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RESUMO

A bacia do rio Barigui bacia esta localizada na regido metropolitana de Curitiba, regido Sul do Brasil,
passando por varios municipios vizinhos. Nos tltimos anos, devido ao crescimento e ocupagdo desordenada
ao longo do rio, além da falta de saneamento, o rio Barigui tem sofrido com o grande aporte de esgotos
domésticos ndo tratados. Os programas atuais de monitoramento utilizam de parametros fisico-quimicos
tradicionais. Neste trabalho, investigamos a presenca de dois marcadores moleculares presentes em esgotos
domésticos, a cafeina e o coprostanol. A cafeina ¢ altamente solivel em 4gua e sua presenga nos corpos
d'agua deve-se a disposi¢do de esgotos ndo tratados. A cafeina é eliminada na urina (aproximadamente 0,5 a
10% do consumo). As amostras foram coletadas em trés campanhas, duas em tempo seco ¢ outra durante uma
semana chuvosa. Os resultados mostraram que a concentracdo da cafeina variou de 0,0 até 735 ug/L. Os
maiores valores foram encontrados em dias chuvosos. A cafeina mostrou uma correlagdo positiva entre DBO e
nitratos, que também revelou uma correlagdo positiva com coprostanol, um biomarcador fecal. Por ultimo, a
cafeina tem mostrado ser um bom parametro para determinar a contaminagao por efluentes domésticos.

PALAVRAS-CHAVE: cafeina, coprostanol, marcadores moleculares, qualidade de aguas.

INTRODUCAO

Devido ao desequilibrio entre o crescimento acelerado da populacdo nos grandes centros urbanos e a falta de
infra-estrutura sanitdria, corpos hidricos proximos a grandes centros urbanos estdo sujeitos a contaminagéo
didria por esgotos domésticos e industriais, geralmente lancadas a partir de conexdes ilegais.
A presenca de poluentes, oriundos de esgotos domésticos e industriais, nos sedimentos ou mesmo na agua,
contribui significativamente para a degradagdo do corpo hidrico, assim como afeta o ecossistema. O excesso
de nutrientes como foésforo, nitrogénio e matéria organica, provoca a eutrofizacdo, reducdo dos niveis de
oxigénio dissolvido e, por conseguinte afeta a fauna aquatica (Subramanian e col., 2005).

Dadas as dificuldades na rotina isolamento de patégenos a partir de amostras ambientais, microbiologistas
utilizam de indicadores microbioldgicos para avaliar a presenga de material fecal no meio ambiente como um
pardmetro para a rotina de indicagcdo de contaminagdo (Barber e col., 1995). A interpretagdo dos resultados
baseia-se na premissa de que sua presencga estd diretamente ligada a poluicdo por esgotos domésticos e,
portanto, o risco de contaminagdo por agentes patogénicos. Todavia, a presenca de varias substancias, por
exemplo para fins farmacéuticos, pode afetar o metabolismo dos patégenos utilizados como bioindicadores de
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poluicdo fecal (Ferreira, 2005, Barber e col., 2002). Deste modo buscam-se outras alternativas para avaliar a
presenca de esgotos domésticos, sendo que dentro destas alternativas estdo alguns compostos quimicos
utilizados como marcadores da polui¢do, sendo um deles a cafeina (Fitzsimons e col., 1995).

A cafeina estd presente em muitos produtos consumidos diariamente, tais como chocolates, café, chas,
refrigerantes, etc. A cafeina ¢ rapidamente metabolizada pelo figado e geralmente, 0,5 & 10% ¢ eliminado pela
urina (Aranaud, 1993). Tem uma baixa taxa de degradagdo no meio ambiente, o que faz deste composto um
6timo marcador de poluigdo, além de ndo ter uma fonte natural.

Além da cafeina, os esterdis fecais tém sido muito utilizados para rastrear fontes de poluicdo fecal. O
coprostanol ¢ uma destas substancias, eliminada nas fezes em quantidades que superam 1 g/dia/pessoa
aproximadamente (Froehner e col., 2008).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de cafeina em amostras de agua do rio Barigiii,
assim como avaliar a presenca de esterdis fecais em amostras de sedimento que podem revelar a fonte de
contaminagdo e comparar os resultados com analises de pardmetros tradicionais como DBO e nitrato
frequentemente utilizados na avalia¢do da presenca ou ndo de contaminagdo por esgotos domésticos.

MATERIAIS E METODOS

O local de estudo, compreende a Bacia do Rio Barigui, situada na regido metropolitana de Curitiba, PR. Esta
bacia, situada entre as coordenadas 25°13°24° sul e 25°38’23” oeste no Primeiro Planalto Paranaense,
apresenta formato estreito e alongado, com largura que varia de 4 a 9 km, esta confinada entre as bacias do rio
Atuba, Belém e do Ribeirdo dos Padilhas a leste e o rio Passauna a oeste. Tal bacia hidrografica ¢é afluente da
margem direita do rio Iguagu e faz divisa com os Municipios de Rio Branco do Sul, Almirante Tamandaré,
Campo Largo, Araucaria, Fazenda Rio Grande e Colombo. Sua area total de drenagem ¢ de 279,11 km?, sendo
140,8 km? em Curitiba, aproximadamente 33% da area total do municipio (Froehner e Martins, 2008).

O rio Barigui apresenta 60 km de extensdo, passando por Curitiba em uma extensdo de aproximadamente 45
km. Nasce na Serra da Betara, numa regido proéxima a divisa dos municipios de Almirante Tamandaré e Rio
Branco do Sul. Seus principais afluentes na margem direita, no municipio de Curitiba, sdo: rio Pacotuba, rio
Tangua, rio Uvu, ribeirdo dos Miiller e rio Campo Comprido. Na margem esquerda os principais afluentes
sdo: rio Vila Formosa, rio Passo do Franga, arroio do Andrada, arroio da Ordem e arroio Pulador.

O trecho do rio Barigui, com extensdo de aproximadamente 25 km, ¢ marcado por uma declividade acentuada,
suscetivel a erosdo e deslizamentos. Rochas metamorficas paragnaisses compdem o leito do rio, que esta sobre
um embasamento cristalino. Sedimentos recentes, de varzeas de inundagdo constituidas por argilas, arcias de
aluvides e argilas turfosas caracterizam a regido até a foz do rio. Nesta parcela, o terreno ¢ plano, com a
presenca de um solo hidromorfico, sujeito a inundacdo. A bacia do Rio Barigiii estd sobre uma area
fortemente urbanizada, apresentando, portanto, poucas regides com cobertura vegetal, localizadas geralmente
ao norte da bacia, no municipio de Almirante Tamandaré. A vegetagdo presente é composta por florestas
caducifolia, subtropical com Araucaria Angustifélia, Bracatinga, Mata Pluvial Tropical-Subtropical e Campos.

Ao longo do rio Barigiii foram selecionados sete pontos de amostragem, que coincidem com Estagdes
Automaticas de Monitoramento pertencentes & Universidade Federal do Parana ¢ existentes desde 2001. As
duas primeiras esta¢des, definidas como PO e P1, localizam-se no municipio de Almirante Tamandaré e a
terceira estacdo (P2) na entrada do Parque Tingiii. Os pontos P3, P4 e P5 estdo situados dentro do lago do
Parque Barigiii e a tltima estacdo de amostragem (P6), encontra-se a montante da Ponte do Bairro Caximba,
em Curitiba.

PROCEDIMENTOS DE LABORATORIO
Cafeina

A avaliacdo da presenga de cafeina nas amostras foi realizada por extragdo liquido-liquido, seguindo-se o
procedimento descrito por Ferreira e col. (2005). As amostras foram inicialmente filtradas em papel filtro
com porosidade de 0,45um marca Sartorius Stedim Biotech, sendo entdo, o pH das amostras elevado entre 8 a
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9 com a adicdo de uma solucdo de hidréxido de s6dio 0,1 M. Com a elevacao do pH a cafeina é desprotonada,
tornando-se insoliivel em agua. A forma nfo protonada da cafeina é insolivel em agua, porém altamente
solivel em solventes organicos, como o diclorometano. A amostra de 1L com o pH ajustado entre 8-9 foi
dividida em duas partes de 500 mL para o procedimento de extragdo da cafeina com diclorometano. Este
procedimento foi adotado por seguranga e evitar volumes muito grandes. O volume de 500 mL da amostra de
agua foi transferido para um funil de separag@o sendo em seguida adicionado 25 mL de diclorometano, a fase
organica foi separada e reservada. Este procedimento foi repetido por trés vezes, para os dois Volumes de
agua.

Os volumes de diclorometano, contendo a cafeina, foram entdo combinados e reduzidos até a secura, sendo
entdo reconstituidos com 2 mL de metanol. Finalmente, a cafeina foi quantificada através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, seguindo a metodologia descrita por Ferreira e col. (2005).

A cafeina foi analisada e quantificada num cromatégrafo (HPLC) modelo LC20A Shimadzu equipado com
detector UV. A coluna utilizada foi do tipo C18 ODS Hipersil 250 x 4 (mm) com particula de 5 um. A fase
movel era constituida de agua e metanol numa proporgdo de 30:70 sem gradiente (isocratica) e a uma taxa de
0,65 mL/min. O tempo total necessario para a analise foi de 10 minutos, com tempo de retencdo da cafeina
entre 7 ¢ 8§ minutos.

Esterois Fecais

Os esterdis fecais foram extraidos segundo procedimento descrito por Evershed e col. (2002). A extragdo e
quantificacdo dos esterdis fecais foram realizadas no Laboratdrio de Oceanografia Quimica Organica Marinha
do Instituto de Oceanografia da USP.

A partir de 20 g de sedimento seco e 70 mL de etanol (Merck p.a) em Soxhlet, extraiu-se os esterois. O padrao
utilizado foi surrogate Sa-androstanol (Supelco) e como padrdo interno Sa-colestano (Supelco). Concentrou-
se o extrato resultante em um evaporador rotativo a vacuo, com posterior isolamento da fracdo de esterdis por
cromatografia de adsorgdo, utilizando-s uma coluna contendo 2 g de alumina (5% desativada) e sulfato de
sodio. Eluiu-se a coluna com 10 ml de etanol, recolhendo-se uma tnica fragao.

Anélises fisico-quimicas

As demais analises de parametros tradicionais como oxigénio dissolvido (OD), demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrato e nitrito foram realizados no Laboratorio de
Engenharia Ambiental Prof. Francisco Borsari Netto — Labeam, seguindo-se a metodologia descrita no
Standard Methods for Water and Wastewater Examination (1998 - APHA).

RESULTADOS

A descarga de esgotos domésticos tratados e ndo tratados tem sido o principal fator responsavel pela
contaminag@o dos recursos hidricos. No Rio Barigui ndo ¢ exce¢do e nos ultimos anos a poluicdo agravou-se
cada vez mais. Programas de monitoramento tém comprovado esta situagdo (Froehner e col., 2008; Froehner e
Martins, 2008). No entanto, nenhuma avaliagdo de polui¢dao tinha sido, até entdo, realizada utilizando
marcadores quimicos dissolvidos na dgua, como a cafeina. Geralmente a cafeina esta associada a presenca de
nitrato e nitrito. Os resultados dos pardmetros analisados (nitrato, DBO e cafeina) sdo apresentados na Tabela
1. Embora, o rio Barigiii seja conhecido por ser poluido em alguns trechos, a utilizagdo de diferentes
parametros para avaliagdo do nivel de poluicdo trouxe algumas surpresas em relagdo a areas consideradas
ausentes de polui¢do por esgotos domésticos.

Independentemente da campanha, pardmetros como o nitrato ¢ DBO seguiram o mesmo perfil. O pardmetro
nitrato, que pode ser proveniente de outras fontes ndao sé esgoto doméstico (Sankararamakrishnan e Guo,
2005), variou entre 0,18 e 0,94 mg/L. A DBO também seguiu o0 mesmo padrdo para todas as trés campanhas, e
os valores variaram de 0,25 a 9,08 mg/L. As estagdes PO, P1 e P2 estdo localizados em areas consideradas nao
contaminadas por esgoto doméstico, e estdo localizadas em areas com uma baixa densidade populacional. No
entanto, encontramos niveis de nitrato ¢ DBO um pouco elevadas para areas consideradas como ndo
contaminadas. Os maiores valores de nitrato e DBO em todas as campanhas realizadas foram encontrados nos
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pontos P3, P4, P5 e P6. Estes pontos foram previamente classificados como pontos gravemente contaminados
por efluentes domésticos e industriais. Com base nestes dois pardmetros (DBO e nitrato) duas situagdes
diferentes de contaminag@o podem ser destacadas: (i) uma altamente contaminada, (ii) outra aparentemente
ausente da contaminag@o por esgotos domésticos. Este perfil ¢ confirmado quando a avaliagdo ¢ realizada por
cafeina, cuja principal fonte ¢ o esgoto doméstico.

A maior concentracdo de cafeina foi de 753,5 pg/L na terceira campanha ¢ o menor valor foi de 1,41 pg/L nas
estacdes que sofrem menor impacto pela presenca de esgotos domésticos. Os resultados indicam a
complexidade das caracteristicas de qualidade da 4gua, mas apdiam a hipotese de que, independentemente da
alta concentragdo detectada de parametros fisico-quimicos, a cafeina é um excelente indicador de poluigdo
urbana (Ferreira, 2005).

Tabela 1. Concentracdo de cafeina, esterdis fecais, nitrato e DBO das amostras de dgua e sedimento.

ESTACOES AMOSTRAIS

PARAMETRO PO P1 P2 P3 P4 P5 P6

CAMPANHA | DBO (mg/L) 0,29 0,37 0,67 1,69 3,56 6,32 8,66
1

NO; N(mg/L) 0,21 0,22 0,33 0,65 0,70 0,94 0,98

Cafeina (ug/L) | N.D. |N.D. | 141 |3645 |24,06 | 133,80 | 533,50

Cop (ng/g) 0,08 0,20 9,71 42,60 | 14,20 |2,72 196,05
Ecop (ug/g) <0,02 10,020 | 0,46 2,45 0,83 0,15 9,71
Col (ug/g) 0,020 | <0,03 | 0,46 1,67 0,53 0,19 5,47

CAMPANHA | DBO (mg/L) 0,35 0,42 0,75 2,59 4,88 7,22 9,08
2

NO; N(mg/L) 0,29 0,28 0,23 0,85 0,92 0,94 1,12

Cafeina (ug/L) N.D. 1,91 80,66 | 100,02 | 35,71 | 66,89 [ 538,7

CAMPANHA | DBO (mg/L) 0,25 0,32 0,59 1,59 3,85 6,29 8,46
3

NO; N(mg/L) 0,18 0,28 0,23 0,78 0,81 0,87 0,98

Cafeina (pg/L) N.D. 1,41 24,89 | 67,32 | 9,45 61,72 | 753,5

N.D. — ndo detectado. Cop — coprostanol; Ecop — epicoprostanol; Col — colestanona. SD, caffeina < 2.5 %;
NO; N < 1.9 % e esterdis < 4.1 %.

Como mencionado anteriormente, a proposta inicial deste trabalho foi de avaliar a qualidade da agua do rio
Barigui, em duas situa¢des diferentes em relagdo a poluigdo do rio, uma extremamente poluida e outra com
um suposto baixo nivel de polui¢do. Os locais identificados como PO, P1 e P2 eram tidos como locais de baixa
poluicdo em relacdo aos outros pontos. Estes pontos foram identificados como altamente poluidos em
campanhas anteriores (Fernandes e col., 2008; Froehner e col., 2008). Portanto, como esperado, a maior
concentragdo de cafeina foi encontrada nas amostras P4, P5 e P6. A estacdo amostral P6, localizada em uma
area extremamente poluida, teve sua concentracdo variando de 533,5 a 753,5 ng/L em todas as campanhas.

O perfil da cafeina seguiu o perfil do parametro DBO, ou seja, a presenca de cafeina foi maior em locais
identificados como altamente contaminados por esgotos domésticos. Ja o ponto P1, pelo contrario, teve a
menor concentragao de cafeina entre todos os pontos investigados. Ressalta-se que este ponto esta localizado
em uma zona menos povoada, e ¢ uma area onde ha muita vegetacao ciliar. A segunda campanha foi realizada
durante uma semana chuvosa, o que pode contribuir para aumentar a concentragdo de cafeina. Este
comportamento ja foi observado por Sankaramakrishnan e Guo (2005).

As estagdes P3 e P4 estdo localizadas dentro de um lago, por isso, é possivel que a cafeina tenha sido diluida.
Por outro lado, os pontos PO, P1 e P2 foram os que apresentaram a menor concentragdo de cafeina. Esses
pontos estdo localizados em areas longe de fontes poluentes. Os valores encontrados para os pontos (PO e P1),
sdo quase 10 vezes menores do que aqueles encontrados nos pontos P5 ¢ P6. Também as concentragdes de
nitrito em ambos os locais (P1 e P2) foram baixos.

Embora a cafeina seja encontrada na urina em concentra¢des de apenas 3 mg/L, mostra-se como um bom
marcador molecular. Aufdenkampe e col. (2005) encontraram altas concentra¢des de cafeina em amostras de
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aguas de rios dos Estados Unidos (5 a 16 pg/L). Comparando os resultados pode-se observar que os valores
de cafeina foi maior nas amostras coletadas em dias chuvosos do que nas amostras coletadas em dias secos
(primeira e terceira campanha). Segundo a Sankararamakrishnan e Guo (2005) nos periodos com dias de
chuvas fortes a concentracdo pode ser mais elevada.

Segundo Buerge ¢ col. (2006) a remogdo de cafeina em sistema de tratamento de esgotos ¢ superior a 99%.
Neste trabalho, identificamos que a remogdo de cafeina numa estagdo de tratamento de esgotos mais proxima
foi de 90%.

Também foi investigada a presenca de coprostanol em amostras de sedimento, assim como outros esterdis
fecais. A concentragdo de coprostanol nos sedimentos ¢ mostrada na Tabela 1. Admite-se como limite para
definir um local como poluido ou ndo, a concentragdo maxima de 0,1 ug/g (Evershed e col., 2002). A
concentragdo de coprostanol variou de 0,08 a 196,05 ng/g, sendo que a maior concentragdo encontrada foi no
ponto P6.

Independentemente do valor limitante utilizado, os resultados corroboram o cendrio critico indicado pela
cafeina. Como citado anteriormente, todas as estagdes amostrais estdo proximas de pontos de despejo de
esgotos (com excecdo dos pontos PO e P1). Além do coprostanol foi investigado a presenga do epicoprostanol.
Epicoprostanol ¢ formado durante o tratamento de esgoto doméstico, e pode revelar a idade do esgoto
(Evershed e col., 2002). A maior concentragdo de epicoprostanol foi encontrada no ponto P6, 9,71 pg/g. A
presenca de colestanona ¢é o resultado de processos de redugdo nos sedimentos influenciada por comunidades
microbianas.

Finalmente, correlagdes positivas foram encontradas entre cafeina e coprostanol, embora a presenca de
coprostanol nos sedimentos se deve a acumulag@o diferentemente da cafeina na agua. A correlagdo positiva
pode ser observada através da Figura 1.

200 =
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100

[Coprostanol], ug/g

50 4

04

— 71 r 1 r T r T ' T r T ' T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

[Cafeina], ug/L

Figura 1. Correlacao entre cafeina e coprostanol.

CONCLUSOES

Pela primeira vez foi usado um marcador molecular para avaliar a presenca de esgotos domésticos no rio
Barigiii.

Como esperado, os pontos tidos como severamente poluidos apresentaram as maiores concentragdes de
cafeina. Porém pontos tidos como pouco poluidos, também apresentaram cafeina, porém em concentragdes
menores. Além disso, a cafeina mostrou uma correlagdo positiva entre os demais pardmetros investigados,
como DBO e nitrato (ndo mostrado). Um fato interessante foi que as amostras coletadas em dias chuvosos
apresentaram maiores concentragdes de cafeina em comparagdo com as amostras coletadas em dias secos. A
cafeina também mostrou uma boa correlagdo com os esterdis fecais. Por ltimo, o cenario de polui¢do por
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esgotos domésticos ja era esperado em algumas estagdes, mas a avaliagdo através de marcadores moleculares
revelou uma situacdo mais dramatica e medidas urgentes sdo de extrema importancia.
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