodo de incubacao também fixo, de 5 dias. (VALENTE et al. 1997; FONSECA,
2014). A legislagao vigente (CONAMA, 357/05) determina concentracdes de DBO em
até 5 mg L Oz para rios de classe 2, classificacdo na qual o Rio Verde esta incluso.

O consumo de oxigénio nas analises de DBO, realizadas nesta pesquisa, foi
compativel com ambientes ricos em matéria organica. O ponto P1, localizado no Rio
Verde em area urbana apresentou valores de concentragdes de DBO de acordo com
sua classificacdo apenas em trés coletas, sendo que para P2 e P3, localizados
respectivamente a montante e a jusante da ETE, em todas as coletas, o limite
estabelecido para a Classe 2 foi ultrapassado. Baseado nesse parametro, o Rio Verde
seria classificado como Classe 3, que de acordo com a Resolugdo CONAMA,
apresenta DBO de até 10 mg L* O2. Verifica-se, novamente, que apés a ETE, a

qualidade da agua é reduzida, visto o aumento ha DBO em P3 (Figura 19).

Figura 19: Gréafico comparativo entre os valores de DBO obtidos para os trés pontos
de amostragem durante o periodo de 8 coletas.
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Pode-se dizer que quanto maior for o volume lancado de esgotos ou efluentes
organicos em um determinado sistema aquatico, maior sera o consumo de oxigénio
provocado no mesmo, ou seja, quanto maior for a concentracdo de matéria organica,
maior sera a "demanda de oxigénio".

Sobre o contetido organico de aguas superficiais, pode-se também empregar a
demanda quimica de oxigénio (DQO) como seu indicador, apesar da resolucéo
CONAMA 357/05 néao fazer referéncia a este parametro na classificacdo dos corpos
d’agua, ficando restrito a apenas algumas legislacbes ambientais estaduais que
estabelecem seus limites.

No caso do Rio Verde em area urbana (P1), a DQO mostrou valores
semelhantes (Tabela 9) em praticamente todas as coletas, com valor médio em torno
de 11 mg L. Observa-se a DQO mais elevada para as amostras de P3 com valor
médio de 19 mg L. O aporte de efluente da ETE aumenta a carga organica no rio,

aumentando a demanda por oxigénio nas reacfes de oxidacgao.

TABELA 9: Concentracbes de DQO obtidos para os trés pontos de amostragem
durante o periodo de 8 coletas.

Concentracdo DQO mg L*

Pontos de coleta 3
1 2 3 4 5 6 7 8 |MEDIA| DP

P1- Rio Verde 113 (128|121 | 96 | 12,6 | 10,4 | 129 | 11,6 | 11,7 1,11

P2- Rio Verde,

montante a ETE 136 | 17,7 | 17,1149 17,3 |16,3|17,5| 12,6 | 159 1,82

P3- Rio Verde,

: 18,3 | 22,8 | 20,3 | 185 | 21,0 | 18,9 | 19,4 | 15,6 | 19,3 1,99
jusante a ETE

Fonte: O Autor

Além de andlises de DBO e DQO, uma forma direta para avaliar a concentracéo
de matéria organica presente em aguas superficiais é a concentracdo de carbono
organico dissolvido (COD). Neste trabalho, as determina¢cdes de COD (Tabela 10)
foram realizadas através de combustéo catalitica e detec¢cado no infravermelho néo
dispersivo em um equipamento analisador de carbono (APHA, 1995).

O ponto P3, localizado a jusante a ETE, comparativamente aos demais,

apresentou as concentracdes mais elevadas de COD, com valores de até 9,6 mg L™,
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confirmando uma vez mais o enriquecimento da dgua com matéria organica apds o
descarte do efluente da ETE. O estudo deve ser comparativo, pois a legislagdo nao

contempla limites para COD.

TABELA 10: Concentracdo de COD para 0s pontos amostrais

P1- Rio Verde P2 - Rio Verde P3 - Rio Verde
area urbana montante a ETE jusante a ETE
mg L? mg L? mg L?

Coleta 1 2,7 43 4.6
Coleta 2 5,0 5,8 9,6
Coleta 3 4,3 7,9 3,5
Coleta 4 1,9 3,1 4,2
Coleta 5 2,1 3,8 3,6
Coleta 6 1,9 2,8 4,5
Coleta 7 3,9 47 45
Coleta 8 5,8 5.3 5,8
MEDIA 3,4 47 5,0
DP 1,5 1,6 2,0

Fonte: O Autor

Valores superiores de COD para as amostras coletadas em P1 e P2 podem ser
indicativos de contribuicdes antropogénicas, provavelmente associadas ao descarte
de esgoto. A presenca do aporte de esgoto em aguas superficiais, além de contribuir
para reducdo nos niveis de OD, aumenta as taxas de produc¢do primaria, favorecendo
0 aumento dos niveis de COD nestes ambientes. O desenvolvimento de ambientes
anoxidos também permite a proliferacdo de microrganismos anaerébios e producao
de mercaptanas e sulfetos, que caracterizam o mal cheiro em ambientes impactados
(STUM E MORGAN, 1996).

indices elevados de matéria organica caracterizados por parametros como:
DBO, DQO e COD, podem indicar um incremento da microflora presente, que interfere
no equilibrio da vida aquatica, além de produzir sabores e odores desagradaveis,
podendo obstruir filtros de areia utilizados nas estacfes de tratamento de agua
(TEODORO e SANTOS, 2009).



12.3 Condutividade, Alcalinidade total e Cloreto dissolvido como indicativos de
atividade antropogénica

Outro parametro determinado em todas as amostras foi a condutividade, que
se relaciona a concentracdo de substancias idnicas dissolvidas no meio. Em 4guas
superficiais, niveis superiores a 100 pS cm™? indicam ambientes impactados
(CETESB, 2009). A condutividade depende das concentracbes idnicas e da
temperatura, e indica a quantidade de sais existentes na coluna d’agua e, portanto,
representa uma medida indireta da concentracdo de poluentes. Grandes variagbes
decorrem do lancamento de despejos industriais e de mineracdo, e de esgotos
domeésticos.

Nessa pesquisa, os valores de condutividade foram determinados in situ, em
temperaturas que variaram entre 13 e 23°C, apresentando na 22 coleta os valores
MAaximos para os trés pontos. Destaque-se 0 maior valor obtido nesse trabalho foi de
113 uS cm* para amostra de P3, que é o ponto de coleta onde em praticamente todas
as amostragens verificaram-se os maiores valores de condutividade, com excec¢ao
das duas ultimas que ocorreram em periodo de chuva. Nao héa referéncias quanto a
condutividade elétrica nas resolucdes ou portarias consultadas: Resolucdo CONAMA
n. 357/2005 e Resolugdo CONAMA n. 430/2011; Portarias do Ministério da Saude n.
1469/2000 e n. 2914/2011.

Tabela 11: Niveis de condutividade nos trés pontos amostrais

Pontos Condutividade (uS cm™)
de coleta | Coletal | Coleta2 | Coleta3 | Coleta4 | Coleta5 | Coleta6 | Coleta7 | Coleta8 | Média | DP

P1- Rio
Verde
Area
urbana

P2- Rio
Verde

montante
aETE

P3- Rio
Verde

jusante a
ETE

Fonte: O Autor

22,0 48,0 | 25,0 | 18,0 18,0 17,0 15,0 13,0 | 22,0 |11

53,0 910 | 59,0 | 57,0 68,0 58,0 50,0 60,0 | 62,0 |12

65,0 |113,0| 86,0 | 103,0 | 91,0 88,0 50,0 50,0 81 |22
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Os niveis de alcalinidade total também foram superiores para o Rio Verde, em
P3 a jusante da ETE, com valores superiores a 30,0 mg CaCOz L. Devido a sua
localizac&o, esse ponto de coleta sofre a influéncia do processo de tratamento que
ocorre na ETE, atraves do sistema anaerébio, no qual ha a necessidade de elevada
alcalinidade, entre 1000 e 5000 mg L* em CaCOs, para produzir efeito tampéao, e
impedir queda brusca de pH em caso de desequilibrio (PIVELI, 2016). Nesse sentido,
observa-se uma elevacao nos indices da alcalinidade em P3, se comparado com 0s
outros pontos (Figura 20).

Niveis mais elevados para este parametro podem ser atribuidos a inUmeras
fontes, dentre elas o descarte de aguas residuais tratadas e/ou nao tratadas para
corpos aquaticos (VERBANCK et al, 1994; TCHOBANOGLOUS e BURTON, 1991).
Além disso, valores mais elevados de alcalinidade também decorrem da
decomposicdo de nutrientes e substratos organicos, sob condi¢cdes anaerdbias
(ABRIL e FRANKIGNOULLE, 2001).

Figura 20: Valores médios de condutividade, alcalinidade total e cloreto dissolvido
obtidos durante as 8 coletas realizadas

120,00
100,00
80,00
o
o 60,00
S
40,00
- i
0,00
condutividade cloretos mg/I alcalinidade
W P1- Rio Verde B P2- Rio Pitangui, montante a ETE P3- Rio Pitangui, jusante a ETE

Fonte: O Autor



72

A alcalinidade total também apresentou-se comparativamente elevada para as
amostras coletadas em P2, com média de 27 mg CaCOz L (+ 2,0) com valor minimo
de 23 mg CaCOs Lt e maximo de 30 mg CaCOs L.

Quanto ao parametro cloreto dissolvido (Figura 21), a Portaria n° 1.469/00 do
Ministério da Saude que disponibiliza a norma sobre qualidade da &gua para consumo
humano estabelece em 250 mg L a concentracdo maxima de cloreto dissolvido para
gue a agua esteja em conformidade com o padrdo de consumo. Assim, esta restrita a
potabilidade, ao sabor conferido pela presenca dos ions cloreto. No caso da relagéao
entre cloreto dissolvido e o aporte de esgotos sanitarios ou efluentes, as
concentragbes de cloreto encontradas nos locais de amostragem devem ser
comparativas entre os pontos. Neste trabalho, o valor mais elevado igual a 125 mg L-

Lfoi encontrado na ultima coleta no ponto P2.

12.4 F6sforo Total

O fosforo ocorre em agua residuais e naturais principalmente na forma de
fosfatos, que inclui ortofosfatos, fosfatos condensados, e fosfatos organicamente
condensados, podendo ocorrer em solucdo, em particulas ou detritos nos organismos
aquaticos (FONSECA, 2014).

Naturalmente o fésforo tem sua origem nos sistemas aquaticos através da
dissolucédo de rochas e da decomposicdo da matéria organica, por outro lado, as
fontes artificiais de fosfato incluem esgotos domésticos, esgotos industriais e
fertilizantes agricolas, além do material particulado de origem industrial e agricola.

A resolucdo CONAMA 357 (2005), estabelece o limite de 0,050 mg L como
maxima concentracao de fosforo total (PT) permitida para rios Classe 2, em ambientes
intermediarios, com tempo de residéncia entre 2 e 40 dias, como € o caso dos rios em
estudo. Na tabela 15, estdo relacionados os valores encontrados para os trés pontos
de coleta, na qual observa-se que em todos os pontos os valores para o PT estéo
acima do limite aceitavel. Nos pontos P1 e P2, as principais fontes de fésforo séao
provavelmente o esgoto doméstico néo tratado e também, em pontos especificos das
margens, a drenagem de areas agricolas, enquanto que em P3, relaciona-se ao
efluente da ETE.


http://www.paho.org/bra/index.php?option=com_content&view=article&id=2696:ministerio-saude-disponibiliza-norma-atualizada-sobre-qualidade-agua-consumo-humano-&catid=845:noticias&Itemid=839
http://www.paho.org/bra/index.php?option=com_content&view=article&id=2696:ministerio-saude-disponibiliza-norma-atualizada-sobre-qualidade-agua-consumo-humano-&catid=845:noticias&Itemid=839
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Os teores de nutrientes inorganicos dissolvidos como fésforo e nitrogénio
representam o suprimento necessario a producdo primaria em ecossistemas
aguaticos. O aumento da disponibilidade de nutrientes inorganicos dissolvidos
(principalmente através do lancamento de esgotos domésticos e efluentes industriais)
tem como consequéncia direta, o incremento da biomassa de certos tipos de algas e
de macrdfitas aquaticas, o que contribui com a degradacéo da qualidade da agua pela
reducdo do oxigénio dissolvido (LIMA et al., 2005).

As concentracdes de fésforo no ponto P1, foram em média de 0,6 mg L1, com o
indice mais baixo na ultima coleta, concentracdo de 0,31 mg L. Para o ponto P2, a
montante da ETE, a concentracdo de PT média foi de 0,7 mg L, sendo a menor
concentracdo também na coleta 8. Destaque-se 0 ponto a jusante da ETE onde a
concentracdo média foi de 1,2 mg L, valor 2400 vezes maior ao limite maximo

permitido pela legislagéo vigente.

Tabela 12 Concentracfes de Fosforo Total obtidas em 8 coletas

P1- Rio Verde P2- Rio Verde P3- Rio Verde

Area urbana Montante a ETE Jusante a ETE
Coleta 1 0,59 0,50 1,18
Coleta 2 0,62 0,64 1,20
Coleta 3 0.54 0,61 1,02
Coleta 4 0,55 0,80 1,61
Coleta 5 0,59 0,50 1,18
Coleta 6 0,71 0,65 1,71
Coleta 7 0,56 1,26 1,25
Coleta 8 0,31 0,46 0,76
MEDIA 0,6 0,7 1,2
DP 0,1 0,3 0,3

Fonte: O Autor
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As concentracdes de PT e COD dos pontos amostrais podem ser relacionadas,
pois ambos os parametros indicam a presenca de matéria organica e aumentam
significativamente e proporcionalmente com relacdo aos pontos, P1l, P2 e P3,

conforme observado na figura 21.

Figura 21: Relacdo entre PT e COD, nos pontos amostrais
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Fonte: O Autor

Através dos resultados dos diversos parametros fisico-quimicos avaliados, e
também pela observacao in situ durante as coletas, pode-se afirmar que a qualidade
da agua do Rio Verde vem sendo comprometida devido a fatores relacionados a falta
de protecdo das areas em seu entorno, a ocupacao inadequada destas areas por
assentamentos humanos; ao aporte de efluentes principalmente domésticos lancados
in natura ou de sistemas inadequados de tratamentos de esgoto; e devido a elevada
concentracdo de cargas poluentes e residuos tanto de origem urbana como rural.
Assim, a pesquisa por um indicador de esgoto doméstico, representado neste trabalho
pela cafeina, se mostra como uma importante ferramenta facilitadora para a obtengéo

do diagndstico de impactacao.



13. Determinacédo da cafeina nos pontos amostrais

Para a determinacdo da cafeina nas amostras coletadas no Rio Verde,
empregou-se CLAE com detector UV-Vis, conforme anteriormente descrito. Todas as
andlises cromatograficas foram realizadas em triplicata, e apés SPE. Além das
amostras de agua superficial obtidas nos trés pontos de coleta ja descritos, duas
amostras de efluente tratado coletado dentro da ETE, também foram analisadas.
Foram duas coletas de efluente tratado, nos dias 23 e 30 de maio de 2016.

Visto os resultados obtidos para os parametros fisico-quimicos analisados
nesta pesquisa previa-se encontrar cafeina em todos os pontos de coleta,
principalmente nos pontos P2 e P3 no Rio Verde.

As andlises cromatograficas permitiram detectar e quantificar a cafeina a
montante (P2) e a jusante da ETE (P3) (tabela 16), com variagdes consideraveis nas
concentragcbes se comparados com o valor encontrado no efluente tratado da ETE.
No ponto P1 a cafeina foi detectada, mas ndo quantificada.

As andlises cromatograficas permitiram detectar e quantificar a cafeina a
montante(P2) e a jusante da ETE(P3) (tabela 13), com variacfes consideraveis nas
concentracdes se comparados com o valor encontrado no efluente tratado da ETE, no
ponto P1 a cafeina foi detectada e quantificada.

Tabela 13: Concentracdes de cafeina (ug L) nos pontos P2 e P3

Concentracgdo de cafeina (ug L?)
P2- Rio Verde P3- Rio Verde
Data da coleta

Montante a ETE Jusante a ETE
Coleta 1 05 de abril 70,7 149,6
Coleta 2 11 de abril 48,6 78,2
Coleta 3 18 de abril 56,7 74,2
Coleta 4 25 de abril 52,4 52,4
Coleta 5 02 de maio 149 170,2
Coleta 6 09 de maio 75,4 128,0
Coleta 7 16 de maio 299,1 270,6
Coleta 8 23 de maio 217,0 227,8

FONTE: o autor
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Em relatos na literatura, podem-se verificar valores semelhantes que
corroboram as concentragdes encontradas neste trabalho. Montagner e Jardim (2011)
encontraram em mananciais de Campinas, concentracdes de cafeina de até 127 ug
L-1; também Frohener e colaboradores (2010) em pesquisa realizada em mananciais
de Curitiba, concentracdes maximas de 753 pg L e Gongalves (2008) concentracdes
maximas de 47 ug L't em pesquisa realizada em Teresépolis, no Rio de Janeiro.

Neste trabalho, as concentragcfes de cafeina encontradas no Rio Verde, em P2
(montante da ETE), estiveram entre 48,6 a 299,1 ug L e para P3 (jusante da ETE)
entre 52,4 e 270,6 pug L. Ainda que os valores minimos e maximos sejam
semelhantes, P2 apresentou concentracdo média de 121,1 ug L' e P3 concentragédo
média de 144,0 ug L. O descarte de efluente da ETE enriguece a concentracédo das
aguas do Rio Verde com a substancia cafeina. As concentracdes de cafeina foram
superiores para P3 em sete das coletas realizadas, e praticamente equivalentes ao
dobro das concentrac¢des de P2, em algumas delas.

Sendo a cafeina considerada um indicador do impacto por esgoto domestico,
pode-se verificar que alguns parametros fisico-quimicos avaliados, confirmam essa
relacdo. Assim, fésforo total cujo limite segundo a legislacdo deve ser 0,050 mg L™,
esteve presente em concentragdes superiores a 1 mg L't em praticamente todas as
amostras de P3, e também para P2 foram observadas concentra¢des constantemente
acima de 0,50 mg L, com méaxima superior a 1 mg L.

Também os valores encontrados para DBO5 que foram superiores aos limites
para rio Classe 2, de acordo com a Resolugdo CONAMA 357/2005, permitindo
classificar o Rio Verde (P2 e P3) como Classe 3, com DBO de até 10 mg L Oa.

Destaque-se ainda a DQO comparativamente mais elevada para os pontos P2
e P3 e concentracGes de COD com valores de até 9,6 mg L't em P3 confirmando uma
vez mais o enriguecimento da &gua com matéria organica apés o descarte do efluente
da ETE.

13.1 Anédlise do Efluente da ETE
No intuito de observar a concentracdo da cafeina como um perfil de

comparacdo da mesma com as concentragdes encontradas nas aguas superficiais,

foram realizadas duas coletas de efluente tratado.



77

Observa-se a presenca de cafeina no efluente tratado da ETE Rio Verde, sendo
a menor concentracédo de 488,5 ug L' e a maior de 617,4 ug L na coleta realizada
no dia 30 de maio (Tabela 14). Ao comparar as médias destes dois pontos com as
meédias das concentracdes de cafeina nas amostras de aguas superficiais apés a ETE,
observa-se que ocorre uma diluicdo nas concentracdes, confirmando que no processo
de tratamento de esgoto desta ETE a cafeina ndo é retida ou eliminada, e sua

concentracdo no rio que recebe o efluente dependera principalmente da vazao do rio.

Tabela 14: Concentragcdo da cafeina no efluente tratado

Concentracio (ug L1)

23/mai 30/mai
12 injecéo 488,5 552,9
22 injecao 493,8 583,6
32 injecao 490,2 617,4
Média 490,8 584,6
DP 2,7 32,3

FONTE: o autor

A Legislacdo que rege a emissdo de efluentes no Brasil estd baseada
fundamentalmente na Resolugdo CONAMA n° 430/2011, segundo qual, a empresa
responsavel pela rede coletora e pelo tratamento do esgoto (no caso de Ponta Grossa,
a SANEPAR), deve manter controle sobre a qualidade dos efluentes produzidos,
realizando automonitoramento. Conforme o Art. 3° “Os efluentes de qualquer fonte
poluidora somente poderdo ser lancados diretamente nos corpos receptores ap0s o
devido tratamento e desde que obedecam as condi¢cdes padrbes e exigéncias
dispostos na mesma Resolugdo e em outras normas aplicaveis” (BRASIL, 2011).

Entretanto, inmeras substancias, principalmente aquelas de preocupacéo
emergente, ndo estdo contempladas em normas ou legislacbes, e assim ndo sao
monitoradas. Por outro lado, o aporte de matéria organica e fosforo pode ser
confirmado neste trabalho, pois as concentracdes de fésforo total e de DBO5 estédo
contemplados na legislacéo.

Ainda que existam laudos do automonitoramento, indicando que o efluente esta

em condicdes de aporte, ha um importante aspecto a ser considerado: a vazéo de
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efluente gerado na ETE. Esta vazdo nao pode ser superior ao volume e a vazao do
rio que o recebe. De acordo com a Resolucdo CONAMA N° 430/2011, Art 12:

‘O lancamento de efluentes em corpos de agua, com excecdo daqueles
enquadrados na classe especial (onde ndo é permitido o lancamento), ndo podera
exceder as condicdes e padrbes de qualidade de agua estabelecidos para as
respectivas classes, nas condi¢des da vazao de referéncia ou volume disponivel, além
de atender outras exigéncias aplicaveis”.

Ou seja, no caso do Rio Verde, apos o recebimento do efluente da ETE, ha
perda na qualidade hidrica conforme pode-se acompanhar através dos parametros
fisico-quimicos, excedendo as condicdes estabelecidas na legislacdo. A presenca da
cafeina € um indicativo de que outras substancias com origem no esgoto urbano
podem também estar presentes, ainda que em niveis traco, mas com consequéncias

para o ambiente e para a saude ainda ndo esclarecidas.

14. CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa, que teve como finalidade detec¢éo e quantificacdo da
cafeina em aguas superficiais como indicador de contaminacéo por esgoto doméstico,
efetivada no municipio de Ponta Grossa, sendo inédita para o Rio Verde e regido.

A deteccédo e a quantificacdo da cafeina através das técnicas de extracdo em
fase sélida (SPE) e da cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV foram
importantes na comparacdo entre os pontos P2 e P3, ou seja, avaliando o impacto da
ETE no Rio Verde, fato que se confirma através dos resultados obtidos.

A partir dos resultados foi possivel associar a presenca da cafeina em aguas
superficiais como indicador de contaminacao por esgoto doméstico. Os dados obtidos
guanto aos parametros fisico-quimicos trouxeram um cenario de impactacao nos trés
pontos de coleta, associado ao aporte de esgoto bruto e do efluente tratado da ETE.
Parametros associados ao impacto por esgoto domeéstico como fésforo total, e indices
associados a presenca de matéria organica como DQO, DBO5 e COD permitiram
comparar os pontos de coletas, e relacionar com a concentracdo de cafeina,

confirmando essa substancia como indicador de contaminagao.
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E importante destacar que n&o houve detecgio e quantificagdo da cafeina em
P1, no rio Verde em &rea urbana, provavelmente porque a cafeina esteve abaixo do
limite de quantificacdo da curva analitica estabelecida nesta pesquisa.

A cafeina como indicador de contaminacdo ambiental por aporte de esgoto
doméstico é uma nova ferramenta de andlise, ainda pouco explorada, principalmente,
em funcdo da expectativa de que os niveis de concentragdo em matrizes ambientais
sejam reduzidos. Portanto, vale ressaltar a importancia de novas pesquisas para
aperfeicoamento de metodologias, buscando estabelecer melhores limites para

quantificacdo da cafeina nessas matrizes.
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