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Resumo

O presente estudo utilizou trés leitos, com escoamento em modo subsuperficial vertical
continuo, plantados com Vetiveria zizanioides enraizadas em agregados leves de argila
expandida Leca® (NR10/20), para avaliar a possibilidade de remocdo de cafeina em aguas
residuais. Os leitos foram alimentados com meio mineral, nutrientes e cafeina de concentragoes
crescente. As concentragdes de cafeina foram0,5; 1,0; 1,5 (leito 1) 2,0; 2,5 ¢ 3,0 (leito 2) mg-L—".
O leito 3, foi utilizado como branco. A carga hidraulica aplicada aos leitos foi mantida constante
e de 203 £ 10 L. m-*. dia-'. A eficiéncia de remogao de cafeina nos leitos, foi determinada por
cromatografia liquido de alta pressio (HPLC). Os resultados obtidos mostram eficiéncias
médias de remocao de cafeina acima 70 + 1% e 93 + 1%, para os leitos 1 e 2 respetivamente. A
caracterizacao da planta foi realizada para determinar os teores de magnésio, clorofila a,
clorofila b e total. Os resultados obtidos mostram que a presenga da cafeina no efluente ndo
interferiu com o teor em magnésionas folhas da Vetiveria zizanioides. Através dos resultados
clorofila a, clorofila b e total, podemos concluir que em nenhum dos leitos se notaram efeitos
de senescéncia das plantas. O estudo demostrou que a fitorremediacao pode ser utilizada como
uma tecnologia de baixo custo e aplicavel ao tratamento de aguas residuais contaminadas com

elevados teores de cafeina.

Palavras-chave: Cafeina, zonas himidas artificiais, fitorremediagdo, compostos emergentes,
Vetiveria zizanioides.
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Abstract

This study used three beds, with continuous vertical subsurface flow, planted with
Vetiveria zizanioides rooted in light aggregates of Leca® expanded clay (NR10/20), to
evaluate the possibility of removing caffeine from wastewater. The beds were fed with
mineral medium, nutrients and caffeine of increasing concentrations. The caffeine
concentrations were 0.5; 1.0; 1.5 (bed 1) 2.0; 2.5 and 3.0 (bed 2) mg-L-'. Bed 3 was used
as a blank. The hydraulic load applied to the beds was kept constant at 203 = 10 L. m-2.
day-'. The caffeine removal efficiency of the beds was determined by high-pressure liquid
chromatography (HPLC). The results obtained show average caffeine removal efficiencies
of over 70 £ 1% and 93 £+ 1%, for beds 1 and 2 respectively. Plant characterization was
carried out to determine magnesium, chlorophyll a, chlorophyll b and total contents. The
results show that the presence of caffeine in the effluent did not interfere with the
magnesium content in the leaves of Vetiveria zizanioides. Through the chlorophyll a,
chlorophyll b and total results, we can conclude that in none of the beds were there any
effects of plant senescence. The study showed that phytoremediation can be used as a low-
cost and applicable technology for treating wastewater contaminated with high levels of

caffeine.

Keywords: Caffeine, Artificial wetlands, Phytoremediation, Emerging compounds, Vetiveria

zizanioides.
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1. Introducao

A presenca de compostos farmacéuticos no meio aquatico, assim como o seu
comportamento e destino, constitui um dos problemas dos poluentes emergentes, que
ainda sdo pouco caracterizados e habitualmente liberados nos ecossistemas, sendo que
parte destes poluentes, como farmacos, produtos de uso pessoal, pesticidas e quimicos
industriais, ndo sao totalmente removidos das estagdes de tratamento de aguas residuais
(ETAR).Embora alguns desses fAirmacos e seus metabolitos possam ser parcialmente
removidos por meio da adsor¢do e degradagdo bidtica ou abidtica no meio ambiente,
muitos destes compostos sao recalcitrantes o que aumenta os riscos de contaminacao

( Munoz et al., 2006)

O aumento exponencial da concentragdo de produtos farmacéuticos e dos seus
metabolitos receberam especial atencao, especialmente como micropoluentes aquaticos
emergentes (Bedoya-Rios et al., 2018). Devido as inumeras atividades humanas pouco

sustentaveis, a sustentabilidade dos ecossistemas esta em perigo.

Os farmacos sdao constituidos por moléculas extremamente ativas
biologicamente, fato que associado a sua producdo em grande escala e ao aumento
exponencial do consumo por ano, tem suscitado interesse, sobre como a presenca destes
residuos afeta o meio onde ¢ descarregado, ou seja, as aguas residuais. Os produtos
farmacéuticos normalmente existem nas aguas residuais, devido a atividade humana ou
industrial. Geralmente apresentam tempo de vida elevado quando estas d4guas ndo sdo
tratadas e descarregadas no meio hidrico (Bedoya-Rios et al., 2018). Podendo permanecer
nas adguas destinadas ao consumo humano e entrar no ciclo urbano da agua e, portanto, na

cadeia alimentar tornando-se problematicos para a saide humana.

As estacOes de tratamento de aguas residuais (ETARs) sao consideradas a
principal fonte de entrada de farmacos no ambiente, uma vez que, retinem os residuos de
medicamentos que entram nas redes de drenagem municipais e hospitalares. Os farmacos
ndo sdo completamente removidos pelos processos de tratamento convencionais que sao
processos de lamas ativadas, leitos percoladores, lagoas deestabilizac¢do, entre outros das
ETARs. A complexidade quimica de cada composto faz com que a taxa de remogao de
farmacos varie, de composto para composto, apresentandoem alguns casos uma maior

resisténcia a degradagdo (Gracia-Flor et al., 2012).

Portanto, uma questdo emergente ¢ o desenvolvimento de processos que

promovam a remogdo efetiva dos compostos farmacéuticos, nomeadamente dos
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efluentes, a fim de diminuir a sua concentragdo no meio ambiente, reduzindo a exposi¢ao
ambiental dos seres vivos a este tipo de contaminantes. Neste contexto tém sido
desenvolvidos varios processos para remocao destes contaminantes, como as zonas
hamidas artificiais (ZHA) que envolve a utilizagdo de plantas aquaticas para a remocao
de contaminantes, sdo consideradas econémicas em comparagdo com outros tipos de

sistemas de tratamento de 4guas residuais.

1.1 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a eficiéncia de tratamento de
efluentes sintéticos com concentragoes de cafeina em aguas residuais em Zonas Humidas
Artificiais (ZHA), plantadas com Vetiveria zizanioides € com escoamento subsuperficial

vertical.

Como objetivos especificos o presente trabalho pretendeu:

a. Avaliar o comportamento dos leitos através de diferentes parametros fisico-
quimicos; como pH, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido e potencial
redox.

b. Estudar o efeito das diferentes concentragdes de cafeina na biomassa das plantas,
como magnésio e clorofila a, clorofila b e clorofila total verificar se o aumento

de concentragdo da cafeina interfere na remocao.

13



2. Fundamentacao Tedrica

A 4gua ¢ um dos recursos naturais mais imprescindiveis e importantes para o Homem,
mas o acesso a agua potavel em paises em desenvolvimento e a qualidade desta nos paises
industrializados tém atingido valores e propor¢des preocupantes. Apolui¢do de efluentes
domésticos, agricolas e industriais ¢ causada por uma variedade defatores e praticas de
origem humana que liberam poluentes organicos e inorganicos no meio ambiente (Mufioz

et al., 20006).

Vém sendo utilizados novas formas de tratamentos terciario com maior eficiéncia de
remog¢do de farmacos, mas alguns destes novos métodos envolvem altos custos de
constru¢do, manutencao e energia, como por exemplo processos de oxidagao avangados
que utilizam ultravioleta (UV), ultrafiltracdo ou perdxido de hidrogénio (He et al., 2016).

Apesar da eficacia de remoc¢ado de fArmacos associada a aplicacdo de tratamentos
terciarios, o seu elevado custo de execugdo, em alguns paises ndo seja tdo frequente a sua
utilizagdo, mas no continente europeu, a maioria das ET ARs compreende este tratamento

(Papageorgiou et al., 2016).

Sendo as dguas residuais um dos principais meios de transporte de farmacos para
o meio ambiente, a eficiéncia ¢ o bom funcionamento das ETARs diminuem a
contaminag¢ao ambiental, reduzindo o risco de estes estarem presentes nas aguas para

consumo humano (Abdel-Raouf et al., 2012).

Com os avangos tecnoldgicos as pesquisas cientificas tem conseguido alcangar
resultados significativos que anteriormente ndo se era possivel, um exemplo disto ¢ a
quantificagdo de micro poluentes em aguas residuais, sabe-se que a quantidade de
poluentes que ndo sdo totalmente removidos durante um processo de tratamento de aguas
residuais comum ¢ significativa, porem o processo de remog¢ao destes poluentes nao sao

acessiveis muitas vezes por serem caros € demandar muito tempo (Nivala et. al., 2019).

Os medicamentos estao se tornando um habito comum no cotidiano de quase todas
as pessoas € sdo vitais para a saude publica de todos os seres humanos. A expectativa
média de vida seria mais baixa (Roser et al., 2013), no qual a taxa de mortalidade infantil

era muito elevada e qualquer minima patologia podia levar a um desfecho fatal. Desde
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1900 que a expectativa de vida aumentou, muito devido aos avangos cientificos nos
diversos campos da medicina e a melhoria das condigdes de vida.

A utilizacdo em massa de medicamentos leva a diversos distirbios e impactos
ambientais associados ao seu uso. E necessario realizar avaliagdes de risco bem
estruturadas e completas sobre a presenca e o impacto que estes podem ter no meio
ambiente, de modo a conseguirmos cumprir a Diretiva-Quadro da Agua da Unido
Europeia (Robles- Molina et al., 2014).

Apesar da comunidade cientifica incidir cada vez mais o foco dos seus estudos
nos efeitos ecotoxicoldgicos associados a compostos farmacéuticos ativos no meio
ambiente pouco se sabe sobre seus efeitos a longo prazo nos ecossistemas aquaticos. Tém
sido identificados, cada vez mais, diferentes tipos de substancias ativas de farmacos no
meio ambiente, devido ao desenvolvimento e aprofundamento das metodologias
analiticas de detecao dos mesmos (Gonzalez-Rey et al., 2013).

Estima-se que haja um aumento exponencial do consumo de farmacos, ao longo
dos proximos anos. Isto deve-se muito ao aumento da expectativa de vida, a diminui¢do
do preco ¢ aumento de oferta de farmacos, que levara a uma populagdo cada vez mais
idosa, que necessitara de regimes terapéuticos diarios, que incluem muitas vezes cinco ou

mais medicamentos (Kiimmerer, 2018).

Com o crescimento constante das concentragdes de produtos farmacéuticos em
aguas residuais, devem ser implementadas cada vez mais medidas e mudancas na
legislagao em vigor. A titulo de exemplo, ndo existe legislacdo que limite a quantidade
de farmacos que, uma ETAR em Portugal, pode libertar para o meio ambiente, nem
existem estipulados limites maximos permitidos de farmacos em aguas superficiais,

como rios € em lagoas (Papageorgiou et al., 2016).

2.1. Farmacos no ambiente

A polui¢do ambiental causada por produtos quimicos produzidos para
medicamentos humanos e veterinarios geralmente nao deriva do seu processo de fabrico,
visto que as industrias farmacéuticas, na maioria dos casos, apresentam maneiras eficazes
para eliminar os seus residuos. Deve-se, contudo, ao seu uso globalizado e continuo ao
longo de vérios anos, a sua incorreta eliminagdo por parte dos utilizadores e as excregdes

bioldgicas dos seres vivos que os consomem (Jones et al., 2013).
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Um dos principais meios de entrada de farmacos nos recursos hidricos ¢ através
das secre¢des humanas, em que a maioria das doses administradas de alguns
medicamentos pode ser excretada totalmente inalterada. Além disto, os metabolitos
podem ser reconvertidos nas substancias por meio de acdes bacterianas (Jones et al.,
2013).

Existem varios tipos de 4guas residuais geradas pela sociedade e pelo modode vida,
tais como as aguas residuais domésticas, aguas provenientes de descartesindustriais. E,
as estagdes de tratamentos de dgua, acabam por gerar outros tipos de aguas contaminadas
que precisam de ser submetidas a tratamentos, como por exemploas dguas provenientes
das lavagens de filtros e equipamentos (Henze et al., 2018).

Os micropoluentes que nio sio removidos nas Esta¢des de Tratamento de Aguas
Residuais, no qual se inclui a cafeina, acabam entdo, por ser descarregados juntamente
com os efluentes tratados, contaminando os meios recetores hidricos. Assim, as
implicacdes resultantes da descarga dos compostos emergentes no ambiente aquatico
sugerem a imprescindivel necessidade de encontrar processos complementares ou

alternativos eficientes e economicamente viaveis (Dordio et al., 2017).

2.1.1. Cafeina

A cafeina ¢ considerada um sinalizador de contaminagdo pois, junto com outros
produtos farmacéuticos presentes nas aguas residuais, ¢ metabolizada e absorvida pelo
organismo humano de modo parcial e ¢ excretada nas fezese na urina, tendo como destino
o ambiente aquatico (Daneshvar et al., 2012). Esses compostos liberados em pequenas ¢
continuas concentragdes podem causar mudancgas e efeitos cronicos noecossistema, de
acordo com (Daughton et al., 1999).

A cafeina € um composto quimico largamente consumido em todo o mundo e
pertence ao grupo dos compostos lipidicos soliveis denominados purinas, quimicamente
conhecidos como 1,3,7, trimetilxantina (Figura 1). E classificado como um alcaloide e pode
ser encontrado naturalmente associado a outros compostos do mesmo grupo: a
paraxantina, a teofilina e a teobromina, diferenciados de acordo com a posi¢ao do grupo

metilo (Gongalves, 2008).
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Figura 1: Estrutura quimica da cafeina.
Fonte : (Frei, 2006).

A cafeina tem varias caracteristicas Uinicas importantes para um bom marcador
quimico de polui¢do. E altamente solivel em agua (13gL-"), volatilidadeinsignificante
e sua meia-vida ¢ de cerca de 10 anos (Buerge et al. 2006 ; Froehner e Martins 2008 ;
Chen et al. 2012 ). De acordo com Kurissery 2012 a concentragdode cafeina nao
apresentou nenhuma correlagdo significativa com parametros hidrolégicos, como
temperatura superficial da agua, pH ou oxigénio dissolvido, indicando sua estabilidade e
lento ritmo de degradacao.

FEla se encaixa no perfil de um bom marcador diretamente relacionado a
influéncias antropogénicas sem fontes biogénicas potenciais sendo ainda biodegradavel
(Siegener e Chen, 2002 ).

A degradagdo da cafeina ¢ mais favoravel em condi¢des aerdbias, ou seja, na
presenca de oxigénio. A maioria dos microrganismos e enzimas responsaveis pela
degradagdo da cafeina sdo aerdbios e requerem oxigénio para realizar as reagdes
bioquimicas envolvidas na quebra da molécula de cafeina. Em condigdes aerdbias, os
microrganismos utilizam a cafeina como fonte de carbono e energia, convertendo-a em
produtos de degradacdo mais simples. A cafeina ¢ metabolizada através de uma série de
etapas enzimaticas que levam a formagao de compostos como xantina, teobromina e acido
urico (Wilt et al., 2018).

Ja em condi¢des anaerdbias, na auséncia de oxigénio, a degradagdo da cafeina
pode ser mais limitada ou ocorrer em uma taxa mais lenta. Isso ocorre porque os
microrganismos anaerdbios tém vias metabolicas diferentes e podem nao possuir as
enzimas necessarias para degradar completamente a cafeina. A presenga de oxigénio

favorece a atividade dos microrganismos aerobios, que sdo mais eficientes na degradacao
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da cafeina. Portanto, condigdes aerdbias, com uma boa oxigenacdo do meio, sdo mais
propicias para a degradagdo eficiente da cafeina (Wilt et al., 2018).

O pH da agua pode ter um impacto na degradacdo da cafeina. A cafeina ¢ uma
substancia acida, e o pH da 4gua pode influenciar a sua estabilidade e velocidade de
degradacdo. Em condig¢des alcalinas (pH elevado), a cafeina tende a ser mais estavel e
pode ter uma taxa de degradagdo mais lenta. Isso ocorre porque a cafeina ¢ menos
propensa a reagir ou interagir com outras substancias em um ambiente alcalino (Al Bratty
etal., 2018).

J& em condi¢des acidas (pH baixo), a cafeina pode ser mais propensa a
degradacdo. Em um ambiente acido, as moléculas de cafeina podem ser mais facilmente
quebradas ou reagir com outras substancias presentes na agua, a degradacao da cafeina
nao depende exclusivamente do pH da agua. Outros fatores, como a presenca de
microrganismos degradadores, a temperatura e a concentracdo de cafeina, também
desempenham papéis importantes na velocidade e eficiéncia da degradagdo (Al Bratty et
al., 2018).

A cafeina, ¢ originada de produtos utilizados no dia a dia, que possuem
basicamente a mesma rota e vias de transporte no meio ambiente, ¢ encontrada em varias
espécies de plantas, alimentos, bebidas e faz parte da composicdo de medicamentos.
Devido ao consumo quase exclusivo por humanos, tem sido utilizada como marcador
quimico da contaminagdo de dguas superficiais por efluentes domésticos (Buerge et al.,
2003).

Estudos realizados por Chen (2008) demostraram que, a cafeina, quando presente
nas aguas em niveis elevados (300 mg.L-"),podem causar a morte de peixes embrides
como o peixe flaimula ou paulistinha, enquanto em exposi¢des a 150 mg.L=' foram
observadas ma formacgdes, afetando o desenvolvimento e diminuig¢do da capacidade de
locomogao. Além disso, Rosa (2018) observaram que o peixe-zebra exposto a altas
concentracdes de cafeina (200 mg.L""), também pode apresentar comportamento anormal
caracterizado por uma natacdao estranha na superficie da agua, diminuicdo da atividade

vertical e perda de postura, mobilizando-se com natagdo anomala para o fundo do tanque.

Santos-Silva (2018) avaliaram os efeitos na espécie Prochilodus lineatus, onde
se concluiu que exposicdes de cafeina podem interferir no mecanismo de
biotransformacao da espécie apds 168 horas de exposi¢do. Devido a seu alto consumo
pela populacdo em geral, sua alta solubilidade em 4gua, sendo adotada em vérios estudos
(Buerge et al., 2003; Sodre et al., 2010; Kurissery et al., 2012; Canela et al., 2014;
Gongalves et al, 2017).
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Na fitorremediacdo, a cafeina pode ser absorvida e metabolizada pelas plantas
que sdo usadas para remover poluentes do ambiente. A cafeina ¢ uma molécula organica
que contém nitrogénio, carbono, hidrogénio e oxigénio, e algumas plantas tém a

capacidade de degradar e utilizar compostos organicos como fonte de nutrientes.

As plantas absorvem a cafeina da dgua contaminada, elas podem realizar uma
série de processos metabolicos para decompor a molécula. A cafeina pode ser quebrada
em seus componentes basicos, como xantina, teobromina e acido urico, porenzimas
presentes nas plantas. Esses produtos de degradagdo podem ser posteriormente utilizados

como fonte de carbono e nitrogénio pelas plantas (Summers et al., 2014).

O processo de fitorremediagao para remogao da cafeina é um processo complexo
que pode variar dependendo da espécie de planta e das condi¢cdes ambientais. Algumas
plantas tém maior capacidade de metabolizar a cafeina do que outras. Além disso, fatores
como a concentragdo de cafeina na agua e a presenca de outras substancias podem
influenciar. As plantas usadas podem ajudar a reduzir a concentragdo de cafeina no
ambiente através de processos de absor¢do, metabolismo e degradacao da molécula

(Mocek-Plociciak et al., 2023).

2.2 Zonas Humidas Artificiais (ZHA)

As zonas humidas artificiais (ZHA) também conhecidas como “Constructed
Wetlands™ sdo sistemas artificiais de tratamento de dguas que consistemem bacias com
pouca profundidade ou canais nos quais sdo inseridas plantas aquaticas (macrofitas), estas
zonas com indices de humidade elevados sao habitadas por plantas com a capacidade de
crescerem em solos saturados e de lhes alterarem as propriedades, devido a ocorréncia de
um conjunto de operagdes fisicas, processos quimicos e biologicos(Kadlec e Wallace,
2008). Segundo Almeida (2011) o primeiro sistema a escala real iniciou o seu
funcionamento na década 1960s, desde entdo, esta tecnologia tem sido amplamente
utilizada com sucesso, como na Europa, nos Estados Unidos e na Australia. Estessistemas

sdo dimensionados e construidos com o objetivo de utilizar os processos naturaisque

envolvem as plantas, o solo e a sua interagdo com a comunidade microbiana presente,
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para desta forma proceder ao tratamento de efluentes de um modo controlado (Almeida,

2011).

2.2.1. Classificacao das ZHAs

Estes sistemas, podem ser classificados segundo o tipo de meio em que vivem
as plantas dominantes que as povoam. As macroéfitas como estas plantas sio chamadas
podem ser classificadas em trés categorias: emergentes, flutuantes (enraizadas ou ndo) e
submersas. Em termos operativos, podem ser classificadas pela forma como o efluente as
percorre, dividindo-se em sistemas de fluxo superficial (FS) e fluxo subsuperficial (FSS)

que poderd ser em movimento vertical ou horizontal ou como combinacdo de ambos

(hibrido) (Mavioso, 2010).

Nas ZHA de FS, os fluxos de dguas residuais passam através de uma bacia
superficial plantada com macrofitas emergentes e submersas (Figura2a). A aplicagdo mais
comum para os sistemas em FS € no tratamento avancado de efluentes urbanos, agricolas
e industriais, apos processos de tratamento secundario ou terciario. As ZHA em FS tém
uma elevada capacidade de suportar grandes variagoes de caudal, alimentagdo pulsada e
flutuagdes do nivel superficial de agua. Entretanto podem ter uma desvantagem, seus
sistemas em superficie livre sdo muito idénticos as zonas humidas naturais, por isso sao
atraidos por uma grande variedade de vida selvagem, ou seja, moluscos, peixes,anfibios,

répteis, aves e mamiferos.

Ja no FSS as plantas crescem enraizadas no enchimento, que ¢ preenchido com
cascalho, areia, ou substratos similares. Esta tltima categoria pode ser subdividida com
base na dire¢do do fluxo de 4gua, ou seja, fluxo horizontal ou vertical (Kadlec e Wallace,
2008; Almeida, 2011). Numa ZHA com FSS o efluente ¢ mantido abaixo da superficie
do solo, percorre lentamente o sistema através dos poros do substrato, até a saida. Durante
este percurso o liquido contacta com diversas zonas, com estados de oxidagdo diferentes,
zonas aerobias, andxicas e anaerobias (Vymazal, 2007). Dado que o efluente ndo esta em
contacto com a atmosfera, nestes sistemas ¢ menor a probabilidade de surgirem odores e

insetos e de ocorrer contato entre pessoas e a agua residual (Kadlec e Wallace, 2008).

A Figura 2 apresenta as ZHA com (a) fluxo superficial (FS), (b) fluxo sub
superficial horizontal (FSSH) e (c) fluxo subsuperficial vertical (FSSV).
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Figura 2 : ZHA para tratamento de dguas residuais: a) com Fluxo Superficial, b) com Fluxo Subsuperficial Horizontal, ¢) com
Fluxo Subsuperficial Vertical

Fonte (Vymazal, 2007)

Em sistemas FSSH o afluente entra préximo a superficie e percola na horizontal,
atravessando a matriz de enchimento e as raizes das plantas. A capacidade de transporte
de oxigénio ¢ insuficiente para garantir a decomposi¢do aerobia na rizosfera pelo que os
processos anoxicos e anaerobios desempenham um papel importante nas ZHA com

escoamento horizontal (Vymaza et al., 2017).

Por outro lado, as ZHA com FSSV a agua residual a tratar ¢ distribuida a superficie
e percola na vertical, infiltrando-se rapidamente, até ser recolhida inferiormente junto a
base do leito, podendo estar em sistemas paralelos de leitos ou em série. Isso explica por
que ¢ preferivel em climas mais quentes e regides aridas usar sistemas com menor tempo
de retencdo hidraulica (TRH), como os sistemas de fluxo vertical, assim diminuindo as
perdas de agua devido a evapotranspiragao, ou a perda de agua devido a evaporagdo do
aquoso na superficie e a transpiracdo da planta, que sio maiores neste tipo de clima, o

aquoso pode se tornar extremamente salino (Stottmeister et al., 2003).

Fundamentalmente, as ZHA sdo preenchidas com substrato ou matriz de suporte,
por onde passam as aguas residuais. Utiliza-se os atributos das macroéfitas para transferir
oxigénio do ambiente para os substratos que causam o crescimento microbiano ao redor
das raizes, formando biofilme que, por sua vez, promovem a quebra dos contaminantes

presentes nas aguas residuais (Almeida et al., 2011).
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2.2.2. Componentes das ZHAs

Os componentes essenciais das ZHA Subsuperficiais sdo a matriz de suporte, a
vegetacao e 0s microrganismos, que em conjunto sao os responsaveis pelos processos de

remoc¢ao de poluentes do sistema (Dordio et al., 2017).

2.2.2.1. Matriz de suporte

A vegetacdo dos leitos € suportada pela matriz de suporte, onde sdo fixados os
microrganismos, e esta ainda associada aos mecanismos fisicos e quimicos de tratamento.

Normalmente a escolha do substrato é feita com base em critérios economicos,
tipo de fluxo hidraulico e exigéncias de tratamento.

O material de enchimento pode ser natural como argila ou solo aravel, areia,
mistura de solos, cascalho, calcario lavado residuo mineral vegetal e outras combinagdes.
O meio de enchimento pode ser constituido por camadas de material, com varias
porosidades e granulometrias e deve apresentar uniformidade e porosidade e
condutividade hidraulica adequadas, pois estas caracteristicas podem afetar o escoamento
e o desempenho do sistema, dado que ocorrem no interior do leito processos fisico-
quimicos e microbioldgicos através dos quais a remocao de poluentes presentes na agua

residual é promovida (Almeida, 2011).

A escolha do material da matriz de suporte é extremamente importante para
leitos verticais escoamento de fluxo subsuperficial vertical, subterraneo porque afeta a
carga hidraulica aplicada e modula a taxa de transferéncia de oxigénio para o leito. As
caracteristicas do material de enchimento e a natureza do efluente a ser tratado podem
interferir no entupimento do leito. Portanto, € necessario escolher materiais que ndo
sejam propensos a entupimentos. Agregados leves de argila expandida apresentam
grande porosidade e condutividade hidraulica. Nestes materiais, a alta porosidade
associada a area superficial especifica permite-melhor desenvolvimento e imobilizacao

de biofilmes microbianos (Metcalf e Eddy, 2003; Lekang e Kleppe, 2000).
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2.2.2.2. Vegetacao

As plantas sao uma componente essencial das ZHA e contribuem diretamente para
a remocao/degradacdo de diversos tipos de poluentes presentes nos efluentes,
nomeadamente os xenobiodticos organicos, através de processos (Figura 3) como a
adsorcao, absor¢ao, acumulagdo, metabolizagao, volatilizacao, e exsudagao de enzimas

que ajudam na degradagdo de poluentes na rizosfera (Macek et al., 2000).

1.Fitoextragdo

2 Fitodegradagdo
3.Fitovolatilizagdo
4.Rizodegradagio

Figura 3 : Mecanismos de remog¢do de contaminantes das plantas
Fonte: (Overton et al., 2023).

Uma macrofita que vem sendo muito utilizada por (Almeida et al., 2022), ¢ a
Vetiveria Zizanioides no dominio do tratamento de dguas residuais, por ter uma densa
rigidez, o caule pode reduzir a velocidade do fluxo de dgua, aumentando o tempo de
retencao, aumentando a deposicdo de sedimentos e sedimentos vinculados a

contaminantes (por exemplo, metais pesados e alguns pesticidas).

A Vetiveria Zizanioides (Figura 4), possui caracteristicas especificas como:
grande resisténcia a variacoes de pH (de 3 e 10,5), e de temperatura (-10 e 60°C), que do
solo e a concentracdes elevadas de metais pesados (Truong et al., 2001) Outras atributos
que influenciam a sua utilizagdo sdo o seu método de propagacdovegetativa e o seu longo
sistema radicular. Estas plantas tém sistemas radiculares densos e finamente estruturados
que aumentam a estabilidade do canteiro, a absor¢do de nutrientes e fornecem um
ambiente que estimula os processos microbioldgicos da rizosfera (Cull, et al., 2000) e
(Trung et al., 2001)). E altamente tolerante nio sé as condigdes climaticas (Trung et al.,

2001), mas também a dgua contaminada com metais pesados (Xia, et al., 2000).
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E uma planta perene pertencente & familia Poaceae (gramneas), nativa da India,
cultivado em areas tropicais e subtropicais. Quando cultivada, tem a finalidade de extrair
das suas raizes um valioso 6leo essencial de consagrado uso na industria da perfumaria
(Mucciarelli, Bertea, Cozzo, Scannerini, & Gallino, 1998). Também pode ser usada na
alimentac¢do de animais herbivoros, contudo por causa do alto contetido em silica nas suas

folhas, ela nao é considerada interessante nessa area (Mucciarelli et al., 1998).

Figura 4 : Vetiveria Zizanioides
Fonte: ( Wong, 2005).

Porém ¢ perfeitamente adequada para a utilizagdo como vegetagdo tampao que
habitam as margens dos rios e servem como um filtro ecologico entre os campos agricolas
e os cursos de dgua e também como uma das espécies de plantas usadas nas ZHA (Cull
et al., 2000). A sua utilizacao no tratamento de efluentes ¢ um método eficiente e de baixo
custo (Trung et al., 2001). Como ela cresce rapidamente etem uma grande biomassa (Chiu
et al.,, 2005) produz normalmente 20-40 toneladas/ha/ano de peso seco (Vieritz et al.,
2003), suas folhasdevem ser aparados 2 a 3 vezes por ano, de maneira a continuar a
remover de maneira sustentavel os poluentes dos lixiviados (Xia et al., 2000). Em regides
temperadas ndo produz sementes o potencial para se tornar uma infestante ¢ reduzido
(Mucciarelli et al., 1998).

A sua atividade depende de numerosos fatores, entre eles a temperatura, o valor

de pH da 4gua, as condi¢des de oxigenacdo, macro € micronutrientes.
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2.2.2.3. Nutrientes

Os nutrientes sao adquiridos na pelas raizes através de absor¢@o. Este processo €
ainda auxiliado por bactérias fixadoras de azoto e por fungos micorrizas, que absorvem
nutrientes e agua do solo transferindo-os para as raizes.Designam-se de macronutrientes
os nutrientes que sdo necessarios ao crescimento e desenvolvimento das plantas em
quantidades elevadas e de micronutrientes os que, sendo também essenciais, sdo
necessarios, mas em pequenas quantidades podendo, inclusivamente, causar problemas
de toxicidade (Santos et al., 2010), (Veloso et al., 2022).

Para além do carbono, hidrogénio e oxigénio, existem seis elementos
considerados macronutrientes - nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre
em que as plantas requerem quantidades relativamente elevadas para crescerem e
desenvolverem. J4 os micronutrientes por serem necessarios as plantas em pequenas
quantidades, e ainda assim essenciais a uma nutri¢do adequada, neles inserem-se - ferro,

manganés, cobre, zinco, boro, molibdénio (Veloso et al., 2022).

2.2.2.4. Microrganismos

A comunidade microbiana, ¢ constituida principalmente por bactérias e fungos e
¢ responsavel pela remogdo da maior parte dos contaminantes presentes na agua. Os
contaminantes que passam pelo leito sdo removidos ou transformados por
microrganismos associados ao filtro e as raizes das plantas. (Brix et al., 2009). Nas raizes
e rizomas das plantas ou em materiais de enchimento, desenvolvem-se em biofilmes de
diversas formas, pois a presen¢a das plantas permite a presenga de gradientes de
oxigénio e a alternancia de microzonas com diferentes estados de oxigenagdo (Kadlec et
al., 2008).

Os processos microbianos que ocorrem na ZHA incluem uma série de reagdes de
hidrolise enzimatica ou a sintese de compostos organicos que convertem moléculas
organicas grandes em moléculas menores e facilmente degradaveis (Kadlec et al.,
1996), algumas das quais sao produzidas por enzimas presentes na ZHA produzidas por
microrganismos. Esses componentes enzimaticos sdo catalisadores poderosos, capazes
de alterar amplamente as propriedades estruturais e toxicoldgicas dos poluentes ou
mineralizar completamente as moléculas organicas em produtos inorganicos

inofensivos.
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(Gianfreda et al., 2004). Os contaminantes que passam pelo leito sdo removidos ou
transformados por microrganismos associados ao filtro e as raizes das plantas (Brix et
al., 1990).

Condi¢des ambientais favordveis (como sombra ou umidade) favorecem o
crescimento de microrganismos que iniciam a degradagdo de poluentes; também ¢
favorecido pela presenga de matéria vegetal em decomposicao, que ¢ fonte de matéria
orgdnica e nutrientes; e por fim, as plantas neste processo. As raizes fornecem nutrientes
aos microrganismos, tornando-se um ecossistema favoravel ao seu desenvolvimento,
sendo 0os microrganismos responsaveis por converter matéria organica complexa em
nutrientes disponiveis para assimilagdo pelas plantas. Durante este processo, varios
compostos e substancias complexas degradam-se em componentes simples com

toxicidade reduzida ou nula (Gianfreda et al., 2004).

2.3. Processos de remocao da cafeina

Nos ultimos anos, a tecnologia de plasma DBD tem sido utilizada como um sistema
eficaz para a remog¢do de contaminantes farmacéuticos nas ETARs (Magureanu et al.,
2015). Na tecnologia de plasma DBD, sdo utilizadas placas de eletrodos de descarga
separadas por uma barreira dielétrica, geralmente feita de quartzo (Reddy et al., 2014a).
A descarga na agua produziréd radiagao ultravioleta, campos elétricos elevados e ondas
de choque de sobrepressdao, e produzird substancias ativas como radicais hidroxila,
ozOnio, oxigénio atdomico, peroxido de hidrogénio e os radicais hidroperoxil causam
degradac¢do oxidativa de poluentes organicos na dgua (Al-Rajab et al., 2018); (Lin et
al., 2010); (Reddy et al., 2014);( Wang et al., 2017).

Bulger et al. (2003) relataram que 81-99,9% da cafeina foi removida de 4guas
residuais contendo baixas concentragdes de cafeina (7-73 pg/L) em estagdes de
tratamento de 4dguas residuais suigas, e analisaram a cafeina como aplicabilidade de
marcadores quimicos de contaminagao.

Sui et al. (2010) estudaram a remogao de 13 produtos farmacéuticos (incluindo
cafeina) de dguas residuais de quatro diferentes estacdes de tratamento de dguas residuais
em Pequim, China, e relataram taxas de remocdo de micro poluentes de

aproximadamente 12% a 100% usando ozonizac¢do e microfiltragdo/osmose reversa.
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Em outra publicacao, foi relatado que o uso da tecnologia de tratamento com
plasma DBD combinado com catalise remove 94% da cafeina de uma solu¢do aquosa
(50 mg/L) em um tempo de tratamento de 24 min (Wang et al., 2017). Além disso, foram
descritos varios métodos para biodegradar a cafeina com base em diferentes bactérias e
fungicas (Edwards et al. 2015; Gokulakrishnan et al. 2005).

No entanto, a maioria dos métodos existentes para remover a cafeina das aguas
residuais sofre de uma ou mais desvantagens, nomeadamente caro, demorado, baixa taxa
de remocdo de cafeina, degradagdo incompleta, elevado consumo de energia, utilizacao
de catalisadores, gases e solventes orgdnicos caros, processos toxicos e complexos.
Exemplos incluem extracdo com solvente e fluidos supercriticos. Portanto, ainda ¢
necessaria uma abordagem técnica e economicamente equilibrada para remover
potenciais poluentes organicos dos recursos hidricos e, assim, melhorar a qualidade de

vida. No presente trabalho, utilizamos a ZHA como técnica descontaminagao.

A ZHA ja ¢ uma técnica de descontaminagao em que se utilizam plantas para
remover poluentes do ambiente ou transforma-los em formas menos perigosas para os
seres vivos. O impacto ambiental e os custos de implementacdo sao inferiores aqueles dos
métodos fisicos e quimicos, além de ser uma técnica de facil implementagao (Almeida et

al., 2011).

De acordo com Negrio (2022), os mecanismos da fitorremedia¢do podem atuar
de forma direta na redug¢do e/ou remogdo de contaminantes através da absorc¢ao,
acumulag¢do ou metabolizacao nos tecidos da planta e pela mineraliza¢ao. Ou, podem atuar
de forma indireta através da extragdo ou através da atividade microbiana propiciada pela

presenga das plantas.
Processos para a remocao da cafeina

a) Adsor¢do: A cafeina pode ser adsorvida nas superficies da vegetacao das
zonas htimidas, tais como raizes, caules e folhas. Os tecidos vegetais
fornecem um meio para acafeina aderir, removendo-a efetivamente da agua.

(Quintero-Jaramillo et al., 2021).
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b) Filtragem: Os sistemas de raizes densas das plantas das zonas humidas atuam
como filtros naturais, retendo as particulas em suspensdo, incluindo as
moléculas de cafeina, a medida que a 4gua passa através delas. Este processo
de filtracdo ajuda a remover a cafeina da coluna de 4gua (Nazim Uddin et al.,

2017).

c) Degradagdo microbiana: As zonas himidas abrigam diversas comunidades
microbianas, incluindo bactérias e fungos, que podem decompor a cafeina
através de processos de degradacao biologica. Os microrganismos no solo e
na agua das zonas humidas metabolizam a cafeina, convertendo-a em

compostos mais simples que sdo menos nocivos (Baptista et al., 2018).

d) Diluicao e sedimentagdo: A medida que a agua se move através da zona
humida,as concentragdes de cafeina podem ser diluidas pela entrada de dgua
mais limpa ou pela mistura com outras fontes de agua. Além disso, as
moléculas de cafeina podem assentar e acumular-se nos sedimentos das
zonas himidas ao longo do tempo, removendo-as efetivamente da coluna de

agua (O'Geen et al., 2020).

2.4. Estudo aplicado ao tema de remocao de cafeina por ZHA

Os micropoluentes que ndo sao removidos nas ETARs convencionais, no qual se
inclui a cafeina, acabam entdo por ser descarregados juntamente com os efluentes tratados,
contaminando os meios recetores hidricos (Roque et al., 2009) e (Gromicho, et al., 2016).

Assim, as implicagdes resultantes da descarga dos compostos emergentes no
ambiente aquatico sugerem a imprescindivel necessidade de encontrar processos
complementares ou alternativos eficientes e economicamente vidveis (Araujo et al.,
2018).

Anteriormente (Zhang et. al., 2012), relataram a eficiéncia promissora das remocoes
de farmaco como a cafeina, como se pode observar na Tabela 1. As pesquisas
relatadas abaixo tiveram em considera¢do o tipo de tratamento utilizado, a espécie de

planta utilizada a matriz de suporte e a taxa de remocao, para cada poluente, obtida.

As taxas de remog¢ao encontradas neste estudo foram sempre acima dos 90%. Zhang
(2016), em sistemas plantados com Heliconia Rostrata, obtiveram eficiéncias superiores
a que obteve 97% de remocgao para cafeina concluiu que a utilizagdo de ZHA de Fluxo
vertical teve uma remo¢do maior do que a ZHA de Fluxo horizontal pois os sistemas

horizontais sdo conhecidos por possuirem teores limitados de oxigénio e os verticais,
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maiores condi¢des de oxigenagao (Cooper et. al., 2001), sendo assim os sistemas verticais

sdo mais utilizados.

Almeida et. al. (2022), num estudo sobre remoc¢ao de cafeina de efluentes atravésde
leito de macrofita de FSSV plantado com Vetiveria zizanioides,e tem uma diminuicao do
teor em clorofila a e total pela exposicdo das plantas a cafeina, mas, sem sinais de
amarelamento nas folhas, conseguindo uma percentagem de remocao do farmaco de 93%
aproximadamente.

Matamoros et. al. (2007) estudaram a remocgao de 13 contaminantes emergentes,em
ZHA de FSSV e comparam os resultados utilizando de areia como matriz de enchimento
onde a ZHA de fluxo vertical de utilizando brita grossa como matriz de enchimento foi
mais eficiente em termos de eficiéncia de remocdo para a maioria dos compostos
estudados, em comparagdo com outras ZHA a partir de outras configuragdes (ou seja,
fluxo horizontal subsuperficial) de areia ,atingindo cerca de 99% de remogao para cafeina.

Aratjo et. al. (2018) realizaram pesquisas tratando aguas residuais de um campus
universitario com ZHA de FSSV, onde o efluente era proveniente de fossa séptica. O
efluente apresentou compostos de cafeina e ibuprofeno e a remocao foi de 86 e 83% para
cafeina e ibuprofeno, respetivamente.

Melo et. al. (2022) verificou em sua pesquisa altas eficiéncias de remogao, variando
de 87 a 99% em FSSH, plantados com Phragmites Australise obteve uma boa remog¢ao

apesar das condi¢des anaerdbias do ambiente.
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Tabela 1: Remogdo de cafeina em ZHA com os diferentes sistemas operacionais conforme relatado na literatura publicada.

. Matriz de Planta . Taxa de .
Tipo de ZHA TRH enchimento utilizada Contaminante T Referéncia
FSSH 1 dia. Typha . 93% Zhang et al.,
Cascalho angustifolia Cafeina (2012)
FSSV 1 dia. . Scirpus , 93% Zhang et al.,
Areia validus Cafeina (2018)
Cascalho/ Heliconia , 0 .
FSSV 5 e 28 dias brita rostrata Caftina 97% Oliveira et
al., (2019)
FSSV 6 a23h Leca® Vetiveria Cafeina 93% Almeida et
NR10/20 | zizanioides al., (2022)
. . Oliveira et
. . o
FSSV 7 dias. Brltg e Ezchhgrma Cafeina 90% al., (2019)
areia crassipes
FSSV 7 dias. Britae Phragmites . o Matamoros et
areia australis Cafeina 99% al., (2007)
. Heliconia .
FSSV ;
I dia. Brita psittacorum Cafeina 86% Arazlzj(())leg.) al,
e Canna ssp
FSSH 1.36 dia. Brita Pennisetum Cafeina 99% Melo et. al.,
setaceum (2022)
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3. Materiais e Métodos

3.1. Instalacao piloto

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados trés leitos com escoamento em
fluxo subsuperficial vertical plantados com Vetiveria zizanioides, sendo a matriz de
suporte, aglomerados leves de argila expandida (Leca®NR 10/20), com area superficial

de 0,24m?, e denominados Leitol, Leito 2 e Leito 3. (Figura 5).

A alimentacdo foi efetuada com fluxo continuo a partir de um reservatorio de 125
L,a distribui¢ao do efluente foi a superficie, com dispersores equidistantes, com o auxilio
de uma bomba Eheim-1250 (Deizisan, Alemanha) percolando verticalmente, o efluente

final foi recolhido a partir de uma torneira adaptada a cada leito.

Figura 5 : Esquema da instalagdo piloto, com o efluente de entrada e saida (leitos 1 e 2 alimentados com
cafeina e 0 3 como branco).

3.2. Ensaio experimental

Os reagentes utilizados no estudo estdo descritos a seguir, estes foram utilizados
para nutricao das plantas e andlises fisico-quimicas durante o trabalho.

Os leitos foram alimentados com uma solugdo de meio mineral (28 mg:dm—2
CaCly, 52mg-dm— MgS04.7H,0, 12 mg-dm—3 KH,POs, 11,2 mg-dm—2 K;SOs, 0,8
mg-dm—3 CuCl.2H0, 0,18 mg-dm— MnCl».4H,0, 0,08 mg-:dm—3? ZnCl,, 1,7 mg-dm—3
FeS04.7H,0), e procedeu-se a adi¢do de uma fonte deazoto tendo sido utilizado sulfato de

amonio e cloreto de amoénio (~ 130 mg/L de N-NH4"). Foram
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adicionadas as concentrac¢des de cafeina crescentes de 0,5; 1,0; 1,5 no leito 1 ¢ 2,0; 2,5;
3,0 no leito 2.

3.3. Monitorizaciao geral do sistema

A alimentacao dos leitos foi dividida em trés ensaios diferentes ao longo de um
periodo de 6 semanas. A concentracdo de cafeina foi aumentada em 0,5 mg/L a cada fase.
Na Tabela 2 ¢ apresentada uma visdo geral do processo. Todas as segundas, quartas e
sextas-feiras, as aguas residuais sintéticas nos reservatorios de alimentagcdo foram
renovadas com uma nova solu¢gdo com a mesma concentracdo para essa fase da

experiéncia.

Tabela 2: Desenho experimental para alimentacdo dos leitos com cafeina.

Ensaios Concentragdo de Carga Hidraulica | Concentracoes de
Cafeina (L-m—*d—") N-NH;" mg/L
(mg-L—)
ensaio 1 0,5 202 +1
Leito
] ensaio 2 1 213+£3
ensaio 3 1,5 203 +4
ensaio 1 2 171 +£3
Leito
5 ensaio 2 2,5 182+3 130
ensaio 3 3 205+3
ensaio 1 0 187 + 4
Leito
3 ensaio 2 0 207 +4
ensaio 3 0 212+2

(Média + Desvio-padrao)

Os parametros estudados e os equipamentos utilizados estdo apresentados abaixo na

Tabela 3.
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Tabela 3: Parametros e métodos de analise da agua.

Parametros Método de analise/ equipamento

pH

Oxigénio dissolvido

Condutividade eléctrica Sonda multiparamétrica (HI9829 HANNA)

Potencial Redox

3.4. Monitorizacao e Amostragem

O sistema foi monitorizado através da observagdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas.

A temperatura média do ar foi 27,7 °C medida com um termometro colocado
numa parede junto as ZHAs. No inicio de cada ensaio era medido o caudal de alimentacao
e de saida dos leitos. As medigdes de caudal, foram efetuadas manualmente, com proveta
graduada numa torneira colocada a entrada de cada ZHA e no sifao de saida dos liquidos,
com auxilio de um cronémetro.

As amostras foram recolhidas na entrada e saida de cada um dos leitos. Estas
amostras foram transportadas para o laboratério e analisadas imediatamente pela sonda
multiparamétrica (HI9829 HANNA) para determinacao de pH, condutividade elétrica,
potencial redox, oxigénio dissolvido.

Para quantificagdo da cafeina, quando ndo foi possivel analisalas de imediato,

foram armazenadas as aliquotas e conservadas a -4°C.
O teor de clorofila a, clorofila b e total nas folhas, foi analisado de acordo com a
metodologia de Lichtenthaler (1987). As amostras das plantas que foram recolhidas ao
longo da experiéncia foram cortadas cerca de 20 cm acima do nivel do solo e divididas
em 4 partes, posteriormente colocadas em sacos plasticos e depois armazenadas a -80 °C
até a realizacdo das analises.

As amostras foram tratadas para andlise em HPLC/MS. Utilizou-se 200 ml da

amostra que foram ajustados para um pH de 2 com &cido cloridrico de acordo
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com Paiga P. et. al. (2015). Os cartuchos foram acondicionados com 10 ml de Hexano
com auxilio de uma bomba a vacuo (Fig. 6), em seguida foram adicionados 7,5 ml de
metanol e 7,5 ml de 4gua ultrapura. Deixou-se em repouso 1 hora, para que o cartucho
secasse, ¢ procedeu-se a eluicdo do analito com 5 ml de solvente (acetonitrilo) e em
seguida levou-se a secura com azoto liquido.

Transferiu-se a solu¢do de acetonitrilo com cafeina para um vial (2ml), com
auxilio de uma seringa que passa primeiro por um filtro de PTFE de 0,2 micro e analisado
no HPLC. Foram utilizados 0,2 ul de analitico em cada corrida de HPLC, na Figura 7 esta

apresentado o esquema ilustrativo.

Figura 6 : Equipamento para extra¢do por fase sélida.

» Tl 2

Cafeira
.I =

Figura 7: Processo ilustrativo da amostra do efluente tratada no SPE e analisada no HPLC/MS.

As concentragdes de cafeina foram determinadas com um HPLC acoplado a

cromatografo de massa LCQ Fleet.
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As amostras preparadas foram injetadas utilizando um método adequado para este
estudo. Com 0,25 pl de amostra em modo isocratico como fase moével utilizou-se
acetonitrilo: agua MilliQ na razdo 40:60. A determinagao foi efetuada sob comprimentos
de onda UV de 272 nm, com coluna cromatografica do tipo C18 fase reversa (150 mm x
4,6 mm, 5 um) uma vazio de 0,100 mL.min"!, com tempo de corrida de 20 minutos e

temperatura do forno da coluna a 25°C.

3.5 Analise e tratamento de dados

Os resultados obtidos durante a pesquisa foram tratados e analisados no programa
no Microsoft Excel 2013. Em todas as figuras foram utilizados os respetivos valores

médios e desvio padrao (média + o).

4 Resultados e Discussao

4.1.Caraterizacao e composicao da biomassa foliar

O estudo da biomassa vegetal nos leitos teve como objetivo efetuar determinagdes
como: Magnésio; Clorofila a, b e totais. Tendo como objetivo observar se a planta sofreu
alteracdes com a influéncia da cafeina.

Os resultados obtidos encontram-se descritos nos proximos subtitulos.

4.1.2 Concentracio de Magnésio (Mg)

O magnésio ¢ um macronutriente secundario utilizado pelas plantas, sendo crucial
para a formagao da clorofila, a substancia responsavel pela absor¢ao de luz e transferéncia
de energia na fotossintese. Sem o magnésio, as plantas teriam dificuldade para produzir
seu proprio alimento e crescer adequadamente. Sendo primordial para o sistema radicular
das plantas, auxiliando na formagdo de raizes que ajudam no aumento da produtividade
(Veloso et al., 2022)

Segundo Yousaf et al., (2021), o ciclo do magnésio nas zonas himidas artificiais
estd intimamente ligado a dindmica dos nutrientes e a produtividade global do
ecossistema. A disponibilidade de magnésio pode influenciar o crescimento e o
desenvolvimento da vegetacdo das zonas humidas. O magnésio faz parte da estrutura da
molécula de clorofila, para além de desempenhar outras fungdes essenciais ao
crescimento e desenvolvimento das espécies vegetais. Tal como outros macronutrientes,

¢ movel no interior da planta, pelo que os sintomas de deficiéncia geralmente surgem, em
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primeiro lugar, nas folhas mais velhas (Veloso et al., 2022).
A Fig. 8, demostra demostra a concentragdo se magnésio na planta que o leito 2 e
3 apresentam comportamentos semelhante, ja no leito 1 verifica-se uma alteragdo maior

em relacdo aos outros leitos. Podendo concluir que a cafeina ndo teve influéncia no

magneésio.
60,0 I
50,0 I I
< 40,0
3 | [
E 30,0 I I
20,0 I
10,0
— amad ] — e - -
8 BB &b ) 3 B = b o I 2 S
0,0 5 E E E 5 E E E 5 5 5 5
& wy = uny o =) wny = & & &5 &
5 £ £ = 5 £ = £
= o = = = = = =
a3 3 3 3 4] 3
Leito 1 Leito 2 Leito 3

Figura 8 : Concentragdo de magnésio na planta nos leitos 1, 2 e 3,

Segundo Veloso et al., (2022) o magnésio estd diretamente ligada a clorofila, este
dado pode ser comprovado pelas Figuras 9,10 e 11 apesar destes valores , ndo
foram identificados sinais de amarelamento nas folhas das plantas,, que podem identificar

toxicidade.

4.1.3 Teor de clorofilas a, b e total.

As clorofilas a e b sao essenciais para a fotossintese, uma vez que captam a energia
da luz e iniciam a conversdo de dioxido de carbono e d4gua em glucose e oxigénio.Assim, a
presenga e abundancia de clorofilas nas zonas hiimidas artificiais sdo indicativas da
atividade fotossintética e da produtividade global das plantas Yousafetal., (2021),

Segundo Mamun et al., (2021), estratégias como a gestdo de nutrientes, controlo
do fluxo de dgua e gestao de plantas (por exemplo, colheita ou remocao de biomassa
vegetal excessiva) podem ser implementadas para regular os niveis de clorofila e prevenir

efeitos indesejaveis como o crescimento excessivo de algas.
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Figura 9 : Concentragdo de clorofila a na planta nos leitos 1, 2 e 3, em fung¢do da concentragdo de cafeina aplicada.
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Figura 11: Concentragdo de clorofila total na planta nos leitos 1, 2 e 3, em fungdo da concentragdo de cafeina
aplicada.

Pode ser observada uma tendéncia de diminui¢cao dos valores de clorofila a, b ¢
total para todos os leitos, observa-se que na primeira concentragao com 0,5 mg/L no leito
1 e 2,0 mg /I no leito 2 de cafeina aplicada os valores de clorofila mantém préximo ao
inicial sem a aplicagao da cafeina. Apos este periodo e com o aumento da concentragao
de cafeina no leito os resultados de clorofila diminuem. Este comportamento foi
observado em todos os leitos inclusive no branco, o que se leva a concluir que a medida
que o tempo vai se passando as plantas vdo diminuindo a concentragdo de clorofila
naturalmente por adapta¢@o ao meio ou outro fator ambiental, podendo este fator ndo estar
ligado a contaminag@o do leito pelo fArmaco.

Outro fator ¢ um indicador do processo de envelhecimento, estresse e danos a
planta e ao aparelho fotossintético, que € expresso pela quebra mais rapida de Clorofila.
As folhas tornam-se mais verde-amareladas e exibem valores mesmo tao baixos quanto

2,5 a 3,0 a medida que a processo de envelhecimento progride.Esta analise ¢ feita segundo

Lichtenthaler H.K. (1987).
4.2. Caracterizacio fisico-quimica das amostras de efluente e afluente
dos leitos

Foi medido o caudal de alimentagdo dos leitos de entrada ¢ saida de cada um dos
leitos, através de uma proveta graduada e com o auxilio de um cronémetro todos os dias

em que os ensaios decorreram.
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4.2.1. pH

O pH ¢ um dos parametros que deve ser monitorizado em ZHA pois afeta a
capacidade de adsor¢do dos materiais utilizados como matriz e também interfere no
desenvolvimento dos microrganismos e plantas presentes no leito, devido aos processos
que ocorrem no interior do leito (Kadlec et al., 2009); (Wu et al., 2015).

Os pH em ZHA sdo cruciais para manter as fungdes ecologicas desejadas. A
monitorizagao regular do pH, juntamente com outros parametros de qualidade da agua.

As Figuras 12, 13 e 14 apresentam os resultados de pH obtidos para os leitos 1, 2

e3.
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Figura 12: Valores de pH da agua, para a entrada (E) e para a saida (S) dos respetivos leitos (leito 1 cafeina).
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Figura 13: Valores de pH da dgua, para a entrada (E) e para a saida (S) dos respetivos leitos (leito 2 cafeina),
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Figura 14: Valores de pH da dagua, para a entrada (E) e para a saida (S) dos respetivos leitos (leito 3 branco)

Pode observar-se das figuras, 12, 13 e 14 que pH apresentou um decréscimo a

saida de cada um dos leitos, em todos os ensaios 1, 2 e 3.

4.2.2. Condutividade elétrica

AsFiguras 15,16 e 17 apresentam os resultados médios obtidos na condutividade
elétrica(CE) medidos no efluente e afluente de cada um dos leitos.

A CE pode indicar indiretamente a presenca de nutrientes dissolvidos, que sdo
essenciais para o crescimento das plantas e para a produtividade do ecossistema. A
monitorizagdo dos niveis de CE pode ajudar a avaliar a disponibilidade de nutrientes e
potenciais desequilibrios que podem afetar o crescimento das plantas e a qualidade da
agua.

Para todas as amostras a condutividade elétrica quando comparado a entrada (E)
e a saida (S) observando o desvio padrao os valores de cafeina em cada ensaio, ndo

apresenta uma grande variagao.
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Figura 15: Valores de condutividade da dgua para a entrada (E) e para a saida (S) leito 1 cafeina.
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Figura 16: Valores de condutividade da dagua para a entrada (E) e para a saida (S) do leito 2 cafeina.
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Figura 17: Valores de condutividade da agua para a entrada (E) e para a saida (S) do leito 3 branco.



4.2.3. Oxigénio dissolvido

O oxigénio dissolvido (OD) ¢é definido como o oxigénio presente numa
determinada amostra de agua. As ZHA recebem oxigénio de duas fontes primarias: a
difusdo do oxigénio atmosférico através das plantas e no caso dos sistemas verticais,
devido ao escoamento do efluente e ao espagamento da matriz de suporte, e a produgio
fotossintética de oxigénio. A taxa de consumo nas zonas humidas ¢ determinada por
fatores como a atividade microbiana, a decomposi¢ao de matéria organica e a respiragao
de plantas. O equilibrio entre as fontese as necessidades de oxigénio afetam os niveis de
OD na zona hiimida( Gizinska-Gorna et al., 2020).

Pode-se observar nas Fig. 18, 19 e 20 que na primeira etapa onde as concentragdes
de cafeina foram de 0,5 e 2,0 do experimento a diminui¢do de OD foi um pouco maior,

este resultado pode estar relacionado com a adaptacao dos microrganismos € sua interagao

nos leitos.
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Figura 18: Valores de oxigénio dissolvido da dagua para a entrada (E) e para a saida (S) ds leito 1 cafeina.
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Figura 19: Valores de oxigénio dissolvido da agua para a entrada (E) e para a saida (S) do leito 2 cafeina.
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Figura 20: Valores de oxigénio dissolvido da agua para a entrada (E) e para a saida (S) leito 3 branco.

4.2.4. Potencial redox

O potencial redox (Eh) ¢ um parametro utilizado para definir o tipo de ambiente
existente, no que respeita as condi¢des de oxidagdo: valores de potencial redox superior a 300
mV sdo indicativos de condigdes aerdbias, enquanto valores inferiores a -100 mV
correspondem a condigdes anaerobias (Behum etal., 2011). Foramavaliados o Eh das aguas

na entrada e saida as Figuras 21, 22 e 23 apresentam os resultados.
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21: Valores de potencial redox da agua para a entrada (E) e para a saida (S) do leito 1 cafeina.
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Figura 22: Valores de potencial redox da dgua para a entrada (E) e para a saida (S) do leito 2 cafeina.
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Figura 23: Valores de potencial redox da agua para a entrada (E) e para a saida (S) do leito 3 branco,
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Pode-se observar pelos graficos que as condigdes dos leitos sdo aerdbias, mas

muitas altera¢des nas entradas e saidas.
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A auséncia de alteragdes significativas no potencial redox pode ser relacionada
com a remogdo da cafeina da agua que pode nao resultar em alteragdes significativas,

contribuindo ainda mais para a estabilidade do potencial redox.

4.3. Cafeina

Osresultados encontrados a partir da quantificacdo da cafeina, estdo apresentados

na Figura 24.

A cafeina por ser altamente soluvel em dgua, geralmente € encontrada em maiores
concentracdes em matrizes aquaticas. Supondo que seja removido por degradagdo
microbiana ou processos realizados pelas plantas, tende a ser eliminada mais rapidamente
no verao do que no inverno (Zhang et al., 2018), que ¢ o caso da regido em estudo com

temperatura média de 27,7 °C.

Como anteriormente referido foram alimentados os leitos com concentragdes de
cafeinas crescentes por um periodo de 6 semanas. A cafeina foi quantificada e analisada

no afluente e no efluente.
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Figura 24 : Analise de concentragdo de cafeina do leito le leito 2 em cada ensaio com concentragées de 0,5;1,0; 1,5 ¢ 2,0, 2,5 e 3,0 mg/L
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A eficiéncia de remog¢do média para o Leito 1 foi de 70+£1% e para o Leito 2 foi de
93+1%. Estes valores sdo inferiores aos apresentados na literatura por alguns autores
como Zhang et al. (2018), Hijosa-Valsero et al. (2010) e Matamoros et al. (2009), com
médias que variaram entre 95 % a 99 % para leitos do mesmo tipo aos utilizados neste
trabalho. Tais diferengas de eficiéncia de remog¢do média de cafeina podem ser
relacionadas ao numero das plantas que foram utilizadas nos experimentos e
principalmente ao tempo de retenc¢do hidraulico, uma vez que, tanto Hijosa-Valsero et al.
2010) e Matamoros et al. (2009), utilizaram maior nimero de plantas e obtiveram tempos
de retencao hidraulicos superiores aos utilizados neste trabalho.

Jalowski et al, (2021) obtiveram eficiéncias de remocao de 69 + 2 %, valor inferior
aos encontrados nos estudos, sua justificativa foi que a cafeina pode ter sido removida
através da assimilacdo pela biomassa vegetal, nomeadamente as raizes e a parte aérea. No
entanto, apenas se determinou a cafeina presente nas folhas das plantas, sem avaliagao das
raizes ou matriz de suporte.

Quando analisamos estudos por comparagao observamos que Zhang et al., (2017),
comparou os sistemas de fluxo vertical e fluxo horizontal para remoc¢ao de cafeina e
conclui que o sistema de fluxo vertical usado na pesquisa € melhor pois contém melhores
condi¢des de oxigenacdo do leito o que facilita a remocdo da cafeina Os resultados
apresentados nas Figuras 19, 20 e 21, demostram uma diminui¢do do OD validando a

hipdtese que a cafeina interage com oxigénio nos leitos para sua remogao.

Matamoros et al (2007) conseguiu uma remoc¢ao a cerca de 99% para cafeina
utilizando brita grossa como matriz de suporte em comparac¢ao com os aglomerados leves
de argila expandida (Leca®NR 10/20). Em comparagio com o trabalho apresentado pode-
se dizer que os dois métodos de enchimento conseguem atingir altos niveis de remogao
de cafeina sendo eficazes.

Oliveira et al (2019) utilizou Heliconia Rostrata como macrofita em comparagao
aos estudos realizados nessa pesquisa onde foram utilizadas a Vetiveria Zizanioides como

macrofitas, observou-se nos dois estudos uma remocgao acima de 90% de cafeina.
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5. Conclusao

Os resultados obtidos nos leitos mostraram uma eficiéncia de remogao de:

e 70% quando as concentra¢des de cafeina foram de 0,5 a 1,5 mg/L
e 93% quando as concentragdes de cafeina foram de 2,0 a 3,0 mg/L

Verificou-se que o aumento da concentragdo de cafeina nos leitos 1 e 2 ndo
interferiu nos resultados fisico-quimicos estudados como: pH, condutividade elétrica,
oxigénio dissolvido e potencial redox, devido aos resultados semelhantes obtidos no leito
3 branco.

As variagdes ocorridas nestes parametros foram eventualmente causadas pela
presenga de azoto amoniacal aproximadamente de 130 mg/L na alimentagdo de todos os
leitos.

Por outro lado, a presenga de azoto em concentragdes elevadas parece nao
interferir nas remocgdes de cafeina uma vez que se alcangou altas eficiéncias de remocao.

Nao se verificou situagdes de estresse na biomassa comprovadas pelos célculos da
razdo entre a clorofila a e b e totais.

Sugere-se para trabalhos futuros uma maior abordagem no estudo das plantas,
com analises aplicadas a morfologia, seu comportamento e seu desenvolvimento com
concentracdes elevadas de cafeina, e que possam fornecer dados sobre os valores de

cafeina nas folhas das plantas.
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