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Évora 2025



A dissertação foi objeto de apreciação e discussão pública pelo seguinte júri nomeado pelo Diretor
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I 
 

Resumo 
 

A contaminação de águas por fármacos é uma preocupação ambiental que tem 

motivado a procura de tecnologias, como os leitos construídos de macrófitas (LCMs), 

com maior eficiência na remoção destes poluentes a custos acessíveis. Apesar dos 

resultados promissores, existe margem para otimização destes sistemas. Neste trabalho 

estudaram-se alguns componentes de LCMs (materiais para matriz de suporte e 

microrganismos) contribuindo para a otimização de microcosmos de LCMs para a 

remoção de fármacos como carbamazepina e ibuprofeno de águas contaminadas. 

Granulados de cortiça expandida estudados neste trabalho demonstraram 

capacidade de adsorção dos fármacos estudados. Contudo, a sua adição à matriz 

vermiculite+LECA anteriormente testada, não mostrou um aumento significativo da sua 

performance. 

Estudou-se também o crescimento do Bacillus subtilis num meio contendo 

fármacos e sua capacidade para os remover. Verificou-se que o crescimento está 

fortemente associado à capacidade de remover fármacos, sendo a adição de glucose o 

principal fator de estímulo do crescimento. 

 

Palavras-chave: carbamazepina, ibuprofeno, LCM, granulado de cortiça, Bacillus 

subtilis 

 

 

 

 

 

 

 

 



II 
 

Preliminary assays for the optimization of Constructed Wetlands 

Systems for Carbamazepine and Ibuprofen removal 

 

Abstract 

 

Water contamination with pharmaceuticals is an environmental concern that has 

driven the search for technologies, such as constructed wetland systems (CWS), with 

higher efficiency in removing these pollutants at accessible costs. Despite promising 

results, there is still room for optimization of these systems. This study investigated 

certain components of CWS (support matrix materials and microorganisms) contributing 

to the optimization of CWS microcosms for removal of pharmaceuticals such as 

carbamazepine and ibuprofen from contaminated waters. 

Expanded cork granules studied in this work showed some capacity for adsorption 

of the studied pharmaceuticals. However, their addition to the previously tested 

vermiculite+LECA matrix did not show a significant increase in performance. 

The growth of Bacillus subtilis in a medium containing pharmaceuticals and its 

ability to remove them was also studied. It was found that the capacity to remove 

pharmaceuticals is strongly associated with bacterial growth, with glucose being the main 

factor for stimulating growth. 

 

Keywords: carbamazepine, ibuprofen, CWS, cork granules, Bacillus subtilis 
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1.1. Problemática 

 

Este estudo aborda um dos principais problemas ambientais da atualidade: a 

presença de compostos farmacêuticos e dos seus metabolitos no meio ambiente. Apesar 

dos fármacos serem um recurso importante e benéfico para a saúde humana, a sua 

libertação no meio ambiente, mesmo que em concentrações baixas (ng/L – μg/L), causa 

impactos negativos nos meios recetores hídricos e, consequentemente, na qualidade da 

água potável, podendo originar, a longo prazo, efeitos nocivos nos ecossistemas aquáticos 

e criando um risco para a saúde humana e animal.  

As estações de tratamento de águas residuais (ETARs), que são empregues para a 

remoção de poluentes convencionais das águas residuais, não são, no entanto, totalmente 

eficientes na remoção de micropoluentes como os fármacos, uma vez que não foram 

projetadas com esse objetivo. Assim, tem-se procurado cada vez mais estudar processos 

alternativos ou complementares de tratamento de águas residuais que permitam melhorar 

a remoção deste tipo de poluentes, dando-se preferência aos sistemas de baixo custo e que 

não originem compostos com toxicidade igual ou superior. 

Os leitos construídos de macrófitas (LCMs) são um dos sistemas de tratamento que 

mais se têm mostrado eficientes na remoção de vários fármacos. O tratamento das águas 

contaminadas é obtido através de vários processos físicos, químicos e biológicos 

resultantes da ação de plantas, juntamente com microrganismos e componentes da matriz 

de suporte. A eficiência deste tipo de sistemas pode ser melhorada selecionando 

cuidadosamente os componentes principais do sistema (plantas, matriz de suporte e 

população microbiana) de modo a otimizar o papel desempenhado por cada um e, assim, 

maximizar a remoção alcançada globalmente. De modo a conseguir uma seleção mais 

criteriosa e bem informada, é muito importante conhecer os processos envolvidos na 

remoção dos fármacos nos LCMs bem como caracterizar diversas opções para os 

componentes e a forma como influenciam as remoções dos poluentes. 
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1.2. Objetivos 

 

O objetivo principal deste trabalho foi contribuir para a otimização da eficiência de 

microcosmos de Leitos Construídos de Macrófitas (LCMs) na remoção de dois fármacos, 

carbamazepina e ibuprofeno, de uma solução aquosa dopada com uma mistura de vários 

fármacos. Os microcosmos a melhorar são inicialmente compostos por uma matriz de 

suporte constituída por uma mistura de agregados de argila expandida LECA 2/4 e 

vermiculite esfoliada 3 e plantado com a macrófita Typha spp. Para tal, foram 

considerados os seguintes objetivos específicos: 

• Otimização e validação do método analítico para a quantificação dos fármacos 

estudados em solução aquosa por cromatografia líquida de alta eficiência (High 

Performance Liquid Chromatography, HPLC) com deteção por UV-Vis; 

• Estudo de um material sustentável, nomeadamente granulados de cortiça 

expandida, com o objetivo de incorporar na matriz de suporte do microcosmos, 

constituída por uma mistura de LECA 2/4 e vermiculite 3 de modo a melhorar a 

sua capacidade em remover os fármacos estudados. Caracterização cinética dos 

principais processos envolvidos na remoção da carbamazepina e do ibuprofeno; 

• Otimização da composição e estratificação da nova matriz de suporte e avaliação 

da capacidade de adsorção desta relativamente aos fármacos em estudo; 

• Otimização das condições de crescimento da bactéria do género Bacillus em meio 

de cultura líquido; 

• Caracterização da curva de crescimento em descontínuo da bactéria e 

determinação dos parâmetros cinéticos de crescimento; 

• Avaliação do potencial da bactéria (Bacilus subtilis) para remover a 

carbamazepina e o ibuprofeno em meio líquido; 

• Avaliação dos possíveis efeitos na curva de crescimento da bactéria e nos 

parâmetros cinéticos provocados pela sua exposição aos fármacos; 

• Avaliação da suscetibilidade da carbamazepina e do ibuprofeno sofrerem outros 

processos abióticos que possam contribuir para a sua remoção, como a 

fotodegradação. 
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1.3. Revisão bibliográfica 

1.3.1.  Poluentes emergentes – uma problemática ambiental atual 

 

A água é um dos recursos mais importantes para todos os seres vivos na Terra e o 

crescimento contínuo da população mundial levou a um aumento da necessidade da sua 

utilização para vários fins, sejam eles, domésticos, agrícolas ou industriais. Esta utilização 

intensiva da água resulta numa produção notável de águas residuais que, na maioria das 

vezes, acabam por ser libertadas diretamente no ambiente. Assim, a manutenção deste 

recurso é uma exigência para um futuro onde o bem-estar dos seres vivos e dos 

ecossistemas deve ser garantido (Gorito et al., 2017; Rathi et al., 2021).  

As substâncias químicas provenientes da atividade humana, como o uso de 

pesticidas na agricultura, compostos industriais e produtos farmacêuticos, têm 

contribuído globalmente para a contaminação dos sistemas aquáticos. Muitas dessas 

substâncias são classificadas como poluentes emergentes (PEs), definidos como 

contaminantes de origem diversa, que podem incluir produtos farmacêuticos, hormonas, 

pesticidas, produtos de higiene pessoal, detergentes e desinfetantes, entre outros, e que 

não são completamente removidos pelos sistemas tradicionais de tratamento de águas. 

Embora anteriormente não monitorados ou regulados de forma rigorosa, esses poluentes 

têm sido cada vez mais associados a impactos negativos no meio ambiente, especialmente 

em ecossistemas aquáticos, solos e na saúde humana (Ansari et al., 2020; Kumar et al., 

2020; Quesada et al., 2019; Tang et al., 2019; Vasilachi et al., 2021). 

 

1.3.2.  Ocorrência e impacto dos fármacos no meio ambiente 

 

Atualmente, o desenvolvimento e a melhoria da tecnologia permitiram a produção 

de uma maior diversidade e quantidade de compostos farmacêuticos. Com o aumento da 

produção destas substâncias bem como o seu consumo, a introdução das mesmas no meio 

ambiente tem vindo a aumentar de forma exponencial nos últimos anos tornando-se, 

assim, uma preocupação científica e pública (Adeleye et al., 2022; Ansari et al., 2020; 

Bilal et al., 2020; Fernandes et al., 2020). Devido à importância deste problema, vários 

estudos têm sido realizados de modo a compreender a origem e o destino destes poluentes 

emergentes. 
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Estes poluentes são encontrados no meio aquático em baixas concentrações (µg/L 

e ng/L), nomeadamente na água do mar, subterrânea, superficial e água potável (Paíga et 

al., 2019; Palma et al., 2020; Quesada et al., 2019; Sousa et al., 2019). Todavia, apesar 

das suas baixas concentrações no ambiente, os fármacos e respetivos metabolitos, devido 

aos efeitos cumulativos e à exposição contínua, podem causar efeitos adversos, 

principalmente nos organismos aquáticos. Exemplos disso são as alterações fisiológicas, 

reversíveis e não reversíveis, efeitos de desregulação endócrina e estimulação da 

resistência a antibióticos observados (Gogoi et al., 2018; Majewsky et al., 2014; Sabri et 

al., 2020; Xu et al., 2019). 

A combinação de diversos compostos farmacêuticos e os seus metabolitos é 

introduzida no meio ambiente por meio de várias fontes (Figura 1.1). Entre essas fontes 

estão as águas residuais provenientes de hospitais e clínicas, os lixiviados de aterros 

sanitários, os efluentes industriais, além das águas residuais geradas pela aquicultura e 

pelas atividades agropecuárias (Fernandes et al., 2021; Gorito et al., 2017; Katsikaros & 

Chrysikopoulos, 2021; Palma et al., 2020; Son et al., 2022). 

 

Figura 1.1 - Vias de entrada e destino de fármacos no meio ambiente 
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Apesar de todas estas vias, as Estações de Tratamento de Águas Residuais (ETARs) 

são as principais fontes de contaminação. Embora muitas substâncias sejam eliminadas 

eficientemente nestas unidades de tratamento, a remoção de compostos farmacêuticos é 

insuficiente e muitas vezes é nula. Este problema deve-se ao facto do tratamento 

convencional adotado não ser totalmente eficiente na remoção destes micropoluentes, 

induzindo estas substâncias e os seus metabolitos, advindos das ETARs, a estarem 

presentes nas águas residuais tratadas (Adeleye et al., 2022; Felis et al., 2020; Gorito et 

al., 2017; Ilyas & van Hullebusch, 2020; Kosek et al., 2020; Son et al., 2022). Para além 

dos problemas das descargas dos efluentes das ETARs, uma grande parte dos compostos 

farmacêuticos podem acabar por contaminar as lamas das ETARs que, 

consequentemente, ao serem aplicadas nos solos, acabam por contaminar as culturas e as 

águas subterrâneas e superficiais (Adeleye et al., 2022; Nannou et al., 2019; Sousa et al., 

2019). 

O destino destes compostos no meio ambiente é dependente de vários fatores, entre 

os quais, as propriedades do composto (i.e., estrutura química, coeficiente de partição 

água-octanol, constante de acidez, entre outras) e pelas condições do meio envolvente.  

Assim, dependendo das propriedades dos compostos, estes podem ficar sujeitos a 

processos de sorção, volatilização, dispersão, hidrólise, oxidação, fotodegradação e 

biodegradação. É conhecido que todos os compartimentos ambientais estão interligados 

e, por isso, os micropoluentes são capazes de se propagar pelo meio ambiente (solo, ar e 

águas superficiais e subterrâneas), bem como acumular-se em plantas e microrganismos 

(Gorito et al., 2017; Quesada et al., 2019). 

A contaminação do meio aquático através de produtos farmacêuticos é dependente 

de vários fatores, tais como, os processos de tratamento a operar nas ETARs, a quantidade 

de efluente, a estação do ano, a temperatura da água, a intensidade da radiação solar, o 

tipo de leito e sedimento do rio. Em diferentes águas, sejam elas superficiais, marinhas 

ou subterrâneas, as concentrações de fármacos variam, sendo menores nos rios que nos 

efluentes das ETARs e isso deve-se à diluição das águas superficiais onde ocorre 

biodegradação e fotodegradação dos compostos (Couto et al., 2019; Fernandes et al., 

2021; Mackuľak et al., 2019). 

Na Tabela 1.1 estão apresentados alguns compostos farmacêuticos detetados em 

amostras ambientais de águas superficiais, subterrâneas, potável e efluentes e afluentes 

de ETARs. 



 

7 

 

Tabela 1.1 - Compostos farmacêuticos detetados em amostras ambientais e as suas respetivas concentrações 

Compostos 

farmacêuticos 

Águas superficiais 

(ng/L) 

Águas subterrâneas 

(ng/L) 

Água potável 

(ng/L) 

Afluentes de 

ETARs (ng/L) 

Efluentes de 

ETARs (ng/L) 
Referências 

Analgésicos/anti-inflamatórios 

Paracetamol 

3 - 25200 - 28000 - 200000 80 - 66000 17,1 - 29200 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

- - - 2300 - 14900 - (Mendoza et al., 2015) 

- - - 330 – 165000 - (Camacho-Muñoz et al., 2014) 

- - - 500 – 1200 12 – 58 (Verlicchi et al., 2012) 

- - - ND – 65402,8 ND – 1060,3 (Kosma et al., 2014) 

- - - 171,875 – 512,813 692 - 2195 (Petrie et al., 2017) 

354 - 508 - - 2330 - 14900 ND (Rivera-Jaimes et al., 2018) 

- - - 739,9 – 8983,9 2,9 – 58,4 (Zhang et al., 2018) 

Ibuprofeno 

2 - 37000 4,27 - 510 90 - 625000 0,23 - 2140 0,02 - 2100 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

- - - 1150 - 56300 21 - 21700 (Afonso-Olivares et al., 2017) 

- - - 920 - 1200 10 - 120 (Verlicchi et al., 2012) 

- - - ND – 8890,1 ND – 301,2 (Kosma et al., 2014) 

- - - 4016 - 20215 1746 - 3718 (Petrie et al., 2017) 

- - - 76 - 14231 863 - 4617 (Kay et al., 2017) 

184 - 248 - - 370 - 2835 ND (Rivera-Jaimes et al., 2018) 

Naproxeno 

0,1 - 900 3,19 - 2000 90 - 3000 2,85 - 12800 0.2 - 4800 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

- - - 144 - 5140 50 - 872 (Afonso-Olivares et al., 2017) 

- - - 780 - 910 100 - 210 (Verlicchi et al., 2012) 

- - - ND – 5899,9 ND – 483,5 (Kosma et al., 2014) 

- - - 6985 - 20398 3291 - 6412 (Petrie et al., 2017) 

- - - 60 - 170 ND (Nguyen et al., 2018) 

Diclofenaco 

3,6 - - - - (Golovko et al., 2020) 

20 - 9600 1 - 130 1700 - 150000 236 - 400 5 - 1780 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

258 - 352 - - 569 - 2470 466 - 2180 (Rivera-Jaimes et al., 2018) 

- - - 45 – 1605 ND - 2240 (Afonso-Olivares et al., 2017) 

ND – Não Detetado 
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(Continuação da tabela 1.1) 

Compostos 

farmacêuticos 

Águas superficiais 

(ng/L) 

Águas subterrâneas 

(ng/L) 

Água potável 

(ng/L) 

Afluentes de 

ETARs (ng/L) 

Efluentes de 

ETARs (ng/L) 
Referências 

Diclofenaco 

- - - 239,9 - 1881 239,4 – 521,2 (Petrie et al., 2017) 

- - - 360 - 480 220 - 330 (Verlicchi et al., 2012) 

- - - ND - 5164 ND – 382,5 (Kosma et al., 2014) 

- - - 175 - 1805 401 - 2830 (Kay et al., 2017) 

Antibióticos 

Ciprofloxacina 

0,41 - 740 - - 315 - 2290 13,2 - 810 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

14,9 – 21,3 

ND - 115 
ND – 323,7 0,82 - 6453 - - (Felis et al., 2020) 

25 - - 220 630 (Verlicchi et al., 2014) 

- - - 1100 - 3700 290 - 1100 (Verlicchi et al., 2012) 

Azitromicina 

- - - 41,6 - 6320 65,8 - 3990 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

240 ND - - - (Felis et al., 2020) 

7 - - 120 130 (Verlicchi et al., 2014) 

- - - 10 – 330 70 – 180 (Verlicchi et al., 2012) 

- - - 52 – 283,5 84,5 – 147,5 (Petrie et al., 2017) 

Sulfametoxazol 

0,14 - 106 - - 279 - 2050 1,5 - 12500 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

0,3 – 360 

612 - 4330 
ND - 470 0,3 – 18,6 - - (Felis et al., 2020) 

- - - 19 - 1150 ND - 1520 (Afonso-Olivares et al., 2017) 

- - - 280 - 740 170 - 240 (Verlicchi et al., 2012) 

- - - ND – 2170,4 ND – 72,9 (Kosma et al., 2014) 

- - - 64,5 - 1154 23 – 188,8 (Petrie et al., 2017) 

108 - 502 - - 775 - 2010 440 - 1215 (Rivera-Jaimes et al., 2018) 

- - - 214 - 982 25 - 366 (Zhang et al., 2018) 

ND – Não Detetado 



 

9 

 

(Continuação da tabela 1.1) 

Compostos 

farmacêuticos 

Águas superficiais 

(ng/L) 

Águas subterrâneas 

(ng/L) 

Água potável 

(ng/L) 

Afluentes de 

ETARs (ng/L) 

Efluentes de 

ETARs (ng/L) 
Referências 

Trimetoprim 

0,56 - 3580 11 470 - 2330 75 - 1470 0,9 - 11300 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

7 – 19 

23 - 1808 
ND – 730,19 ND - - (Felis et al., 2020) 

2 - - 59 40 (Verlicchi et al., 2014) 

- - - 60 - 452 ND - 31 (Afonso-Olivares et al., 2017) 

- - - 3 - 72 36 - 51 (Verlicchi et al., 2012) 

- - - 931,5 - 2124 554 – 1104 (Petrie et al., 2017) 

34 - 74 - - 125 - 790 135 – 395 (Rivera-Jaimes et al., 2018) 

- - - 11,2 – 423,2 4,3 – 427,8 (Zhang et al., 2018) 

2 - - 59 40 (Verlicchi et al., 2014) 

Psicotrópicos 

Venlafaxina 

 -  30 - 56 14 - 35 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

- - - 119,2 – 642,9 170,5 – 251,4 (Petrie et al., 2017) 

- - - 100 511 - 736 (Roberts et al., 2016) 

Citalopram 
1,1 - - - - (Golovko et al., 2020) 

- - - 239 – 509,5 189 – 270,5 (Petrie et al., 2017) 

Carbamazepina 

20 - - - - (Golovko et al., 2020) 

0,5 - 36920 - 680 - 31450 37,4 - 167 29,5 - 196 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

7 - - 570 370 (Verlicchi et al., 2014) 

- - - 281 - 3030 11 - 1770 (Afonso-Olivares et al., 2017) 

- - - 300 - 1170 280 - 440 (Verlicchi et al., 2012) 

- - - 168,6 - 367 134,7 – 175,8 (Petrie et al., 2017) 

8 - 36 - - 85 - 380 165 - 476 (Rivera-Jaimes et al., 2018) 

- - - 62,7 - 2499 43,4 – 672,5 (Zhang et al., 2018) 

- - - 589 - 685 685 - 702 (Roberts et al., 2016) 

Diazepam 
0,05 - - - - (Golovko et al., 2020) 

- - 7000 – 50000 1,65 – 3,13 0,642 – 4,75 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

 ND – Não Detetado 



 

10 

 

 (Continuação da tabela 1.1) 

Compostos 

farmacêuticos 

Águas superficiais 

(ng/L) 

Águas subterrâneas 

(ng/L) 

Água potável 

(ng/L) 

Afluentes de 

ETARs (ng/L) 

Efluentes de 

ETARs (ng/L) 
Referências 

Reguladores lipídicos 

Gemfibrozil 

9 – 17000 10 - 10,5 - 605 2,31 – 20,4 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

- - - 126 - 45200 8 - 20100 (Afonso-Olivares et al., 2017) 

- - - ND – 733,2 ND – 230,9 (Kosma et al., 2014) 

14 - 24 - - 20 - 225 20 - 380 (Rivera-Jaimes et al., 2018) 

- - - 4,7 – 220,3 0,3 – 6,9 (Zhang et al., 2018) 

Bloqueadores β 

Atenolol 

1,4 -- - - - (Golovko et al., 2020) 

15,8 - 5149 - 42000 - 300000 38,2 - 277 3,69 - 140 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

4 - 10 - - - - (Rivera-Jaimes et al., 2018) 

Metoprolol 
9,5 - - - - (Golovko et al., 2020) 

- 20 - 60 - 25,9 - 228 7,76 - 175 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

Propanolol 

0,46 - - - - (Golovko et al., 2020) 

3,1 – 43,9 - 7000 - 50000 3,86 – 15,3 39,6 – 45,5 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

- - - 14 - 45 13 - 26 (Verlicchi et al., 2012) 

- - - 83,1 – 269,7 60,9 – 102,7 (Petrie et al., 2017) 

- - - ND - 29 1 - 1464 (Kay et al., 2017) 

- - - 3,4 – 60,9 1,9 – 17,2 (Zhang et al., 2018) 

- - - 18,1 - 151 36,8 – 75,8 (Roberts et al., 2016) 

Diuréticos 

Furosemida 
2,6 - - - - (Golovko et al., 2020) 

- - - 173 - 514 24,96 - 165 (Peña-Guzmán et al., 2019) 

ND – Não Detetado 
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1.3.2.1. Problemática dos fármacos nas águas de Portugal – Impacto no 

ambiente 

 

De forma a avaliar a problemática dos fármacos em águas portuguesas, foram 

realizados diversos estudos em Portugal de maneira a monitorizar os fármacos em 

amostras ambientais (Coelho et al., 2019; Fernandes et al., 2020; Paíga et al., 2019; Palma 

et al., 2020). Em específico, na região do Alentejo, onde se localiza o maior lago artificial 

de Portugal (Amieira), foi realizado um estudo em que detetaram uma diversidade de 

fármacos em amostras ambientais (Palma et al., 2020). Estudos em diversos rios de 

Portugal também estão publicados (Fernandes et al., 2020; Paíga et al., 2016; Pereira et 

al., 2017).  

Na Tabela 1.2 estão apresentados os valores de concentrações de alguns desses 

fármacos bem como a sua frequência de deteção. 

 

Tabela 1.2. - Compostos farmacêuticos detetados em amostras ambientais de Portugal e as suas 

respetivas concentrações 

Compostos 

farmacêuticos 

Águas 

superficiais 

(ng/L) 

Águas 

subterrâneas 

(ng/L) 

Afluentes 

de ETARs 

(ng/L) 

Efluentes 

de ETARs 

(ng/L) 

Referências 

Analgésicos/anti-inflamatórios 

Paracetamol 

- - 683 ND (Paíga et al., 2019) 

173,91 – 699,60 - - - (Palma et al., 2020) 

ND – 527 - - - (Paíga et al., 2016) 

38,18 - - - (Pereira et al., 2017) 

Ibuprofeno 

- - 421 217 (Paíga et al., 2019) 

53,7 - - - (Paíga et al., 2016) 

72,14 – 255,80 - - - (Palma et al., 2020) 

Naproxeno 

- - 28,6 ND (Paíga et al., 2019) 

50,61 – 90,05 - - - (Palma et al., 2020) 

ND – 260 - - - (Paíga et al., 2016) 

Diclofenaco 

- - 449 1934 (Paíga et al., 2019) 

23,72 – 72,45 - - - (Palma et al., 2020) 

ND – 38 - - - (Paíga et al., 2016) 

33,56 - - - (Pereira et al., 2017) 

ND – 346 - - - (Sousa et al., 2020) 

Antibióticos 

Ciprofloxacina 

- - 448 159 (Paíga et al., 2019) 

339 - - - 
(Fernandes et al., 

2020) 

88,7 - - - (Paíga et al., 2016) 

ND – Não Detetado 
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(Continuação da tabela 1.2.) 

Compostos 

farmacêuticos 

Águas 

superficiais 

(ng/L) 

Águas 

subterrâneas 

(ng/L) 

Afluentes 

de ETARs 

(ng/L) 

Efluentes 

de ETARs 

(ng/L) 

Referências 

Azitromicina 

- - 402 283 (Paíga et al., 2019) 

ND – 86 - - - (Sousa et al., 2020) 

33,91 - - - (Pereira et al., 2017) 

2,819 

221 
- - - 

(Fernandes et al., 

2020) 

Sulfametoxazol 

- - 600 ND (Paíga et al., 2019) 

12,93 – 19,29 - - - (Palma et al., 2020) 

43 - - - (Paíga et al., 2016) 

Trimetoprim 

- - ND 24,2 (Paíga et al., 2019) 

5,33 – 9 - - - (Palma et al., 2020) 

ND – 20,4 - - - (Sousa et al., 2020) 

110 - - - 
(Fernandes et al., 

2020) 

Psicotrópicos 

Venlafaxina 

- - 275 484 (Paíga et al., 2019) 

ND – 159 - - - (Paíga et al., 2016) 

ND – 16,7 - - - (Sousa et al., 2020) 

641 

235 
- - - 

(Fernandes et al., 

2020) 

Citalopram 

- - 149 148 (Paíga et al., 2019) 

ND – 28,9 - - - (Paíga et al., 2016) 

39,21 - - - (Pereira et al., 2017) 

67,9 - - - 
(Fernandes et al., 

2020) 

Carbamazepina 

ND – 28,9 - - - (Paíga et al., 2016) 

39,21 - - - (Pereira et al., 2017) 

67,9 - - - 
(Fernandes et al., 

2020) 

10,90 - - - (Pereira et al., 2017) 

ND – 257 - - - (Sousa et al., 2020) 

354 

206 
- - - 

(Fernandes et al., 

2020) 

Diazepam 1,13 - - - (Palma et al., 2020) 

Reguladores lipídicos 

Gemfibrozil 

- - 57 13,2 (Paíga et al., 2019) 

4,59 - - - (Palma et al., 2020) 

7,78 - - - (Pereira et al., 2017) 

Bloqueadores β 

Atenolol 16,55 - - - (Palma et al., 2020) 

Metoprolol 
12,13 – 22,46 - - - (Palma et al., 2020) 

ND – 161 - - - (Sousa et al., 2020) 

Propanolol 
- - 320 ND (Paíga et al., 2019) 

ND – 285 - - - (Sousa et al., 2020) 

Diuréticos 

Furosemida 5,49 – 9,90 - - - (Palma et al., 2020) 

ND – Não Detetado 
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Como ilustrado na Tabela 1.2, foram detetados diversos fármacos de diferentes 

classes em amostras de água em Portugal. De acordo com os estudos de Paíga et al., 2016, 

2019, que pretendiam avaliar a presença de 33 e 83 fármacos, respetivamente, em ETARs 

de Leiria, bem como em amostras do rio Lis, a deteção média de produtos farmacêuticos 

foi de 75%, onde a maioria dos compostos pertenciam às classes dos analgésicos/anti-

inflamatórios (ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno), antibióticos (ciprofloxacina e 

sulfametoxazol) e psicotrópicos (carbamazepina e venlafaxina).  

Também no estudo de Palma et al. (2020), em que foi estudado a presença de 27 

fármacos nas ribeiras da bacia do Guadiana, todos eles foram detetados pelo menos uma 

vez, sendo a carbamazepina, o ibuprofeno, o diclofenaco e a hidroclorotiazida os 

fármacos detetados em maior quantidade. 

Através destes estudos é possível perceber que a existência de compostos 

farmacêuticos na água é um problema não só mundial, mas também nacional e regional. 

 

1.3.2.2. Características físico-químicas da carbamazepina e do ibuprofeno 

 

Como demonstrado na secção 1.3.2.1 a presença de fármacos nas águas de Portugal 

é, atualmente, muito evidente. Existem, em específico, alguns fármacos detetados em 

grandes concentrações. Assim, para a seleção dos fármacos a estudar foram utilizados 

critérios específicos: 

➢ Frequência de deteção em amostras ambientais; 

➢ Comportamento nas ETARs convencionais; 

➢ Consumo anual em Portugal e noutros países; 

➢ Biodegradabilidade; 

➢ Classes farmacoterapêuticas e propriedades físico-químicas. 

Tendo em vista estes critérios foram selecionados dois fármacos para o presente 

estudo, a carbamazepina e o ibuprofeno. Ambos os fármacos são consumidos em Portugal 

e foram detetados em várias amostras ambientais (Tabela 1.2). 
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A carbamazepina é um composto tricíclico com propriedades anticonvulsivantes e 

analgésicas. É muito utilizada, no tratamento da epilepsia e na prevenção da doença 

maníaco-depressiva (Almeida et al., 2021; Infarmed, 2009; Nkoom et al., 2020; Schapira 

et al., 2020). Este composto é um pó cristalino branco que, com as suas propriedades 

físico-químicas e resistência à decomposição, pode acumular-se no ambiente. Para além 

disso, é absorvido, transportado e metabolizado pelas plantas, particularmente nas folhas 

(Almeida et al., 2021; Dordio, Belo, et al., 2011; Dordio et al., 2018). Em termos de 

toxicidade nos seres humanos, a carbamazepina pode provocar efeitos dermatológicos, 

hematológicos e neurológicos adversos (Schapira et al., 2020). Relativamente aos 

organismos aquáticos, apresenta uma baixa toxicidade aguda. No entanto, por ser um 

poluente pseudo-persistente (i.e. um poluente que, devido à sua contínua introdução no 

ambiente e baixa biodegradabilidade, mantém um nível de concentração estável e 

duradouro), pode causar uma exposição prolongada que a longo prazo pode provocar 

efeitos crónicos significativos (Dordio, Silva, et al., 2017; Oropesa et al., 2016; Zhou et 

al., 2019). Além disso, tal como outros fármacos, pode ter efeitos cumulativos (ou até 

sinergísticos) com outras substâncias com modos de ação compatíveis, o que pode 

agravar significativamente a sua ecotoxicidade (Infarmed, 2009; Schapira et al., 2020). 

O ibuprofeno é um composto farmacêutico anti-inflamatório não esteroide muito 

utilizado no tratamento de doenças reumáticas, febre, dores e inflamações. Este é um dos 

fármacos mais consumidos mundialmente e, devido à ineficiência das ETARs no 

tratamento das águas residuais e às propriedades físico-químicas que apresenta, a sua 

presença no ambiente, à semelhança da carbamazepina, pode apresentar-se é muito 

elevada (Aguilar-Romero et al., 2021; al Falahi et al., 2021; Dordio, Ferro, et al., 2011; 

Muñiz-González, 2021; Zhang et al., 2016). A presença do ibuprofeno, tal como outros 

micropoluentes, afeta negativamente os seres vivos, principalmente os organismos 

aquáticos. Este, em particular, exibe uma toxicidade aguda para os mesmos, podendo 

ameaçar o seu desenvolvimento e até as suas vidas (Aguilar-Romero et al., 2021; al Falahi 

et al., 2021; Muñiz-González, 2021; Xiong et al., 2021).  

Na Tabela 1.3 estão apresentadas as propriedades físico-químicas de cada um dos 

fármacos estudados. 
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Tabela 1.3 - Principais propriedades físico-químicas da carbamazepina e do ibuprofeno (Adaptado de 

PubChem) 

Nome Nome IUPAC 

Estrutura e 

forma 

molecular 

Massa 

Molecular 

(g/mol) 

pKa 
Solubilidade 

(mg/L) 

Log 

Kow 

Carbamazepina 

Benzo[b][1] 
benzazepina-11-

carboxamida 
 

236,27 13,9 18 2,45 

Ibuprofeno 
ácido 2-[4-(2-
metilpropil) 

fenil]propanóico 

 

 
 

206,28 4,45 21 3,97 

 

Para todos os fármacos, as suas concentrações no ambiente dependem do nível de 

consumo e hábitos de utilização, dos países e das regiões e a carbamazepina e o 

ibuprofeno não são exceção.  Como apresentado na Tabela 1.1 é possível observar 

concentrações significativas de ambos os fármacos em águas subterrâneas, superficiais, 

potáveis e afluentes e efluentes de ETARs.  

Em específico, em Portugal, também foram detetadas concentrações destes 

fármacos em águas superficiais (4 localizações diferentes na bacia do Guadiana) com uma 

frequência média de 79,5% para o ibuprofeno e 89% para a carbamazepina (Palma et al., 

2020). Valores elevados de concentração podem ser atribuídos ao facto de que, devido à 

sua natureza química estável, estes fármacos exibem resistência aos processos de 

tratamento nas ETARs. 

 

1.3.3. Processos de tratamento em ETARs: Desafios e eficiência na 

remoção de fármacos 

 

As Estações de Tratamento de Águas Residuais (ETARs) são sistemas projetados 

com o objetivo de remover poluentes convencionais (ex. compostos orgânicos 

biodegradáveis), encontrados em grandes quantidades no afluente. A diminuição desta 

carga de poluentes permite a descarga do efluente num meio hídrico ou até que este seja 

reutilizado para outros fins. Inicialmente, estes sistemas contribuíam para a manutenção 
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da saúde do meio ambiente, no entanto, como referido anteriormente, as ETARs são uma 

das principais fontes de contaminação do meio aquático, libertando diversos 

micropoluentes para o meio ambiente nomeadamente fármacos e respetivos metabolitos 

(Asami et al., 2021; Kosek et al., 2020; Najafzadeh & Zeinolabedini, 2019; Son et al., 

2022). 

Por não serem projetadas com o intuito de remover micropoluentes e devido às 

características e baixas concentrações (µg/L e ng/L) dos mesmos, em particular os 

compostos farmacêuticos, os processos de tratamento convencionais destas estações não 

são eficientes na sua remoção, acabando por transferir para as águas superficiais 

quantidades consideráveis dos mesmos (Felis et al., 2020; Kosek et al., 2020; Mackuľak 

et al., 2019; Paíga et al., 2019). Além disso, a eficiência das ETARs na remoção de 

fármacos pode variar em função de vários fatores, entre os quais, as condições 

climatéricas, a composição das águas residuais, o tipo de processo utilizado e as próprias 

condições de operação do processo como por exemplo, pH, condições redox, tempo de 

retenção hidráulico e idade das lamas (Dordio & Carvalho, 2015; Kosek et al., 2020).  

Geralmente, o tratamento das águas residuais numa ETAR envolve uma série de 

processos tanto físicos como químicos e biológicos (Figura 1.2). Estes processos 

correspondem aos tratamentos: preliminar, primário, secundário e, em alguns casos, 

avançados ou de afinação (tratamento terciário) (Dordio & Carvalho, 2015; Najafzadeh 

& Zeinolabedini, 2019). O tratamento preliminar consiste na remoção de sólidos de 

grande dimensão através de processos físicos como a gradagem.  No tratamento primário, 

através de processos físicos (agregação e sedimentação), ocorre a remoção de partículas 

sólidas em suspensão que possam danificar o sistema (Chonova et al., 2016). Nessas duas 

etapas, há uma reduzida eliminação de micropoluentes orgânicos, devido à baixa 

atividade microbiológica, de modo que a remoção de fármacos ocorre principalmente pela 

sua adsorção às partículas de sólidos suspensos que são removidas nos sedimentadores 

(Dordio & Carvalho, 2015). 

O tratamento secundário consiste num processo biológico, em que o mais comum 

é o sistema de lamas ativadas, e nele ocorre a remoção da matéria orgânica de fácil 

biodegradação e alguns compostos inorgânicos. Este processo origina um efluente de 

qualidade adequada com custos de operação e manutenção relativamente baixos (Dordio 

& Carvalho, 2015; Verlicchi et al., 2013). Adicionalmente, esta etapa de tratamento pode 

também incluir processos físico-químicos, como a sedimentação secundária. Quando o 
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tratamento primário é seguido deste processo biológico pode ocorrer remoção de certos 

resíduos farmacêuticos que sejam mais biodegradáveis (Dordio & Carvalho, 2015; Santos 

et al., 2016). 

 

 

Figura 1.2 - Esquema dos processos de tratamento presentes numa ETAR (desenhado com auxílio do 

software Wondershare EdrawMax)  

 

Por último, o tratamento terciário, o qual pode não estar presente em todas as 

ETARs, consiste em processos físico-químicos de desinfeção das águas com o auxílio de 

cloro, ozono e/ou luz ultravioleta, ocorrendo assim, a consequente eliminação de 

organismos patogénicos (bactérias e vírus), que possam ainda estar presentes na água 

residual. Através destes processos pode ocorrer também a oxidação de alguns poluentes 

que permaneçam por remover ou cuja remoção tenha sido incompleta nas fases anteriores. 

Segundo um estudo, nesta fase, alguns fármacos apresentam uma taxa de remoção 

superior a 90% como é o caso do ibuprofeno, naproxeno e paracetamol (Rivera-Jaimes et 

al., 2018). 

Após os vários tratamentos requeridos por cada estação, a água tratada é então 

descarregada nos rios ou mares, ou ainda reutilizada na limpeza de cidades, na rega de 

espaços verdes e na agricultura (Enfrin et al., 2019). 

Vários estudos realizados nos últimos anos confirmam a baixa eficiência das 

ETARs na remoção de fármacos e, por isso, é necessário o aparecimento de processos 

complementares ou alternativos. Atualmente, já existem processos avançados de 

tratamento e que têm demonstrado eficácia na remoção destas substâncias. Entre eles 

estão a ozonização, o uso de biorreatores de membrana, adsorção com carvão ativado, 
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processos de ultrafiltração, nanofiltração e osmose inversa (Enfrin et al., 2019; Mestre et 

al., 2019; Ziajahromi et al., 2017). Apesar de possuírem elevada eficácia na remoção 

destes compostos, alguns destes processos não são utilizados em larga escala devido ao 

seu elevado custo e por originarem poluição secundária que, muitas vezes é tão ou mais 

tóxica que os fármacos (Felis et al., 2020; Khanzada et al., 2020; Quesada et al., 2019; 

Tran et al., 2018).  

 

1.3.4. Leitos Construídos de Macrófitas: uma solução alternativa e 

eficiente 

 

A necessidade da diminuição de custos operacionais e do aumento da eficiência da 

remoção de micropoluentes nas ETARs convencionais, conduziu a que novos processos 

alternativos ou complementares sejam testados. Os leitos construídos de macrófitas 

(LCMs) são um sistema complementar/alternativo desenvolvido nos últimos anos. Vários 

estudos realizados têm apresentado os LCMs como um processo de elevada capacidade 

de remoção de vários compostos farmacêuticos (Dordio et al., 2018; Ilyas & van 

Hullebusch, 2020; Li et al., 2020; Zhang et al., 2016). 

Os LCMs, também conhecidos por zonas húmidas artificiais, são sistemas 

biológicos projetados com o propósito de reproduzir e otimizar, em ambiente controlado, 

os principais mecanismos de depuração de poluentes. O tratamento nesses sistemas 

abrange diversos processos, sejam eles físicos, químicos ou biológicos. Os processos 

biológicos são executados por um dos componentes do sistema: as plantas, bem como as 

populações microbianas benéficas que se desenvolvem nas raízes dessas plantas aquáticas 

(Galwa-Widera, 2019; Macário et al., 2018; Wang et al., 2021). 

Estes sistemas são constituídos por três componentes: i) vegetação macrófita que, 

através de sorção, volatilização e metabolização, removem e degradam os poluentes, ii) 

populações microbianas não prejudicais que dependem de várias condições, como a altura 

do leito e as condições atmosféricas e, por último, iii) uma matriz de suporte que ajuda 

no enraizamento das plantas e no desenvolvimento das populações microbianas tal como 

na filtração, trocas iónicas(Dordio et al., 2018; Dordio & Carvalho, 2013; Gorito et al., 

2017)r(Dordio et al., 2018; Dordio & Carvalho, 2013; Gorito et al., 2017). 
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Figura 1.3 - LCMs e fatores que podem afetar o desempenham do mesmo 

 

Os LCMs podem ser classificados de acordo com alguns critérios, entre os quais, o 

tipo de escoamento do efluente e o tipo de vegetação utilizada. A vegetação a utilizar 

pode ser flutuante, submersa ou emergente. No último caso, o tipo de escoamento pode 

ainda ser fluxo superficial ou subsuperficial. Outro critério envolvido é a direção do 

escoamento que pode ser horizontal, vertical ou, no caso de existirem os dois no mesmo 

sistema, híbrido (Dordio et al., 2018; Sharma & Malaviya, 2022; Varma et al., 2021). 

O êxito e a grande relevância destes sistemas reside no facto de ser uma opção de 

tratamento de águas residuais ecológica que permite conservar e proteger o meio 

ambiente. Como vantagens, os LCMs possuem um baixo custo de operação, baixo 

consumo de energia, estabilidade, recorrem a processos naturais e não carecem de 

produtos químicos. Apresentam, também, uma grande diversidade de possibilidades de 

reutilização da biomassa que é produzida, particularmente como fertilizante, ração 

animal, produção de energia e extração de substâncias das raízes para utilizar como 

estimulante de crescimento de plantas (Li et al., 2020; Macário et al., 2018). Contudo, 

esta opção de reutilização da sua biomassa tem de ser bem avaliada considerando a sua 

possível contaminação com alguns dos poluentes a que o sistema é exposto e os possíveis 

riscos que daí advenham. 

Todavia, como qualquer outro sistema, os LCMs também apresentam algumas 

desvantagens, como a necessidade de uma grande área de implantação, elevado tempo de 
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maturação dos sistemas e uma influência por parte das épocas vegetativas e não 

vegetativas que afetam a eficiência do tratamento (Wang et al., 2021). 

 

1.3.4.1. A contribuição dos diferentes componentes dos LCMs para a 

eliminação de fármacos 

 

A remoção de fármacos através dos componentes dos LCMs é realizada através de 

processos abióticos e bióticos, que no global apresentam um aumento do efeito da 

remoção destes micropoluentes (Figura 1.4). 

 

 

Figura 1.4 - Relações entre os três componentes de um LCMs 

 

Os processos bióticos são realizados pela vegetação e a população microbiana, 

enquanto os processos abióticos são todos os processos f(Dordio & Carvalho, 2018; 

Kamilya et al., 2022; Oliveira et al., 2019; Varma et al., 2021)(Dordio & Carvalho, 2018; 

Kamilya et al., 2022; Oliveira et al., 2019; Varma et al., 2021) (Figura 1.5). 

Um dos processos físico-químicos relevante nos LCMs é a sorção. Este processo 

pode ocorrer de duas formas: adsorção e absorção. No contexto desses sistemas, ambas 

as formas de sorção ocorrem simultaneamente, tanto na superfície das raízes das plantas 

quanto na matriz de suporte, levando à retenção ou imobilização dos fármacos a curto e 
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longo prazo (Dordio & Carvalho, 2018). Por ocorrer na matriz de suporte, os materiais 

que a constituem e as suas características influenciam, inevitavelmente, este processo. 

Para além disso, as características das águas residuais (conteúdo de matéria orgânica, pH, 

composição eletrolítica) e as propriedades físico-químicas dos micropoluentes (pKa, 

solubilidade, log Kow) também influenciam o processo de sorção (Dordio & Carvalho, 

2018; Kamilya et al., 2022; Oliveira et al., 2019; Varma et al., 2021). 

Em conjunto com a sorção existem outros processos abióticos que contribuem para 

a remoção de micropoluentes. Entre eles estão a hidrólise (decomposição química de 

compostos orgânicos através da ação da água), a volatilização, a precipitação, a 

fotodegradação (decomposição dos poluentes através da luz solar) e as reações redox 

(ação de agentes oxidantes ou redutores na modificação do estado de oxidação do 

poluente). Quando esses processos ocorrem simultaneamente, eles podem ser mais 

eficazes na remoção de micropoluentes. No entanto, eles geralmente não removem 

totalmente os fármacos, devido às características dos poluentes e às condições dos leitos 

de tratamento (Dordio & Carvalho, 2018; Kamilya et al., 2022; Oliveira et al., 2019; 

Varma et al., 2021). 

Os processos bióticos, como referido anteriormente, são processos biológicos que 

ocorrem com o auxílio de dois componentes dos LCMs, a vegetação e a população 

microbiana, desempenhando um papel muito importante na remoção de micropoluentes 

nestes sistemas (Dordio & Carvalho, 2018). Essencialmente, existem cinco processos 

bióticos que ocorrem nos LCMs, dos quais fazem parte a biodegradação aeróbica e 

anaeróbica, a rizodegradação, a fitodegradação/fitotransformação, a fitovolatilização e a 

fitoestabilização. A rizodegradação é um processo realizado pelas raízes das plantas e 

pode ter a ajuda de microrganismos, promovendo o aumento da eficiência da 

biodegradação. A fitodegradação/fitotransformação baseia-se na absorção e 

decomposição dos compostos no interior dos tecidos vegetais. A fitodegradação é uma 

abordagem inovadora e ecológica para a gestão de poluentes, aproveitando a capacidade 

das plantas para transformar substâncias nocivas em compostos menos prejudiciais, 

através da ação de enzimas produzidas pelas plantas, que quebram e modificam os 

poluentes. 

A fitovolatilização é um processo realizado através da planta, essencialmente na 

parte aérea e consiste na absorção e transpiração/libertação dos poluentes orgânicos 

voláteis. Por último, a fitoestabilização compreende um conjunto de processos, 
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contribuindo para a redução da mobilidade dos poluentes, de modo a atingir a longo 

prazo, a sua imobilização na rizosfera (Dordio & Carvalho, 2018; Kamilya et al., 2022; 

Oliveira et al., 2019; Varma et al., 2021). 

Estes processos podem ocorrer em simultâneo o que acaba por aumentar a eficácia 

na remoção dos poluentes, no entanto, as propriedades dos compostos e das suas 

interações com os dois componentes envolvidos nestes processos, as plantas e a 

população microbiana, influenciam a eficiência dos mesmos (Dordio & Carvalho, 2018).  

 

 

Figura 1.5 - Processos/mecanismos de fitorremediação 

 

1.3.4.1.1. Papel da matriz de suporte 

 

Como um dos componentes dos LCMs, ao interferir no modo como todos os 

processos envolvidos ocorrem durante o tratamento das águas residuais, a matriz de 

suporte possui um papel fundamental no sistema. Devido às suas características 

(capacidade de troca iónica, superfície específica, condutividade hidráulica, poder 

tampão, textura, estrutura, capacidade de sorção, entre outras), a matriz de suporte é, 

também, capaz de regular a permeabilidade, a capacidade de drenagem e reter alguns dos 
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poluentes presentes nas águas assegurando um ambiente benéfico para o crescimento das 

populações microbianas e das plantas. No entanto, devido às suas inúmeras 

características, é necessário uma seleção cuidadosa dos materiais a utilizar a fim de 

aumentar o desempenho do sistema (Dordio et al., 2018; Dordio & Carvalho, 2013; Wang 

et al., 2021). 

Estudos realizados anteriormente permitiram verificar que certos materiais, como 

os agregados de argila expandida (LECA) e a vermiculite, possuem uma grande 

capacidade de retenção de alguns fármacos, e as suas características possibilitam um bom 

desempenho do sistema (Dordio, Miranda, et al., 2017a; Machado et al., 2017; Mlih et 

al., 2020). 

Na Tabela 1.4 estão apresentadas algumas características de dois materiais 

utilizados como matriz de suporte nos microcosmos de LCMs. 

 

Tabela 1.4 - Características dos materiais utilizados na matriz de suporte (vermiculite e LECA)(Dordio, 

Miranda, et al., 2017a) 

Material 
Granulometria 

(mm) 

Porosidade 

(%) 

Densidade 

aparente (Kg/m3) 
pH (H2O) 

Vermiculite 3 (0,8 – 5) 66 ± 1 88 ± 2 7,44 ± 0,06 

LECA 2/4 (2 – 6,3) 49 ± 1 394 ± 10 9,04 ± 0,08 

 

 

1.3.4.1.2. Papel das plantas 

 

As macrófitas são plantas que habitam zonas alagadas e, por estarem habituadas e 

adaptadas a ambientes saturados de água, são a vegetação utilizada nos LCMs. Estas 

plantas ajudam na criação de um ambiente favorável ao crescimento das populações 

microbianas e desempenham um dos papéis mais importantes deste sistema, contribuindo 

de forma direta, através de processos como a absorção, adsorção, translocação, 

metabolização, acumulação, volatilização e exsudação de compostos orgânicos (ex. 

enzimas), e indireta para a remoção e degradação dos vários poluentes existentes nos 

efluentes (Dordio et al., 2018; Dordio & Carvalho, 2018). Além disso, possuem variadas 

funções tais como, estabilização do substrato, controlo do fluxo de água, diminuição da 
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velocidade da água, troca de gases entre a atmosfera e os sedimentos e, oxigenação do 

substrato. 

Existem várias espécies de plantas utilizadas nestes sistemas e estas podem ser 

emergentes, flutuantes ou submersas. Por serem espécies diferentes apresentam, 

consequentemente, capacidades de tratamento das águas residuais diferentes e, por essa 

razão, tal como acontece na matriz de suporte, é necessária uma seleção cuidadosa e 

adequada da espécie a ser utilizada na remoção dos diferentes poluentes. Para esta escolha 

é necessário ter em atenção a sua tolerância às condições regionais e à toxicidade dos 

poluentes, a sua capacidade de remoção de poluentes, a sua resiliência a condições de 

alagamento bem como o seu bom estabelecimento, crescimento e propagação (Dordio et 

al., 2018; Li et al., 2021; Wang et al., 2021). 

Vários estudos têm demonstrado que as macrófitas parecem apresentar resistência 

à toxicidade de poluentes orgânicos sendo capazes de reduzir as concentrações de vários 

fármacos. Como são xenobióticos, as plantas não possuem transportadores específicos 

para fármacos ou qualquer outro micropoluente e, por isso, estes entram e movem-se 

no(Dordio & Carvalho, 2018)essos de difusão (Dordio & Carvalho, 2018). Após a 

absorção e translocação, os fármacos são sujeitos a transformações metabólicas no 

interior das plantas e dessa forma, levam à sua degradação completa ou parcial. Quando 

a degradação é parcial podem ser transformados em compostos menos tóxicos que são 

capazes de se ligar aos tecidos vegetais. Até ao momento foram identificadas três fases 

de transformação metabólica: a fase I, funcionalização; a fase II, conjugação; e a fase III, 

compartimentação. É pressuposto que os produtos finais da última fase (fase III) já não 

sejam tóxicos, contudo são necessários mais estudos (Dordio & Carvalho, 2018). 

Atualmente, existem várias espécies de macrófitas a serem utilizadas em estudos, 

mas as que se destacam pela sua resiliência, rápido crescimento e extensa distribuição 

global são a Typha spp. e a Phragmites australis. A Typha spp. em específico é uma das 

plantas mais procuradas para estes sistemas e tem demonstrado elevada capacidade de 

remoção de vários fármacos de águas contaminadas incluindo os fármacos em estudo, a 

carbamazepina e o ibuprofeno (di Luca et al., 2019; Mufarrege et al., 2021; Tang et al., 

2019; Wang et al., 2021). 
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Na Figura 1.6 está apresentado o mapa de distribuição da planta utilizada neste 

estudo (Typha spp.) em Portugal e como se pode observar ela está presente em quase todo 

o país. 

 

 

Figura 1.6 - Mapa de distribuição da Typha latifolia em Portugal (Jardim Botânico UTAD | Typha 
Latifolia, 2023) 

 

 

1.3.4.1.3. Papel da população microbiana 
 

Como um dos componentes dos LCMs, a população microbiana desempenha um 

papel importante nestes sistemas. Através das suas capacidades metabólicas, os 

microrganismos são fundamentais na biodegradação de compostos farmacêuticos. 

Através de processos como a oxidação, a biotransformação e a rizodegradação os 

microrganismos auxiliam as plantas na degradação e remoção de poluentes. 

Atualmente existem diversos estudos que demonstram a capacidade de remoção/ 

degradação de diferentes microrganismos. Exemplos disso são os resultados apresentados 
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por Marchlewicz et al. (2016a, 2017), que demonstraram a capacidade do Bacillus 

thruringiensis B1 para degradar naproxeno e ibuprofeno. Bactérias como Alcaligenes 

faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus e Proteus mirabilis foram 

capazes de degradar o diclofenaco e o ácido mefenâmico (Murshid & Dhakshinamoorthy, 

2019). Em estudos realizados por Grandclément et al. (2020) foram utilizadas duas 

bactérias: Bacillus subtilis e Brevivacillus laterosporus para a remoção de diclofenaco, 

obtendo-se remoções de 100% ao fim de 17 horas. Al-Gheethi & Ismail (2014) e Chen et 

al. (2020) demonstraram a capacidade da bactéria Bacillus subtilis biodegradar o 

diclofenaco bem como 4 antibióticos (amoxicilina, ampicilina, cefalexina e cefuroxima). 

Tal como acontece com as plantas, a seleção dos microrganismos a utilizar nos 

LCMs também necessita de ser adequada. Neste estudo, a espécie escolhida foi Bacillus 

subtilis. Esta bactéria, geralmente encontrada no solo ou na água, é aeróbia e resistente a 

diversas condições ambientais (como temperatura, radiação e alguns pesticidas) 

(Amuguni & Tzipori, 2012; Liu et al., 2020; Stamenković-Stojanović et al., 2020). Com 

propriedades probióticas e capacidade de produzir metabolitos importantes, como 

enzimas, antibióticos, polissacarídeos e proteínas, esta bactéria é apropriada para controlo 

de agentes patogénicos e muito utilizada para fins agrícolas, medicinais e industriais 

(Shafi et al., 2017; Shahcheraghi et al., 2015; Stamenković et al., 2018; Stojanović et al., 

2019). 
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2.1. Reagentes e Material 

 

De modo a realizar os diversos ensaios experimentais foi necessário preparar 

soluções aquosas de quatro compostos farmacêuticos (carbamazepina (CBZ), naproxeno 

(NAP), diclofenaco (DCF) e ibuprofeno (IBU)). Na seguinte tabela (Tabela 2.1) são 

apresentadas as principais características dos fármacos e outras substâncias químicas 

utilizadas nos estudos realizados. 

 

Tabela 2.1 - Principais características dos compostos farmacêuticos e outros reagentes e solventes 

utilizados 

Substância 

química 

Fórmula 

química 

Riscos e 

segurança 

Massa 

molar 

(g/mol) 

Grau de 

pureza 

(%) 

Fornecedor 

Carbamazepina C15H12N2O 
Perigo para a 

saúde 
236,27 98,8 Acofarma 

Diclofenaco C14H10Cl2NNaO2 
Toxicidade 

aguda 
318,13 99,4 Sigma 

Ibuprofeno C13H18O2 Tóxico 206,28 ≥98 Biosynth 

Naproxeno C14H13NaO3 
Perigo para a 

saúde 
252,24 98 - 102 Sigma-aldrich 

Acetonitrilo C2H3N 
Tóxico; 

inflamável 
41,05 >99,9 Merck 

Ácido fosfórico H3PO4 Corrosivo 98,00 85,0 JMGS 

Água (HPLC) H2O - 18,02 - Fisher chemical 

Cloreto de 

amónio 
NH4Cl 

Perigo para a 

saúde 
53,49 ≥99,5 ACS reagent 

Fosfato de 

potássio 

monobásico 

KH2PO4 
Perigo para a 

saúde 
136,09 >99,0 Sigma Aldrich 

Glucose C6H12O6 - 180,16 >99,0 Himedia 

Hidrogenofosfat

o de sódio di-

hidratado 

Na2HPO4⸱2H2O 
Perigo para a 

saúde 
177,99 - Sigma Aldrich 

Metanol CH3OH 
Tóxico; 

inflamável 
32,04 99,8 Fisher chemical 

Sulfato de 

magnésio hexa-

hidratado 

MgSO4⸱6H2O - 228,46 >99 Riëdel-de Haën 

 

Para a otimização da montagem de microcosmos de LCMs, destinados à remoção 

de fármacos de águas contaminadas, estudaram-se, como possíveis materiais a utilizar na 

composição da matriz de suporte, a mistura de dois materiais argilosos processados 

industrialmente, nomeadamente a vermiculite esfoliada (Aguiar & Mello, Lda, Portugal) 

com granulometria 3 e os agregados de argila expandida (LECA) (MaxitGroup, Portugal) 

com granulometria 2/4, numa mistura de 1:1 (v/v). A seleção destes materiais e da sua 
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mistura nestas proporções deveu-se ao facto de que, quer em estudos realizados 

anteriormente no âmbito do estágio de licenciatura, quer em estudos realizados por outros 

elementos do grupo de investigação, terem sido obtidos bons resultados na remoção de 

vários fármacos com estes materiais (Carrajola, 2020;. Dordio et al., 2017; Silva, 2023).  

Com o objetivo de aumentar a capacidade da matriz de suporte para remover os 

fármacos, promover o desenvolvimento da vegetação e da população microbiana, 

melhorar as condições do meio (arejamento, nutrientes, etc.) e o funcionamento do 

sistema, foi ainda testado granulado de cortiça expandida com duas granulometrias 

distintas: 0,5-3 mm e 3-5 mm (Amorim Cork Isolation).  

Na Tabela 2.2 estão apresentados alguns parâmetros de caracterização física e 

química da vermiculite esfoliada, da LECA e da mistura dos dois materiais argilosos nas 

proporções 1:1 (v:v). 

 

Tabela 2.2 – Características físico-químicas dos materiais argilosos utilizados como matriz de suporte, 

bem como a sua mistura 

Material Vermiculitea LECAa Mistura vermiculite:LECA 

(1:1, v:v)b 

Granulometria 3 (0,8 – 5,0) 2/4 (2,0 – 6,3) 0,5 – 3,0 

Porosidade (%) 66 ± 1 49 ± 1 54 ± 2 

Densidade aparente 

(Km/m3) 
88 ± 2 294 ± 10 291 ± 14 

pH (H2O) 7,44 ± 0,06 9,04 ± 0,08 8,67 ± 0,05 
a) (Dordio, Miranda, et al., 2017a); b) (Silva, 2023) 

 

Uma imagem ilustrativa do aspeto de cada um dos materiais estudados está 

apresentada na figura abaixo (Figura 2.1). 

 

Figura 2.1 - a) Aspeto da vermiculite esfoliada; b) Aspeto da LECA; c) Aspeto do granulado de cortiça 
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2.2. Metodologia Analítica 

 

Para a quantificação da carbamazepina e do ibuprofeno aplicou-se a técnica 

analítica de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) com deteção por UV-Vis. O aparelho utilizado foi um VWR 

HITACHI equipado com uma bomba L-2130 (Elite Lachrom), um autosampler L-2200 

(Elite Lachrom) e um detetor UV L-2400 (Elite Lachrom). 

Esta técnica foi selecionada para a quantificação dos dois fármacos em estudo uma 

vez que estes estavam presentes em soluções aquosas constituídas por quatro fármacos 

(carbamazepina, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno) sendo, portanto, necessária uma 

técnica que permitisse uma separação completa e uma quantificação seletiva de cada 

fármaco. Apesar de ser uma técnica seletiva, sensível, precisa e exata, tem como 

inconveniente o facto de ser um método demorado, dispendioso e não ecológico uma vez 

que utiliza solventes orgânicos para a eluição dos compostos, alguns dos quais são 

considerados perigosos e com efeitos tóxicos. 

Antes da aplicação deste método analítico foi necessário proceder à sua otimização 

e validação. 

 

2.2.1. Otimização das condições de quantificação dos fármacos por 

HPLC/UV-Vis 

 

Na quantificação dos compostos a analisar por HPLC foi utilizado um detetor 

UV-Vis, sendo o que integrava o equipamento disponível, especificamente do tipo de 

detetor de comprimento de onda (c.d.o.) único variável. Os detetores UV-Vis são dos 

mais utilizados em HPLC, pois são relativamente baratos e geralmente são pouco afetados 

por pequenas alterações de fluxo e temperatura. Os detetores UV-Vis apresentam diversas 

configurações, sendo o detetor de comprimento de onda único variável uma das mais 

comuns, por também ser das opções mais económicas. No entanto, este tipo de detetor 

apenas permite as determinações a um único c.d.o. durante a análise cromatográfica, 

embora o valor desse c.d.o. possa ser escolhido arbitrariamente e diferir de uma análise 

para outra. 
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Com o objetivo de obter os melhores resultados na quantificação dos compostos em 

estudo, e não sendo possível utilizar simultaneamente os vários máximos de absorvência 

de cada um dos fármacos presentes em solução, devido às limitações do tipo de detetor, 

foi necessário selecionar um c.d.o. que se apresentasse como um valor de compromisso 

que maximizasse as absorvências de todos os fármacos presentes em solução e, assim, 

permitisse a sua quantificação simultânea. A adicionar aos fármacos estudados neste 

estudo (carbamazepina e ibuprofeno), o trabalho experimental foi realizado em conjunto 

com outra colega de mestrado, que estudou outros dois fármacos, o naproxeno e o 

diclofenaco. Assim, o c.d.o. escolhido teria de permitir a deteção e quantificação de todos 

estes quatro compostos em simultâneo. 

De acordo com a bibliografia consultada, a carbamazepina apresenta máximos de 

absorvência aos c.d.o. de 210 e 285 nm (Hemmateenejad et al., 2007; Rezaei et al., 2005) 

e o ibuprofeno apresenta um máximo de absorvência ao c.d.o de 222 nm (Tewari et al., 

2017). De qualquer modo, foi feita a confirmação dos valores de c.d.o. correspondentes 

aos máximos de absorvência de cada um dos quatro fármacos presentes em solução 

através dos espetros de absorção obtidos num espetrofotómetro de absorção molecular. 

Assim, efetuaram-se varrimentos na zona do ultravioleta, num intervalo de c.d.o. entre 

200 e 350 nm, para cada uma das quatro soluções dos fármacos em estudo (Anexo A). Os 

espetros foram obtidos utilizando soluções padrão de cada um dos fármacos com 

concentrações de 10 mg/L. O valor de c.d.o. selecionado para posteriormente ser utilizado 

para a quantificação de cada um dos compostos nas análises por HPLC/UV-Vis foi de 

220 nm, pois a este c.d.o. todos os quatro fármacos apresentam absortividades molares 

significativas. 

 

2.2.1.1. Condições de quantificação dos fármacos por HPLC/UV-Vis 

 

Para a quantificação dos quatro fármacos presentes na solução a utilizar nos 

estudos, em especial a carbamazepina e o ibuprofeno, foi utilizado o equipamento de 

HPLC/UV-Vis acima mencionado, com uma coluna analítica de fase reversa Zorbax 

Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies, Alemanha) com as dimensões de 250 mm x 

4,6 mm e um tamanho de partículas de 5,0 μm. A eluição foi feita isocraticamente, sendo 

a fase móvel constituída por dois solventes, acetonitrilo e água acidificada com 0,1% (v/v) 

de ácido fosfórico (H3PO4). De forma a obter uma separação eficaz dos quatro fármacos 
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e reduzir ao máximo o tempo de retenção dos quatro fármacos, testaram-se diferentes 

proporções destes dois componentes. A composição da fase móvel que apresentou 

melhores resultados foi de 60% de acetonitrilo e 40% de água acidificada. 

Todas as análises foram efetuadas à temperatura ambiente. O volume de amostra 

injetado foi de 20 μL e o caudal da fase móvel de 1 mL/min, tendo sido realizadas pelo 

menos três réplicas das injeções para cada amostra. Todas as amostras foram previamente 

filtradas utilizando o tipo de filtro e as condições de filtração previamente otimizadas, 

conforme descrito na secção 2.2.1.2 que se segue. 

Para a quantificação dos fármacos recorreu-se ao método do padrão externo. Para 

isso, a partir de uma solução padrão stock contendo 10 mg/L de cada um dos quatro 

fármacos, foram preparadas uma série de soluções padrão com as seguintes 

concentrações: 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2,5; 5,0 mg/L. Todas as soluções padrão foram injetadas 

pelo menos três vezes no HPLC/UV-Vis, utilizando as condições de trabalho previamente 

otimizadas e posteriormente, construiu-se a reta de calibração. 

A solução padrão de stock de 10 mg/L foi preparada dissolvendo-se os fármacos 

com o auxílio de uma adição de 5 mL de metanol de modo a facilitar a solubilização dos 

fármacos com menor solubilidade em água. Para reduzir a fotodegradação de alguns 

destes compostos mais fotossensíveis (em particular o diclofenaco e o naproxeno), todas 

as soluções foram guardadas no escuro. 

 

2.2.1.2. Seleção do tipo de filtro e otimização do volume de amostra a filtrar 

 

Numa análise por HPLC, a filtração das amostras utilizando membranas filtrantes 

é um passo obrigatório para evitar o entupimento dos capilares ou a colmatação da coluna 

cromatográfica. Tipicamente, esta filtração é realizada utilizando membranas filtrantes 

com uma baixa porosidade, as quais devem permitir remover quaisquer pequenas 

partículas presentes na amostra, mas não devem reter o analito ou libertar substâncias 

interferentes na amostra. No entanto, em estudos publicados na literatura e em pesquisas 

conduzidas por membros da equipa de investigação, observou-se que certos tipos de 

membranas filtrantes, de determinados materiais e marcas comerciais, demonstram uma 

retenção significativa de alguns fármacos, dependendo do volume de amostra filtrado e 
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da concentração dos analitos (Carlson & Thompson, 2000; Carrajola, 2020; Machado et 

al., 2019; Pillai et al., 2016; Silva, 2023). 

Com o objetivo de selecionar o tipo de filtro adequado e otimizar a preparação do 

filtro, especialmente em relação ao volume a ser filtrado, de modo a minimizar a perda 

dos analitos, foram testados dois tipos de membranas filtrantes: filtros de membrana de 

nylon com porosidade de 0,45 μm (Ø = 25mm) da marca Labfil e filtros de membrana 

hidrofílica de PTFE com porosidade de 0,45 μm (Ø = 25mm), também da marca Labfil.  

Para proceder ao estudo a realizar com o intuito de atingir a maior percentagem de 

recuperação do analito filtrado antes da sua quantificação por HPLC, filtraram-se, com o 

auxílio de seringas de plástico de 10 mL de marca Ecoject, várias amostras de soluções 

aquosas contendo os quatro fármacos (carbamazepina, naproxeno, diclofenaco e 

ibuprofeno) a duas concentrações diferentes: 2,5 e 10 mg/L. Foi recolhido sempre o 

último mililitro da solução filtrada para quantificação. Para cada uma das concentrações 

testaram-se vários volumes de filtração (5, 10, 15, 20 e 25 mL) até ter sido obtida uma 

percentagem de recuperação dos compostos constante e o mais próxima possível de 

100%. Para cada volume testado foram realizadas pelo menos três réplicas. 

A percentagem de recuperação dos compostos após a filtração foi calculada pela 

razão entre a concentração dos compostos da solução filtrada e a concentração dos 

compostos da solução não filtrada. 

 

2.2.1.3. Validação do método analítico 

 

A validação do método analítico foi realizada seguindo os procedimentos descritos 

no guia “ICH-Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1)” 

(ICH, 1994), avaliando-se a exatidão, a repetibilidade e a reprodutibilidade, a linearidade 

da reta de calibração, a gama de concentrações de trabalho, os limites de deteção e de 

quantificação, além da eficiência de recuperação dos compostos após a filtração. 

A) Linearidade 

A avaliação da linearidade permitiu verificar se existia uma relação linear entre os 

valores das áreas e as concentrações das amostras analisadas, demonstrando assim a 
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capacidade de se obter resultados que sejam diretamente proporcionais à concentração da 

substância em análise na gama de concentrações de trabalho do procedimento analítico.  

As retas de calibração, obtidas conforme descrito no ponto 2.2.1.1, foram analisadas 

através do método dos mínimos quadrados (regressão linear), tendo sido estudada a 

correlação linear na gama das concentrações utilizadas, obtendo-se, assim, o declive, a 

ordenada na origem e o coeficiente de determinação (R2), que deve ser próximo de 1. 

Normalmente a gama de concentrações testadas deve variar de 60 % a 140 % da 

concentração do composto, sendo recomendada a utilização de, no mínimo, cinco padrões 

para o estudo da linearidade (ICH, 1994).  

B) Gama de concentrações de trabalho 

A gama de concentrações de trabalho numa quantificação normalmente deve situar-

se entre 80 % e 120 % da concentração do composto. Esse intervalo corresponde às 

concentrações mínimas e máximas do analito que podem ser quantificadas com 

linearidade, exatidão e precisão (ICH, 1994). 

C) Limites de deteção e quantificação 

Os limites de deteção (LDI – Limite de Deteção Instrumental) e de quantificação 

(LQI – Limite de Quantificação Instrumental) foram calculados através da determinação 

da concentração do analito correspondente ao sinal do branco mais 3,3 e 10 vezes o desvio 

padrão, respetivamente (ICH, 1994). 

D) Precisão e Exatidão 

A avaliação da precisão do método analítico permite determinar o grau de 

concordância entre uma série de resultados obtidos por aplicação do mesmo método e sob 

as mesmas condições. A precisão deve ser avaliada a três níveis: repetibilidade, a precisão 

intermédia e a reprodutibilidade (ICH, 1994). 

A exatidão de uma metodologia é a proximidade dos resultados obtidos em 

determinado ensaio em relação ao valor de referência aceito como verdadeiro (ICH, 

1994). 

Na avaliação da exatidão e da repetibilidade do equipamento, foram efetuadas três 

réplicas sucessivas de cada solução pelo mesmo utilizador e com a mesma composição 

da fase móvel de forma que as condições de eluição se mantivessem inalteradas, tendo 
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sido utilizadas três soluções padrão de concentrações diferentes, 0,5 mg/L (concentração 

baixa); 2,5 mg/L (concentração média) e 5,0 mg/L (concentração alta) (ICH, 1994). A 

exatidão foi calculada através da razão entre a média das concentrações determinadas 

experimentalmente e a concentração teórica previamente conhecida e é expressa em 

percentagem (ICH, 1994). Para avaliar a repetibilidade, foi analisada a dispersão dos 

dados, expressa como o desvio padrão relativo em percentagem das áreas dos picos (ICH, 

1994). 

A reprodutibilidade do aparelho foi também avaliada com base na dispersão, ou 

desvio padrão relativo (% DPR), dos valores das áreas do pico atribuído ao analito 

resultantes de 3 injeções sucessivas da mesma solução em dias diferentes (ICH, 1994). 

E) Percentagem de recuperação dos compostos após filtração 

A percentagem de recuperação dos compostos após a filtração foi determinada a 

partir da razão entre o valor da concentração dos compostos da solução filtrada e do valor 

da concentração dos compostos da solução não filtrada. 

 

2.2.2. Otimização da composição da matriz a utilizar no microcosmos de LCM 

 

Em estudos anteriormente realizados por membros da equipa de investigação, e 

também no decurso do trabalho de estágio, avaliou-se a capacidade de uma matriz de 

suporte constituída por uma mistura de agregados de argila expandida (LECA) 2/4 e 

vermiculite esfoliada 3, na proporção 1:1 (v:v), para remover/reter vários fármacos, 

tendo-se obtido resultados em geral promissores (Carrajola, 2020; Dordio, Miranda, et 

al., 2017a; Silva, 2023). 

Com o objetivo de aumentar a eficiência na remoção dos fármacos pela matriz de 

suporte anterior, testou-se a capacidade de remoção de um novo material (granulados de 

cortiça expandida) com o objetivo de o adicionar à mistura de LECA e vermiculite. Neste 

âmbito, foram estudadas duas granulometrias de cortiça diferentes, 0,5/3 e 3/5 (Figura 

2.2). 
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Figura 2.2 – a) Cortiça com granulometria 0,5/3; b) Cortiça com granulometria 3/5 

 

2.2.2.1. Preparação dos materiais 

 

Antes da utilização dos materiais, os mesmos sofreram lavagens sucessivas com 

água ultra-pura (Fisher Chemical), sendo posteriormente secos numa estufa a uma 

temperatura de 105ºC, durante 24 horas. Este processo foi realizado com o objetivo de 

remover as partículas finas e os sólidos em suspensão que os materiais apresentavam 

devido ao desgaste mecânico. Para além disso, esta etapa também contribui para a redução 

da população microbiana presente no material. 

A vermiculite e a LECA foram posteriormente misturadas uniformemente, na razão 

1:1 (v:v). 

 

2.2.2.2. Seleção da classe granulométrica de granulado de cortiça expandida a 

utilizar na composição da matriz 

 

Foram realizados ensaios com duas granulometrias distintas de granulados de 

cortiça expandida, nomeadamente 0,5/3 e 3/5, com o objetivo de avaliar a influência do 

tamanho dos grânulos na remoção dos fármacos. 

Nestes ensaios colocaram-se em contacto amostras de grânulos de cortiça de cada 

granulometria com soluções aquosas dos fármacos com quatro concentrações distintas (1 

mg/L, 2,5 mg/L, 5,0 mg/L e 10 mg/L). Os ensaios foram realizados em descontínuo, à 

escala laboratorial, em triplicado e à temperatura ambiente. Para cada granulometria, a 

razão entre o volume de solução e a massa do material foi estabelecida de modo a que 

correspondesse a uma taxa de inundação de 100%, pois esta seria a situação verificada 

num contexto de aplicação prática, numa estação de tratamento, situação essa que permite 
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um melhor contacto entre as soluções e os meios filtrantes e seria de esperar 

consequentemente uma melhor remoção dos compostos. 

A escolha das massas dos grânulos de cortiça a utilizar nos ensaios foi tomada de 

modo que as amostras com as duas granulometrias distintas ocupassem sensivelmente o 

mesmo volume (~200 mL).  

Para além do efeito do tamanho dos grânulos de cortiça também foi estudada a 

influência de certas condições experimentais, nomeadamente o tempo de contacto e a 

concentração inicial dos fármacos (que variou entre 1 mg/L e 10 mg/L). 

É de salientar ainda que todos os ensaios foram realizados no escuro e sem agitação, 

de modo a evitar a fotodegradação destes compostos e de modo a conseguir uma boa 

simulação do comportamento hidráulico de um leito construído de macrófitas de fluxo 

sub-superficial, onde são normalmente usadas baixas velocidades de escoamento do 

efluente. 

As montagens de cada ensaio, para cada concentração testada para as duas 

granulometrias, seguiram o seguinte procedimento (Figura 2.3): 

 

 

Figura 2.3 - Esquema geral da montagem dos ensaios da cortiça 3/5 (esquerda) e da cortiça 0,5/3 

(direita) para a solução com os compostos em estudo 

 

Assim, no total foram realizados 6 ensaios com as seguintes condições: 

✓ Ensaio 1 – destinado a avaliar a remoção dos fármacos pela granulometria 

3/5 às concentrações de fármacos de 1 mg/L; dos 6 copos utilizados, 3 deles 

continham a solução aquosa dos fármacos e os restantes 3 (contendo apenas 

água) foram utilizados como controlos; 
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✓ Ensaio 2 - destinado a avaliar a remoção dos fármacos pela granulometria 

3/5 às concentrações de fármacos de 2,5 mg/L; dos 6 copos utilizados, 3 

deles continham a solução aquosa dos fármacos e os restantes 3 (contendo 

apenas água) foram utilizados como controlos; 

✓ Ensaio 3 - destinado a avaliar a remoção dos fármacos pela granulometria 

3/5 às concentrações de fármacos de 5 mg/L; dos 6 copos utilizados, 3 deles 

continham a solução aquosa dos fármacos e os restantes 3 (contendo apenas 

água) foram utilizados como controlos; 

✓ Ensaio 4 – destinado a avaliar a remoção dos fármacos pela granulometria 

3/5 às concentrações de fármacos de 10 mg/L; dos 6 copos utilizados, 3 

deles continham a solução aquosa dos fármacos e os restantes 3 (contendo 

apenas água) foram utilizados como controlos; 

✓ Ensaio 5 - destinado a avaliar a remoção dos fármacos pela granulometria 

0,5/3 às concentrações de fármacos de 2,5 mg/L; dos 6 copos utilizados, 3 

deles continham a solução aquosa dos fármacos e os restantes 3 (contendo 

apenas água) foram utilizados como controlos; 

✓ Ensaio 6 - destinado a avaliar a remoção dos fármacos pela granulometria 

0,5/3 às concentrações de fármacos de 5 mg/L; dos 6 copos utilizados, 3 

deles continham a solução aquosa dos fármacos e os restantes 3 (contendo 

apenas água) foram utilizados como controlos. 

Todos os ensaios tiveram uma duração total de 216 h, tendo sido recolhidas 

amostras de 24 em 24 h. A realização deste estudo permitiu a seleção da granulometria 

de cortiça mais indicada para adicionar à matriz de suporte composta por uma mistura de 

LECA e vermiculite esfoliada. 

 

2.2.2.3. Estudo da estratificação dos materiais a utilizar na composição da matriz 

de suporte 

 

Foram realizados ensaios com três estratificações distintas de uma mistura de 

LECA 2/4 e vermiculite esfoliada 3 (1:1, v:v) e dos granulados de cortiça expandida 

3/5 mm (Figura 2.4), com o objetivo de selecionar a composição da matriz de suporte a 

utilizar na montagem dos microcosmos de LCMs a utilizar nos ensaios. 
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Nestes ensaios colocou-se o material com as diferentes estratificações em contacto 

com uma solução aquosa dos fármacos com uma concentração de 2,5 mg/L. Para as três 

estratificações testadas, o volume de solução utilizado foi igual e correspondeu 

aproximadamente à taxa de inundação de 100%, pelas razões apresentadas na secção 

2.2.2.2. Os ensaios foram realizados nas mesmas condições experimentais descritas acima 

(secção 2.2.2.2). 

As montagens de cada ensaio, para cada estratificação testada, seguiram o seguinte 

procedimento (Figura 2.4): 

 

 

Figura 2.4 - Esquema geral da montagem dos ensaios de estratificação para a solução com os 

compostos em estudo 

 

Assim, no total, foram realizados 3 ensaios com as seguintes condições: 

✓ Ensaio 1 – destinado a avaliar a remoção dos fármacos de uma solução 

aquosa contendo 2,5 mg/L de cada fármaco, por meio de uma estratificação 

1:1:1 dos componentes da matriz de suporte, bem como determinar algumas 

propriedades físico-químicas (densidade aparente, porosidade, pH) da 

matriz: dos 6 copos utilizados, 3 deles continham a solução aquosa dos 

fármacos e os restantes 3 (contendo apenas água) foram utilizados como 

controlos; 

✓ Ensaio 2 – destinado a avaliar a remoção dos fármacos de uma solução 

aquosa contendo 2,5 mg/L de cada fármaco, por meio de uma estratificação 
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5:3:4 dos componentes da matriz de suporte, bem como determinar algumas 

propriedades físico-químicas (densidade aparente, porosidade, pH) da 

matriz: dos 6 copos utilizados, 3 deles continham a solução aquosa dos 

fármacos e os restantes 3 (contendo apenas água) foram utilizados como 

controlos; 

✓ Ensaio 3 – destinado a avaliar a remoção dos fármacos de uma solução 

aquosa contendo 2,5 mg/L de cada fármaco, por meio de uma estratificação 

5:2:5 dos componentes da matriz de suporte, bem como determinar algumas 

propriedades físico-químicas (densidade aparente, porosidade, pH) da 

matriz: dos 6 copos utilizados, 3 deles continham a solução aquosa dos 

fármacos e os restantes 3 (contendo apenas água) foram utilizados como 

controlos. 

Todos os ensaios tiveram uma duração total de 168 horas, com amostras recolhidas 

para análise a cada 24 horas. Este estudo possibilitou a seleção da estratificação mais 

adequada para a matriz de suporte, levando em consideração a sua capacidade de remoção 

e as suas propriedades físico-químicas. 

 

2.2.2.4. Caracterização físico-química dos materiais da matriz de suporte 

 

As características da matriz de suporte condicionam o seu papel na remoção dos 

poluentes nos sistemas de LCMs. Em particular a capacidade de sorção de poluentes, as 

propriedades hidráulicas do sistema e o desenvolvimento das plantas e da população 

microbiana estão diretamente relacionadas com as propriedades físico-químicas dos 

materiais que constituem a matriz de suporte. Assim, para a caracterização físico-química 

dos granulados de cortiça expandida com granulometria 0,5/3 e 3/5, bem como da 

estratificação a utilizar como matriz no sistema, foram determinadas a densidade 

aparente, a porosidade do meio (% de volume de vazio) e o pH em água. 

Em relação à densidade aparente foi determinada tendo em conta a razão entre a 

massa do material (peso seco) e o volume aparente do material (n=6) (Brix et al., 2001; 

Del Bubba et al., 2003). A porosidade do meio (volume de vazios) foi determinada com 

base na quantidade de água necessária para saturar um volume conhecido de cada um dos 

materiais (n=6) (Brix et al., 2001; Del Bubba et al., 2003). Para as determinações do pH, 
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colocaram-se 10 g do material em contacto com 75 mL de água destilada e após 30 

minutos em agitação efetuaram-se as medições potenciométricas (n=6) (Black et al., 

2016). 

 

2.2.3. Estudo da capacidade da bactéria na remoção/degradação dos fármacos 

 

Na realização deste estudo foi utilizada uma bactéria, a Bacillus subtilis QST 713, 

isolada a partir de uma suspensão comercial. Além dos esporos desta estirpe de Bacillus, 

esta suspensão contém também diversas substâncias produzidas por esta bactéria durante 

o processo de fermentação, sendo utilizada como um fungicida biológico para aplicação 

agrícola. A bactéria referida é identificada mais recentemente neste produto comercial 

como Bacillus amyloliquefaciens QST 713. 

As bactérias utilizadas como pré-inóculo encontravam-se numa suspensão 

concentrada (SC) com 14,1 g/L de Bacillus subtilis QST 713 (mínimo 1x109 UFC/g). 

 

2.2.3.1. Meio de cultura e condições de crescimento 

 

Os meios de cultura fornecem aos microrganismos os nutrientes necessários ao seu 

desenvolvimento e multiplicação. Diferentes microrganismos possuem necessidades 

nutricionais específicas e, como tal, os meios de cultura deverão ser selecionados de modo 

a satisfazer essas necessidades. 

Para o crescimento da cultura de Bacillus em meio líquido procurou-se selecionar 

e formular um meio de cultura onde estivessem presentes os nutrientes (macronutrientes 

e micronutrientes) que naturalmente podem ser disponibilizados pelos materiais 

argilosos, vermiculite esfoliada e argila expandida (LECA), que irão constituir a matriz 

de suporte do microcosmos de LCMs, onde irão posteriormente ser inoculados os 

microrganismos. 

A composição do meio de cultura utilizado para o crescimento, em meio líquido, 

do Bacillus encontra-se apresentada na Tabela 2.3. A fonte de carbono (glucose), sempre 

que necessário, foi adicionada ao meio de cultura antes da inoculação. 
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Tabela 2.3 - Composição do meio de cultura utilizado durante o estudo (adaptado de Marchlewicz et al., 

2016) 

Reagente Concentração (g/L) 

NH4Cl 5 

MgSO4.6H2O 0,185 

Na2HPO4.2H2O 1,879 

KH2PO4 0,5 

  

Glucose 1 

 

O pH do meio de cultura foi ajustado inicialmente ao valor de 7,1 (Marchlewicz et 

al., 2016) e o crescimento da cultura de Bacillus foi realizado numa incubadora orbital 

(marca OHAUS, modelo ISLD04HDG) à temperatura constante de 30ºC. Com o 

propósito de otimizar as condições de crescimento da cultura de Bacillus foram testadas 

3 velocidades de agitação: 150 rpm, 160 rpm e 200 rpm. 

 

2.2.3.2. Preparação do inóculo 

 

Antecedendo a preparação dos inóculos foram preparados pré-inóculos, tendo-se, 

para esse fim, adicionado em Erlenmeyers de 250 mL um determinado volume de 

suspensão concentrada, a qual continha as células de Bacillus, e 200 mL de meio de 

cultura com glucose (Figura 2.5). O volume de suspensão concentrada foi selecionado de 

modo a ser obtido para a Densidade Ótica da cultura, medida ao comprimento de onda de 

600 nm (DO600nm), um valor próximo de 0,8. A cultura foi submetida a agitação numa 

incubadora orbital a 200 rpm durante 24 horas e a uma temperatura constante de 30ºC de 

modo a garantir uma densidade celular elevada. Após as 24 horas de incubação, novos 

inóculos foram preparados. Em Erlenmeyers de 250 mL foi adicionado um volume de 

pré-inóculo, contendo as novas células de Bacillus, e 200 mL de meio de cultura com 

glucose (Figura 2.5). O volume de pré-inóculo adicionado foi selecionado de modo a se 

obter um valor próximo de 0,03 para a DO600nm. Novamente a cultura foi submetida a 

agitação na incubadora orbital a 200 rpm durante 24 horas e a uma temperatura constante 

de 30ºC. Os inóculos assim obtidos foram posteriormente utilizados para os estudos de 

crescimento microbiano e para a avaliação da capacidade de remoção dos fármacos pela 

bactéria. 
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Figura 2.5 - Esquema da preparação dos inóculos a utilizar nos ensaios 

 

 

2.2.3.3. Estudo do crescimento, em descontínuo, da bactéria em suspensão em 

meio líquido 

 

O estudo da curva de crescimento da bactéria Bacillus foi feito com recurso ao 

método de turbidimetria. Este estudo foi realizado em descontínuo (batch) e em meio 

líquido, com agitação orbital de 200 rpm e a uma temperatura constante de 30ºC. A curva 

de crescimento da bactéria foi obtida com base na medição da DO600nm das amostras 

recolhidas ao longo do tempo. 

Para a construção da curva de crescimento foi necessário, num Erlenmeyer 

contendo 200 mL do meio de cultura e glucose, inocular-se um volume adequado da 

cultura do inóculo, de modo que a DO600nm da cultura bacteriana no início da experiência 

fosse próximo de 0,03. De seguida, o crescimento celular foi acompanhado durante cerca 

de 12 horas, com a recolha de amostras de cultura de 2 em 2 horas e a determinação dos 

valores da DO600nm. Foram ainda realizadas recolhas de amostras às 24h, 28h, 33h e 48h 

e determinados os valores da DO600nm. 

O estudo da curva de crescimento do Bacillus também foi realizado na ausência de 

glucose no meio de cultura, tendo-se seguido o mesmo procedimento experimental 

descrito acima. 
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2.2.3.4. Estudo da capacidade de remoção/degradação da carbamazepina e do 

ibuprofeno pela bactéria em meio líquido 

 

Com o propósito de estudar a capacidade que a bactéria Bacillus possui para 

remover ou degradar os fármacos, realizaram-se dois ensaios em meio líquido nos quais 

o meio de cultura foi dopado apenas com os fármacos em estudo (carbamazepina ou 

ibuprofeno) com uma concentração de 2 mg/L e 20 mg/L. Foi também realizado um 

ensaio em que o meio de cultura foi dopado com uma mistura de quatro fármacos 

(carbamazepina, diclofenaco, ibuprofeno e naproxeno) com uma concentração inicial de 

2 mg/L e 5 mg/L para cada um dos fármacos. 

Na Figura 2.6 está apresentado o esquema geral utilizado para a montagem de cada 

um dos três ensaios. 

 

 

Figura 2.6 - Esquema geral utilizado na montagem de cada um dos ensaios (MC = meio de cultura) 

 

Assim, no total, foram realizados 3 ensaios, cada um com 8 Erlenmeyers com as 

seguintes condições: 

✓ Erlenmeyer I – com o objetivo de avaliar a capacidade de a bactéria 

degradar o(s) fármaco(s) presente(s) no meio de cultura bem como de 

avaliar também os possíveis efeitos da exposição ao(s) fármaco(s) sobre o 

desenvolvimento da cultura da bactéria, dopou-se com o(s) fármaco(s) o 
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meio de cultura contendo glucose, o qual foi inoculado com um volume de 

cultura de Bacillus correspondente a uma DO600nm inicial próxima de 0,03; 

✓ Erlenmeyer II – com o objetivo de avaliar a capacidade de a bactéria 

degradar o(s) fármaco(s) presente(s) no meio de cultura bem como de 

avaliar a influência da presença da glucose na remoção do(s) fármaco(s), 

dopou-se com o(s) fármaco(s) o meio de cultura sem glucose, o qual foi 

inoculado com um volume de cultura de Bacillus correspondente a uma 

DO600nm inicial próxima de 0,03; 

✓ Erlenmeyer III – com o objetivo de, por comparação com o Erlenmeyer I, 

avaliar o efeito que o(s) fármaco(s) pode(m) ter no desenvolvimento da 

cultura de bactérias, inoculou-se o meio de cultura com glucose com um 

volume de cultura de Bacillus correspondente a uma DO600nm inicial 

próxima de 0,03; 

✓ Erlenmeyer IV – com o objetivo de, por comparação com o Erlenmeyer II, 

avaliar o efeito que o(s) fármaco(s) pode(m) ter no desenvolvimento da 

cultura de bactérias, inoculou-se o meio de cultura sem glucose com um 

volume de cultura de Bacillus correspondente a uma DO600nm inicial 

próxima de 0,03; 

✓ Erlenmeyer V – com o objetivo de avaliar a possível adsorção do(s) 

composto(s) à biomassa de Bacillus, dopou-se com o(s) fármaco(s) o meio 

de cultura contendo glucose, o qual foi inoculado com um volume de células 

inativas de Bacillus correspondente a uma DO600nm inicial próxima de 0,2; 

✓ Erlenmeyer VI – com o objetivo de avaliar a possível adsorção do(s) 

composto(s) à biomassa de Bacillus, dopou-se com o(s) fármaco(s) o meio 

de cultura sem glucose, o qual foi inoculado com um volume de células 

inativas de Bacillus correspondente a uma DO600nm inicial próxima de 0,2; 

✓ Erlenmeyer VII – com o objetivo de avaliar a possível fotodegradação 

do(s) fármaco(s) dopou-se com este(s) composto(s) o meio de cultura 

contendo glucose, não tendo este sido inoculado com a cultura de Bacillus; 

✓ Erlenmeyer VIII – com o objetivo de avaliar a possível fotodegradação 

do(s) fármaco(s) dopou-se com este(s) composto(s) o meio de cultura sem 

glucose, não tendo este sido inoculado com a cultura de Bacillus. 
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Todos os ensaios foram realizados em descontínuo, em meio líquido, com agitação 

orbital de 200 rpm e a uma temperatura constante de 30ºC. As amostras foram recolhidas 

de 2 em 2 horas durante 13h e ainda foram recolhidas amostras às 24h. Os valores da 

DO600nm foram medidos para todas as amostras recolhidas e, no caso das amostras 

contendo fármacos, também se determinaram as concentrações do(s) fármaco(s) em 

solução por HPLC/UV-Vis.  

 

2.2.4. Análise estatística dos resultados 

 

Os resultados obtidos foram expressos como sendo a média ± desvio padrão. O 

tratamento estatístico dos mesmos foi feito com recurso ao programa Microsoft EXCEL. 

Recorreu-se também à análise de variância (ANOVA fator único) na comparação de 

alguns resultados. Neste trabalho a análise de ANOVA foi sempre realizada para um grau 

de confiança de 95%. 
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3.1. Otimização e validação da metodologia analítica 

 

3.1.1. Condições de quantificação dos fármacos por HPLC/UV-Vis 

 

Como já foi referido anteriormente para a separação dos quatro fármacos 

(ibuprofeno, carbamazepina, diclofenaco e naproxeno) presentes na solução aquosa e a 

quantificação do ibuprofeno e da carbamazepina recorreu-se à técnica analítica de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência utilizando um aparelho equipado com detetor 

UV-Vis de c.d.o. único variável, nas condições experimentais otimizadas descritas na 

secção 2.2.1.1. 

Os perfis cromatográficos de cada um dos fármacos e da solução com os quatro 

fármacos foram determinados a 220 nm com deteção em UV-Vis (Anexo A). A 

identificação dos quatro fármacos presentes na solução foi feita por comparação dos 

tempos de retenção obtidos nos cromatogramas das soluções padrão de cada um dos 

compostos isolados. Na Figura 3.1 está apresentado o cromatograma obtido para uma 

solução padrão contendo os quatro fármacos com uma concentração de 2 mg/L de cada 

um dos fármacos. 

 

 

Figura 3.1 - Cromatograma obtido por HPLC-UV-Vis para uma solução padrão com os quatro fármacos 

 

Tendo sido identificados previamente os tempos de retenção nos cromatogramas de 

cada composto isoladamente, foi possível identificar os tempos de retenção para a 
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carbamazepina, para o naproxeno, para o diclofenaco e para o ibuprofeno de 3,3 min, 4,2 

min, 6,1 min e 6,9 min, respetivamente. 

 

3.1.2. Validação do método analítico 

 

A validação do método analítico realizou-se de acordo com o que está descrito no 

guia “ICH-Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1)” (ICH, 

1994). Foram assim avaliados a linearidade da curva de calibração e os parâmetros de 

exatidão, precisão (repetibilidade e reprodutibilidade), os limites deteção e quantificação 

instrumentais. 

De modo a quantificar a carbamazepina e o ibuprofeno presentes na solução aquosa, 

pelo método do padrão externo, construíram-se duas curvas de calibração (Figura 3.2 e 

Figura 3.3) utilizando 6 soluções padrão com concentrações entre 0,25 e 5 mg/L, 

conforme descrito na secção 2.2.1.1 da metodologia experimental. Procurou-se também 

determinar o limite de deteção, o limite de quantificação e o coeficiente de determinação 

(R2), do método analítico para os fármacos em estudo. 

 

 

Figura 3.2 - Reta de calibração utilizada para a quantificação da carbamazepina em solução aquosa 
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Figura 3.3 - Reta de calibração utilizada para a quantificação da ibuprofeno em solução aquosa 

 

Na Tabela 3.1 são apresentados os parâmetros calculados, relativos ao modelo de 

regressão linear aplicado, respetivamente para cada um dos fármacos. 

 

Tabela 3.1 - Retas de calibração, LDI e LQI relativamente à carbamazepina e ibuprofeno 

Fármacos carbamazepina ibuprofeno 

Equação da reta y = 486172x + 16221 y = 181020x + 1124 

R2 0,9999 0,9998 

LDI (mg/L) 0,022 0,039 

LQI (mg/L) 0,067 0,117 

 

Analisando as duas equações das retas anteriormente apresentadas verifica-se que 

em ambos os casos o coeficiente de determinação (R2) é superior a 0,9998. O coeficiente 

de determinação (R2) mostra o quão próximos os valores medidos se encontram da reta 

de regressão que foi ajustada, podendo variar entre 0 e 1. Tal permite assegurar que os 

valores de concentração determinados por regressão linear, utilizando estas retas, são 

fiáveis dentro da gama de concentração de valores em que foram construídas (0,25 e 5 

mg/L). Verifica-se também que o fármaco que é possível detetar e quantificar a 
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concentrações mais baixas é a carbamazepina, mas de uma forma geral os dois fármacos 

estudados têm limites de quantificação adequados aos valores de concentração medidos 

neste trabalho. 

Foram ainda avaliadas a exatidão, a repetibilidade e a reprodutibilidade para ambos 

os fármacos, conforme descrito na secção 2.2.1.3 da metodologia experimental. Na 

Tabela 3.2 estão apresentados todos os resultados utilizados para a avaliação destes 3 

parâmetros.  

 

Tabela 3.2 - Parâmetros de exatidão, repetibilidade e reprodutibilidade 

Parâmetro Repetibilidade e Exatidão 

Fármacos carbamazepina ibuprofeno 

[teórica] (mg/L) 0,56 2,80 5,60 0,52 2,60 5,20 

DPR (%) 1,41 0,42 0,30 2,66 0,75 0,34 

[real] (mg/L) 0,54 2,81 5,55 0,49 2,59 5,16 

% Nominal 97,14 100,24 99,15 95,00 99,52 99,20 

 Reprodutibilidade e Exatidão 

[teórica] (mg/L) 0,56 2,80 5,60 0,52 2,60 5,20 

DPR (%) 1,00 0,61 0,58 2,10 0,81 0,56 

[real] (mg/L) 0,55 2,80 5,57 0,50 2,57 5,19 

% Nominal 97,88 100,08 99,45 95,35 98,97 99,72 

 

Para as concentrações testadas (0,5; 2,5 e 5 mg/L), o método analítico desenvolvido 

e otimizado para a quantificação da carbamazepina e do ibuprofeno por HPLC-UV-Vis 

apresentou uma elevada reprodutibilidade (DPRCBZ < 1,00 %; DPRIBU < 2,1 %) e 

repetibilidade (DPRCBZ < 1,41 %; DPRIBU < 2,66 %). No entanto, como seria de esperar, 

observa-se que estes indicadores são, em geral, maiores (DPR menores) para 

concentrações mais elevadas, diminuindo gradualmente (aumento de DPR) à medida que 

as concentrações medidas vão sendo menores. Tal deve-se ao facto de as incertezas nas 

medições terem maior peso relativo quanto menor for o valor medido (em denominador), 

originando uma maior dispersão relativa dos valores obtidos nestas condições. 
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3.1.3. Seleção dos filtros e otimização do volume de solução a filtrar 

 

Como já foi referido, para a utilização da técnica analítica de HPLC-UV/Vis, um 

passo indispensável é a filtração prévia das amostras por membranas de baixa porosidade 

para evitar o entupimento dos capilares e a colmatação da coluna. No entanto, tem vindo 

a ser observado, em alguns estudos que se encontram na literatura (Carlson & Thompson, 

2000; Machado et al., 2019; Pillai et al., 2016), bem como em alguns estudos realizados 

por outros membros da equipa de investigação (Carrajola, 2020; Silva, 2023), que na 

operação de filtração de alguns compostos orgânicos, incluindo alguns fármacos, estes 

são parcialmente retidos em certos tipos de membranas utilizadas nos filtros, em especial 

as constituídas por nylon. De facto, este material polimérico contém grupos funcionais de 

ácido carboxílico e de amina, bem como ligações amida, os quais podem interagir com 

analitos ácidos ou básicos por via eletrostática ou através do estabelecimento de pontes 

de hidrogénio, podendo favorecer a retenção de moléculas de analito por estes polímeros 

da membrana filtrante (Machado et al., 2019). O PTFE é um fluoropolímero sintético 

altamente apolar com uma estrutura alifática na qual o fluor substitui todos os átomos de 

hidrogénio na cadeia de carbonos, o que serve para evitar momentos dipolares apreciáveis 

(Michlig et al., 2024). Esta superfície apolar torna o PTFE menos suscetível de interagir 

(e reter) com compostos polares (Michlig et al., 2024). 

No entanto, a retenção de fármacos por membranas filtrantes está dependente de 

vários fatores como o tipo de polímero constituinte da membrana, da concentração do 

composto em solução e das suas características, tais como polaridade, grau de ionização 

e capacidade para estabelecer de diferentes interações (ex. pontes de hidrogénio). 

A utilização deste tipo de filtros requer deste modo que se proceda com algumas 

precauções nas operações de filtração, nomeadamente efetuando um estudo prévio de 

avaliação da retenção dos analitos pelos filtros e da maneira de mitigar este problema, de 

modo a minimizar as perdas de analito durante o passo preparativo das amostras.  

Para selecionar o tipo de filtro a utilizar, bem como o volume de solução a filtrar 

que minimize as perdas de analito na filtração, foram testados dois tipos de filtros 

diferentes, um de membrana de nylon da marca Labfil e um de membrana hidrofílica de 

Politetrafluoroetileno (PTFE) da marca Labfil e vários volumes de soluções de 

carbamazepina e ibuprofeno. Para cada fármaco testaram-se duas concentrações distintas 
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(2,5 e 10 mg/L), uma vez que a retenção dos fármacos na membrana de nylon depende 

da sua concentração em solução, de acordo com o descrito na secção 2.2.1.2 da 

metodologia experimental. 

Na Figura 3.4 são apresentados os resultados obtidos para as percentagens de 

recuperação da carbamazepina para as soluções com concentrações de 2,5 mg/L e 

10 mg/L, nos dois tipos de filtros testados, de nylon e de PTFE (ambos da marca Labfil), 

sendo comparadas, para cada concentração, as percentagens de recuperação dos dois tipos 

de filtro a cada volume de solução filtrada. 

 

Figura 3.4 - Percentagem de recuperação (%R) da carbamazepina nas concentrações de 2,5 mg/L e 
10 mg/L, após filtração utilizando membranas de nylon e PTFE. As letras diferentes significam que os 

valores apresentam diferenças significativas (p<0,05). Letras minúsculas correspondem a comparações 

entre %R de diferentes membranas para o mesmo volume e para a concentração de 2,5 mg/L. Letras 
maiúsculas correspondem a comparações entre %R de diferentes membranas para o mesmo volume e para 

a concentração de 10 mg/L 

 

Para as duas membranas filtrantes testadas (nylon e PTFE) obtiveram-se 

percentagens de recuperação da carbamazepina elevadas (próximas de 100%) para todos 

os volumes testados e para as duas concentrações estudadas (2,5 mg/L e 10 mg/L). 

Embora se verifiquem diferenças que são estatisticamente significativas para as duas 

membranas à concentração mais elevada (10 mg/L) para os volumes de filtrado menores, 



 

54 

 

estas diferenças são bastante pequenas. Assim, para a carbamazepina, ambos os filtros 

apresentam resultados quase idênticos em que as recuperações do analito são quase totais.  

Na Figura 3.5 são apresentados os resultados obtidos para as percentagens de 

recuperação do ibuprofeno para as soluções com concentrações de 2,5 mg/L e 10 mg/L, 

nos dois tipos de filtros testados, de nylon e de PTFE (ambos da marca Labfil), e 

comparam-se as percentagens de recuperação dos dois tipos de filtro para os mesmos 

volumes de solução filtrada. 

 

 

Figura 3.5 - Percentagem de recuperação (%R) do ibuprofeno nas concentrações de 2,5 mg/L e 10 mg/L, 

após filtração utilizando membranas de nylon e PTFE. As letras diferentes significam que os valores 
apresentam diferenças significativas (p<0,05). Letras minúsculas correspondem a comparações entre %R 

de diferentes membranas para o mesmo volume e para a concentração de 2,5 mg/L. Letras maiúsculas 

correspondem a comparações entre %R de diferentes membranas para o mesmo volume e para a 

concentração de 10 mg/L 

 

Para a concentração de 10 mg/L, obtiveram-se percentagens de recuperação do 

Ibuprofeno elevadas (próximas de 100%) para todos os volumes testados e para as duas 

membranas filtrantes testadas (nylon e PTFE). Contudo, o mesmo não se observa para a 

concentração de 2,5 mg/L, em que para os três primeiros volumes testados (5, 20 e 15 

mL) observaram-se diferenças significativas entre as recuperações obtidas pelas duas 
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membranas filtrantes testadas. Ao contrário do que acontece na membrana de PTFE, em 

que a percentagem de recuperação nos primeiros volumes testados é inferior a 100%, na 

membrana de nylon os valores são sempre próximos de 100%. 

Embora em alguns artigos tenha sido relatada a retenção de ibuprofeno em 

membranas de nylon, esta discrepância é atribuída por alguns autores às diferenças na 

matriz da amostra nomeadamente à presença de outros fármacos em solução (Michlig et 

al., 2024). 

No presente estudo, tal como já foi referido anteriormente, a solução utilizada nos 

ensaios contém, para além da carbamazepina e ibuprofeno, outros dois fármacos 

(diclofenaco e naproxeno) estudados no âmbito da dissertação de mestrado de outra 

colega. De facto, verificou-se para estes dois fármacos, mas em particular para o 

diclofenaco, que ocorreu uma retenção significativa deste(s) analito(s) na membrana de 

nylon (dados não apresentados). É uma possibilidade que o diclofenaco (uma molécula 

que possui um grupo amina básico que pode interatuar por pontes de hidrogénio com os 

grupos carboxílicos do nylon) interatue preferencialmente com o nylon, diminuindo 

assim o efeito de retenção da membrana sobre os outros fármacos, cujas interações são 

mais fracas. 

Assim, tendo em atenção os resultados obtidos, o filtro escolhido para dar 

continuidade ao trabalho foi o filtro de PTFE da marca Labfil. Apesar do filtro de PTFE 

apresentar um custo mais elevado e percentagens de recuperação da carbamazepina 

semelhantes às obtidas para o filtro de nylon, existem diferenças significativas na 

percentagem de recuperação do ibuprofeno e dos outros dois fármacos presentes na 

solução em estudo (diclofenaco e naproxeno), daí a necessidade de se selecionar os filtros 

de PTFE para a metodologia analítica e de se prosseguir com a otimização da operação 

de filtração realizando-se estudos para determinar o volume mínimo de filtrado para se 

obter uma percentagem de recuperação próxima de 100%. 

Nas Figura 3.6 e Figura 3.7 estão apresentados os resultados referentes a esse 

estudo. 
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Figura 3.6 - Percentagem de recuperação (%R) da carbamazepina nas concentrações de 2,5 mg/L e 10 
mg/L, após filtração utilizando membranas de PTFE. As letras diferentes significam que os valores 

apresentam diferenças significativas (p<0,05). Letras minúsculas correspondem a comparações entre %R 

de diferentes volumes filtrados para a concentração de 2,5 mg/L. Letras maiúsculas correspondem a 

comparações entre %R de diferentes volumes filtrados para a concentração de 10 mg/L 

 

Figura 3.7 - Percentagem de recuperação (%R) do ibuprofeno nas concentrações de 2,5 mg/L e 10 mg/L, 

após filtração utilizando membranas de PTFE. As letras diferentes significam que os valores apresentam 
diferenças significativas (p<0,05). Letras minúsculas correspondem a comparações entre %R de diferentes 

volumes filtrados para a concentração de 2,5 mg/L. Letras maiúsculas correspondem a comparações entre 

%R de diferentes volumes filtrados para a concentração de 10 mg/L 
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Pela observação das Figura 3.6 e Figura 3.7 verifica-se que quanto maior for o 

volume filtrado e maior a concentração dos compostos em solução, maior é a percentagem 

de recuperação dos fármacos. 

Assim, observa-se que para a concentração mais elevada (10 mg/L) a recuperação 

do analito é sempre muito elevada para ambos os fármacos, próxima de 100 %, e não 

existem diferenças significativas para os vários volumes de filtrado. 

Por outro lado, da comparação entre as percentagens de recuperação obtidas para 

os diferentes volumes de filtrado no caso da concentração mais baixa de fármaco 

(2,5 mg/L), verifica-se que com um volume de filtrado de 5mL ainda resultam 

percentagens de recuperação que são mais baixas do que as obtidas para os restantes 

volumes testados, sendo essa diferença estatisticamente significativa (conforme 

verificado por testes de análise de variâncias, ANOVA). No entanto, esta diferença é mais 

acentuada no caso do ibuprofeno. No caso da carbamazepina, mesmo com diferenças 

estatisticamente significativas para os volumes maiores (> 15 mL), as percentagens de 

recuperação para o volume de filtrado mais baixo testado (5 mL) são suficientemente 

elevadas e próximas de 100 %, o que não justifica a necessidade de utilizar volumes 

filtrados maiores. 

No entanto, no caso do ibuprofeno, como se disse, a recuperação de analito com 

apenas 5 mL de filtrado é significativamente mais baixa e já existe neste caso vantagem 

em usar volumes de filtrado maiores. A partir de volumes de filtrado de 10 mL, já não se 

obtêm percentagens de recuperação que sejam significativamente diferentes das obtidas 

com volumes de filtrado superiores, exceto no caso do volume de 25 mL, em que existe 

uma diferença que, embora pequena, é estatisticamente significativa. De qualquer modo, 

o volume de filtrado de 10 mL parece ser um bom compromisso para obter uma 

recuperação do analito suficientemente elevada sem necessidade de despender demasiada 

quantidade de amostra. 

Este comportamento que foi observado era expectável, pois à medida que aumenta 

a quantidade de moléculas em contacto com a membrana polimérica (maiores volumes 

filtrados ou maiores concentrações da solução a filtrar) os locais de adsorção vão ficando 

ocupados pelas moléculas adsorvidas, até eventualmente ser atingido um ponto de 

saturação, a partir do qual a membrana deixa de ter capacidade de reter os compostos. 
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Atendendo aos resultados obtidos e tendo em atenção que as soluções a utilizar nos 

ensaios contêm outros dois fármacos para além dos estudados (diclofenaco e naproxeno), 

para garantir uma elevada percentagem de recuperação de todos os fármacos, para a 

utilização de cada filtro fez-se um pré-tratamento deste, filtrando um volume mínimo de 

10 mL de solução com concentração de 2,5 mg/L de cada um dos fármacos.  

Assim, para todos os ensaios os filtros utilizados foram os de PTFE da Labfil pré-

tratados conforme descrito acima. 

 

3.2. Estudo da capacidade de remoção da carbamazepina e do 

ibuprofeno pela cortiça 
 

3.2.1. Caracterização físico-química dos granulados de cortiça expandida 
 

O granulado de cortiça é produzido aquecendo a uma temperatura elevada a cortiça 

amolecida e cortada em pequenos grânulos. Este aquecimento provoca a expansão da 

cortiça (aumentando a sua porosidade) e seu escurecimento. A suberina, que é libertada 

durante o processo, é um adesivo natural que une os grãos em expansão. 

Depois de a cortiça sofrer expansão, os grânulos são classificados com base no seu 

tamanho, qualidade e cor. 

Na Tabela 3.3 apresentam-se algumas propriedades físicas e químicas deste 

material (granulados de cortiça expandida 0,5/3 e 3/5) cuja incorporação na composição 

da matriz de suporte se pretende estudar. Estas propriedades fornecem informações 

relevantes sobre a estrutura e comportamento destes materiais que poderão ajudar a 

avaliar qual a melhor forma de proceder à sua incorporação na composição da matriz de 

suporte. 

Tabela 3.3 - Algumas propriedades físicas ou químicas de caracterização dos granulados de cortiça 

(n=6). Valores médios ± desvio padrão 

Parâmetros Cortiça 0,5/3 Cortiça 3/5 

Granulometria (mm) (*) 1 a 3 3 a 5 

Porosidade (%) 38,1 ± 2,5 45,1 ± 1,0 

Densidade aparente (kg/m3) 82,6 ± 2,7 67,3 ± 2,2 

pH 7,31 ± 0,12 6,70 ± 0,06 

(*) especificações fornecidas pelo fornecedor do material 
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A porosidade dos materiais é sem dúvida uma propriedade importante, pois uma 

maior porosidade permite um maior contacto entre a matriz e a água a tratar, o que 

favorece a ocorrência de muitos dos processos responsáveis pela remoção de poluentes 

em que a matriz tem um papel importante, direto ou indireto. Uma maior porosidade, 

permite também uma boa circulação do ar e consequentemente o arejamento da matriz 

dos LCMs, favorecendo assim a criação de condições aeróbias adequadas na rizosfera 

para a degradação dos poluentes. Além disso, em sistemas de tratamento que operam em 

contínuo, a porosidade desempenha um papel fundamental na manutenção de uma boa 

condutividade hidráulica. A baixa condutividade hidráulica pode gerar efeitos 

indesejáveis, como a colmatação dos sistemas e a consequente formação de canais 

preferenciais ou a circulação de água superficial, fatores que limitam o contato dos 

poluentes com a matriz de suporte e, consequentemente, reduzem a eficiência dos 

processos de remoção. 

Na caracterização dos materiais efetuada neste trabalho determinou-se para o 

granulado de cortiça expandida 0,5/3 uma porosidade de 38 % e para o granulado de 

cortiça expandida 3/5 uma porosidade de 45 %. Dado que ambos os materiais têm a 

mesma composição química, diferindo apenas nas propriedades físicas relacionadas com 

as diferentes granulometrias, esta propriedade (porosidade) relaciona-se de um modo 

evidente com a propriedade da densidade, sendo que uma maior porosidade corresponde 

a um maior volume de vazios e, consequentemente, a uma menor quantidade de material 

e uma menor densidade. De facto, o granulado de cortiça expandida 0,5/3, com menor 

porosidade, apresenta uma densidade aparente de 83 kg/m3, enquanto o granulado de 

cortiça expandida 3/5, com maior porosidade, possui uma densidade aparente de apenas 

67 kg/m3. Em comparação com os materiais argilosos, aos quais se pretende adicionar 

estes granulados de cortiça expandida, verifica-se que estes são simultaneamente menos 

densos mas também menos porosos do que os materiais argilosos. Entre os dois tipos de 

granulometria, o granulado 0,5/3 é o que mais se aproxima dos materiais argilosos em 

relação à densidade e o granulado 3/5 aproxima-se mais em relação à porosidade. 

Uma outra propriedade importante que pode afetar a capacidade de adsorção de 

compostos aos materiais é o pH do meio, sendo particularmente relevante no caso de 

poluentes polares. O desenvolvimento da vegetação e da microbiota nos LCMs também 

é influenciado pelo pH. Esta propriedade está diretamente relacionada com a composição 

dos materiais da matriz de suporte, a solução em contacto, a presença de plantas e o tipo 
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de exsudatos libertados na rizosfera, além dos processos de biodegradação que ocorrem 

no sistema. 

Os valores de pH medidos em água em contacto com cada um dos tipos de 

granulado de cortiça expandida apresentaram valores próximos do meio neutro, o que são 

condições de ácido-base apropriadas para o desenvolvimento da maior parte da vegetação 

e da população microbiana. Além do mais, os valores médios obtidos para cada tipo de 

granulado, tal como esperado, foram bastante próximos um do outro, embora a pequena 

diferença entre eles seja superior à dispersão das medições em cada caso. Em comparação 

com os granulados de cortiça, os materiais argilosos estudados anteriormente apresentam 

valores médios de pH relativamente mais elevados, dada a ligeira alcalinidade desses 

materiais. Todos estes materiais apresentam características ácido-base que vão do 

comportamento neutro ao ligeiramente básico, sendo que nenhum destes materiais 

apresenta características ácidas. 

 

3.2.2. Remoção da carbamazepina e do ibuprofeno pelos granulados de 

cortiça expandida 
 

Como foi apresentado na secção 2.2.2.2, começou-se por fazer um estudo cinético 

da remoção dos fármacos carbamazepina e ibuprofeno por granulados de cortiça 

expandida com duas granulometrias distintas 0,5/3 mm e 3/5 mm, com o propósito de 

avaliar a influência do tamanho dos grânulos na remoção dos fármacos e certas condições 

experimentais tais como o tempo de contacto e a concentração inicial dos fármacos. No 

total foram realizados 6 ensaios, com uma duração de 216 h, que foram conduzidos em 

modo descontínuo, permitindo uma caracterização mais detalhada do perfil cinético dos 

processos de adsorção. Embora muitos sistemas reais operem em regime contínuo, o 

estudo em modo descontínuo é uma etapa essencial para a determinação de parâmetros 

operacionais, tais como, por exemplo, o tempo de retenção hidráulica, que é mais 

facilmente obtido com este tipo de abordagem. 

Na Figura 3.8 estão apresentadas as cinéticas de remoção do ibuprofeno e da 

carbamazepina pelas duas granulometrias dos granulados de cortiça expandida para uma 

concentração de 2,5 mg/L de cada um dos fármacos. 
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Figura 3.8 - Cinética de remoção pela cortiça 0,5/3 e pela cortiça 3/5 da carbamazepina e do ibuprofeno  

para uma concentração de 2,5 mg/L 

 

Na Figura 3.9 estão apresentadas as cinéticas de remoção do ibuprofeno e da 

carbamazepina pelas duas granulometrias dos granulados de cortiça expandida para uma 

concentração de 5 mg/L de cada um dos fármacos. 

 

Figura 3.9 - Cinética de remoção pela cortiça 0,5/3 e pela cortiça 3/5 da carbamazepina e do ibuprofeno 

para uma concentração de 5 mg/L 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

%
 R

em
o
çã

o

Tempo (h)

CBZ - Cortiça 0,5/3 CBZ - Cortiça 3/5

IBU - Cortiça 0,5/3 IBU - Cortiça 3/5

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

%
 R

em
o
çã

o

Tempo (h)

CBZ - Cortiça 0,5/3 CBZ - Cortiça 3/5

IBU - Cortiça 0,5/3 IBU - Cortiça 3/5



 

62 

 

Durante o período de realização dos ensaios, observou-se um aumento na remoção 

do ibuprofeno e da carbamazepina para as duas granulometrias de cortiça até o equilíbrio 

ser atingido, o que ocorreu, na maior parte dos ensaios, entre as 48 e as 96 horas de 

contato. Constatou-se também que o processo de remoção ocorre para a maior parte dos 

ensaios em duas etapas. Na primeira etapa, até às 24 horas, o processo de remoção é mais 

rápido, sendo a maior quantidade dos fármacos removida durante as primeiras horas. 

Numa etapa posterior continua a remoção em todos os ensaios, contudo com uma cinética 

mais lenta até se atingir o equilíbrio. No entanto, em certos casos, a remoção ainda 

decorria quando os ensaios foram terminados, não tendo nestes casos, portanto, sido 

atingido o equilíbrio durante a realização do ensaio. Durante esta segunda etapa observou-

se um comportamento semelhante para a maior parte dos ensaios, embora com variações 

nas eficiências e nas quantidades removidas.  

A remoção adicional mais lenta na segunda fase será devida, principalmente, ao 

facto de a fase seguinte, que deverá consistir essencialmente da ocorrência de adsorção já 

na superfície interna dos poros microscópicos, implicar um processo de difusão (que é 

mais lento) para o interior desses poros. Adicionalmente, nalguns ensaios pode ocorrer 

também alguma biodegradação dos fármacos por microrganismos, os quais são também 

processos lentos. Este comportamento observa-se também noutros estudos análogos 

Carrajola, 2020; Dordio et al., 2017; Machado et al., 2017; Silva, 2023. 

De acordo com os gráficos apresentados, é também possível verificar que a 

percentagem de remoção tanto para a carbamazepina como para o ibuprofeno é maior 

quando utilizada a cortiça de granulometria 0,5/3. Para uma concentração de 2,5 mg/L 

(Figura 3.8) a percentagem de remoção máxima da carbamazepina para a granulometria 

0,5/3 é de 92,6 % enquanto para a granulometria de 3/5 é de 59,9 %. Esta diferença de 

valores também é verificada no ibuprofeno, apresentado uma percentagem de remoção 

máxima de 53,3 % e 34,4 % para as granulometrias 0,5/3 e 3/5, respetivamente. 

À semelhança do que acontece para a concentração de 2,5 mg/L, o mesmo é 

observado para a concentração de 5 mg/L em que as percentagens de remoção são maiores 

para a granulometria 0,5/3. A carbamazepina apresenta uma percentagem de remoção de 

91,2 % para a granulometria 0,5/3 e 60,2 % para a granulometria 3/5. No caso do 

Ibuprofeno as percentagens de remoção foram de 53,3 % e 28,6 % para as granulometrias 

0,5/3 e 3/5, respetivamente. O facto de serem obtidas maiores remoções com os materiais 

de granulometrias menores era de esperar, dado que para menores granulometrias a área 
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de contacto entre a solução e o material de cortiça expandida é maior, permitindo que 

processos como a adsorção, que dependem da área acessível dos materiais, ocorram em 

maior extensão.  

Contudo, não é possível afirmar que os valores apresentados são as percentagens 

de remoção de fármacos finais, visto que, no caso da cortiça com granulometria 3/5, para 

ambas as concentrações e em particular nos ensaios com carbamazepina, ao fim de 216 h 

não parece haver uma estabilização. Esta ocorrência leva-nos a crer que se os ensaios 

tivessem uma maior duração, no caso da cortiça com granulometria 3/5 as percentagens 

de remoção dos fármacos seriam maiores. 

Posto isto, apesar da granulometria 0,5/3 apresentar os valores de remoção mais 

elevados ao fim de 216 h, a granulometria escolhida para a continuação da investigação 

foi a cortiça com granulometria 3/5, pois as dimensões dos grânulos permitem uma 

melhor incorporação deste material na matriz de suporte que se pretendia melhorar, 

constituída por vermiculite 3 e LECA 2/4. 

Para uma melhor caracterização da capacidade de remoção do material selecionado, 

nomeadamente o granulado de granulometria 3/5, foram realizados ensaios adicionais 

com este material, realizados nas mesmas condições dos ensaios anteriores conforme 

descrito na secção 2.2.2.2, em que se testou uma maior variedade de concentrações dos 

dois fármacos, dentro da gama de 1,0 a 10 mg/L. Destes ensaios procurou-se extrair uma 

relação entre as concentrações removidas e as concentrações iniciais dos fármacos 

estudados. 

Assim, na Figura 3.10 é apresentada a relação entre as várias concentrações iniciais 

de carbamazepina e de ibuprofeno e as respetivas concentrações removidas pela cortiça 

de granulometria 3/5 após 216 h de contacto.  

Ao analisar a Figura 3.10 é possível verificar que existe uma relação 

aproximadamente linear entre a concentração do fármaco removida e a sua concentração 

inicial, tanto para a carbamazepina como para o ibuprofeno. Assim, dentro da gama de 

concentrações testadas, verifica-se que a quantidade de fármaco removida é proporcional 

à quantidade presente inicialmente. Verifica-se também que a carbamazepina é mais 

removida (~ 60 % das concentrações iniciais) do que o ibuprofeno (~ 30 % em média) 

pelos granulados de cortiça 3/5. 
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Figura 3.10 - Concentração inicial de fármaco vs a concentração removida pela cortiça de granulometria 

3/5 às 216h. 

 

Assim conclui-se que, apesar da remoção não ser total, a incorporação deste 

material na matriz de suporte pode trazer vantagens para a sua eficiência da matriz, tendo 

particular relevância para a remoção da carbamazepina, que é normalmente um dos 

fármacos de mais difícil remoção dada a sua baixa biodegradabilidade. Adicionalmente, 

sendo um material de origem biológica, poderá apresentar vantagens também como meio 

de suporte para o desenvolvimento das plantas e microrganismos. 

 

3.3. Otimização da composição da matriz a utilizar nos 

microcosmos de LCMs 
 

No total foram realizados 3 ensaios, como descrito na secção 2.2.2.3, com o objetivo 

de selecionar a melhor composição da matriz de suporte a utilizar numa futura montagem 

de microcosmos de LCMs para a remoção de fármacos. Cada um dos ensaios continha 

uma estratificação diferente dos três materiais, correspondendo a diferentes proporções 

entre a quantidade de mistura de LECA 2/4 e vermiculite esfoliada 3 (1:1;v:v), já utilizada 

em estudos anteriores, e a da camada de granulados de cortiça expandida 3/5 mm. Em 

todos os ensaios foi avaliada a capacidade de remoção da carbamazepina e do ibuprofeno.  
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Todos os ensaios foram conduzidos em modo descontínuo, com duração total de 

168h e foi utilizada uma solução contendo 2,5 mg/L de cada um dos quatro fármacos, 

nomeadamente, a carbamazepina, o ibuprofeno, o naproxeno e o diclofenaco.  

Na Figura 3.11 estão apresentadas as percentagens de remoção da carbamazepina e 

do ibuprofeno obtidas nos três ensaios para o tempo de contacto de 168h. 

 

 

Figura 3.11 - Percentagem de remoção da carbamazepina e do ibuprofeno às 168h. As letras diferentes 
significam que os valores apresentam diferenças significativas (p<0,05). Letras minúsculas correspondem 

a comparações entre % R de CBZ para diferentes estratificações. Letras maiúsculas correspondem a 

comparações entre % R de IBU para diferentes estratificações. 

 

Da análise da Figura 3.11 pode-se verificar que não existem diferenças 

significativas na remoção da carbamazepina e do ibuprofeno para os diferentes tipos de 

estratificação estudados. Este facto é inesperado pois, tal como se pode verificar nas 

Tabela 3.4 e Tabela 3.5, as capacidades de remoção dos fármacos pelos vários materiais 

é diferente e, portanto, seriam de esperar diferentes remoções pelos vários ensaios dado 

que as proporções dos materiais também diferem. No entanto, essas diferenças não se 

puderam observar, o que, eventualmente, poderá ter sido devido a uma incorreta estratégia 

de amostragem, que não tenha sido capaz de capturar a heterogeneidade da composição 

da matriz, apesar dos esforços em tentar fazer uma colheita composta representativa do 

líquido em contacto com as diversas frações da matriz estratificada. 
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No caso da carbamazepina a percentagem de remoção no Ensaio I foi de 64,9% e 

para os Ensaios II e III foi de 63,9% e 64,2%, respetivamente. Para o ibuprofeno as 

percentagens de remoção ao fim das 168h para os Ensaios I, II e III foram, 

respetivamente, 44,4%, 44,8% e 44,4%. Apesar das percentagens de remoção para cada 

fármaco serem semelhantes entre as estratificações testadas é possível observar que a 

carbamazepina é o fármaco com uma maior percentagem de remoção. 

Na Figura 3.12 é apresentado o perfil cinético da remoção de ambos os fármacos, a 

carbamazepina e o ibuprofeno, para as diferentes estratificações. 

Da análise da figura verifica-se que, em todos os ensaios, a remoção dos dois 

fármacos ocorre em duas etapas, uma mais rápida que ocorre durante as primeiras 8,5 h, 

seguida de uma segunda etapa em que a remoção dos fármacos continua a ocorrer, mas 

de forma mais lenta até ser atingido o equilíbrio. No Ensaio I o equilíbrio foi atingido ao 

fim de 120 h (42,6 %) para o ibuprofeno enquanto para a carbamazepina, ao fim das 168 h 

o equilíbrio parece ainda não ter sido atingido (64,9 %), o que indica que se o ensaio não 

tivesse sido interrompido às 168 h a percentagem de remoção da carbamazepina 

provavelmente continuaria a aumentar. Nos ensaios II e III este comportamento cinético 

da carbamazepina e do ibuprofeno também ocorre. A carbamazepina não atinge o 

equilíbrio para nenhuma das estratificações estudadas ao fim das 168 h (E II – 63,8 %; E 

III – 64,2 %) enquanto o ibuprofeno atingiu o equilíbrio ao fim de cerca de 120 h de 

contacto para o ensaio II (44,5 %) e ao fim de 144 h para o ensaio III (43,5 %). Tal como 

já foi referido na secção 2.2.2.3, estas duas etapas com diferentes cinéticas deverão 

corresponder a diferentes formas de adsorção do fármaco à matriz: inicialmente ocorrerá 

uma adsorção à superfície externa, imediatamente acessível, que ocorre rapidamente; 

posteriormente, num processo mais lento determinado pela velocidade de difusão, poderá 

ocorrer principalmente a transferência dos fármacos para o interior das porosidades 

internas dos materiais e a adsorção a essas superfícies menos acessíveis. 
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Figura 3.12 - Cinética de remoção da carbamazepina e do ibuprofeno pelas diferentes estratificações da 

matriz de suporte 

 

De modo a avaliar a contribuição que os grânulos de cortiça expandida tem na 

performance de cada estratificação comparou-se a percentagem de remoção dos fármacos 

em cinco situações diferentes, na mistura de LECA + Vermiculite, na cortiça com 
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granulometria 3/5 e nas três estratificações estudadas. Nas Tabela 3.4 e Tabela 3.5 estão 

apresentados esses valores. 

 

Tabela 3.4 – Comparação da % remoção da carbamazepina em 5 situações diferentes (mistura LECA + 

Vermiculite; cortiça 3/5; 3 estratificações) 

[CBZ] 

(mg/L) 

Tempo 

(h) 

% Remoção de fármaco 

LECA + 
Vermiculitea 

Cortiça 
3/5 

E I – 
1:1:1 

E II – 
5:3:4 

E III – 
5:2:5 

2,5 mg/L 

0,5 55,73 3,62 36,06 36,27 33,16 

1 - - 38,23 37,90 39,89 

2,5 63,60 - 42,72 44,93 47,54 

4,5 67,72 - 45,69 47,31 50,14 

6,5 70,12 - 51,77 50,31 50,19 

8,5 73,34 - 51,62 53,82 52,91 

24 76,24 24,85 52,44 52,34 52,49 

48 79,33 30,59 53,83 53,68 55,69 

72 80,82 36,93 56,17 56,07 55,03 

120 81,38 - 57,80 60,03 58,63 

144 80,30 50,63 63,47 61,33 61,46 

168 81,45 - 64,87 63,86 64,20 

a) (Silva, 2023) 

 

Tabela 3.5 - Comparação da % Remoção de ibuprofeno em 5 situações diferentes (mistura LECA + 

Vermiculite; cortiça 3/5; 3 estratificações) 

[IBU] 

(mg/L) 

Tempo 

(h) 

% Remoção de fármaco 

LECA + 

Vermiculitea 

Cortiça 

3/5 

E I – 

1:1:1 

E II – 

5:3:4 

E III – 

5:2:5 

2,5 mg/L 

0,5 42,31 4,05 30,05 30,40 32,41 

1 - - 31,39 32,79 32,52 

2,5 52,18 - 33,40 36,28 38,21 

4,5 54,92 - 37,67 38,37 41,14 

6,5 58,71 - 42,64 40,50 40,85 

8,5 64,34 - 41,54 40,76 41,06 

24 69,85 9,40 40,70 40,30 40,84 

48 75,36 12,43 39,78 41,79 40,04 

72 78,36 14,62 42,11 42,30 42,92 

120 81,36 - 42,61 44,48 42,87 

144 82,73 30,55 43,48 44,64 43,53 

168 83,89 - 44,39 44,78 44,44 

a) (Silva, 2023) 

 

Como é possível observar, existem diferenças consideráveis entre os valores de 

percentagem de remoção da carbamazepina na mistura LECA + Vermiculite e nos 

granulados de cortiça 3/5. Apesar de não haver registos dos valores de percentagem de 
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remoção nos granulados de cortiça 3/5 em alguns dos tempo, naqueles em que existe 

registo é possível observar que entre as 24 e 72 h e às 144 h os valores de remoção da 

mistura LECA + Vermiculite são superiores aos da cortiça 3/5. À semelhança do que 

acontece com a carbamazepina, o mesmo se observa na remoção do ibuprofeno (Tabela 

3.5), sendo os valores de remoção deste fármaco na mistura LECA + Vermiculite muito 

superiores aos valores da sua remoção pelo granulado de cortiça 3/5. 

Ao comparar os valores de remoção da mistura LECA+ Vermiculite dos dois 

fármacos (carbamazepina e ibuprofeno) com as 3 estratificações estudadas verifica-se 

uma diminuição de percentagem de remoção dos fármacos quando se adiciona a cortiça 

à matriz independentemente da proporção. 

Conforme foi referido anteriormente, os valores de percentagem de remoção entre 

as três estratificações são semelhantes entre si. Estas semelhanças de valores de remoção 

entre os ensaios não permite escolher a composição da matriz de suporte com base na sua 

capacidade de remoção. Assim, sendo os resultados desta parte do estudo inconclusivos, 

e colocando-se a hipótese de tal se dever a deficiências no procedimento de amostragem 

utilizado, sente-se a necessidade de no futuro repetir a realização destes ensaios, tentando 

melhorar os aspetos de execução do trabalho, em especial a amostragem, para obter 

suficientes dados de qualidade que permitam tomar as decisões de modo mais esclarecido. 

Além disso, dado a adição do granulado de cortiça ter resultado numa diminuição 

das quantidades de fármacos removidos, pode-se pensar que a adição da cortiça na matriz 

não influencia positivamente a remoção dos fármacos. No entanto, a sua capacidade de 

remoção e a sua composição não são os únicos aspetos que se deve ter em conta ao 

escolher a composição da  matriz de suporte. Perante todos os papéis que a matriz de 

suporte desempenha, além de um papel mais ativo de retenção dos poluentes por 

adsorção, esta também deve promover o desenvolvimento da vegetação e da população 

microbiana, melhorar as condições do meio (arejamento, nutrientes, etc.) e o 

funcionamento do sistema. 

 

3.4. Caracterização da curva de crescimento da bactéria 
 

Como referido na secção 2.2.3, foi realizada a caracterização da curva de 

crescimento do microrganismo utilizado, o Bacillus subtilis QST 713, isolado a partir de 
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uma suspensão comercial. Como parâmetro de medida foi utilizada a densidade ótica a 

600 nm (D.O.600nm) ao longo do tempo (0 – 48 horas). Na Figura 3.13 estão apresentadas 

três réplicas da curva de crescimento da bactéria, em descontínuo, em meio líquido e na 

presença de glucose. 

Para todas as réplicas da curva de crescimento da bactéria, o período de adaptação 

da cultura ocorreu durante as primeiras 2 horas, o que corresponde à fase de latência (fase 

lag). Este período de adaptação corresponde à fase inicial de crescimento em que as 

células estão ainda a adaptar-se às novas condições ambientais impostas (temperatura, 

pH, meio de cultura, disponibilidade de O2, etc.) preparando-se para um crescimento 

exponencial. Nesta fase ocorre também a ativação da síntese de novas proteínas, enzimas 

e outras moléculas para que as células se adaptem às fontes de nutrientes disponíveis e à 

composição do meio de cultura. Existem vários fatores que podem influenciar a duração 

da fase de latência, entre as quais a composição do meio de cultura, a quantidade de 

nutrientes disponíveis e a condição inicial das células, como o seu estado de repouso ou 

crescimento prévio. 

 

Figura 3.13 - Curvas de crescimento celular do Bacillus em meio líquido na presença de glucose 
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Após o período de adaptação das células, a bactéria entra na fase exponencial de 

crescimento (fase log), em que ocorre um aumento exponencial do número de células. 

Para todas as curvas de crescimentos representadas na Figura 3.13, esta fase exponencial 

teve uma duração de cerca de 6 h, com início a partir das 2 h e o fim, aproximadamente, 

às 8 h. Durante este período, as bactérias dividem-se a uma velocidade específica de 

crescimento que é máxima e constante. Esta velocidade de divisão é dependente das 

condições ótimas de cada organismo, como temperatura, pH, fatores nutricionais e 

composição do meio. 

De seguida, o crescimento entra na fase estacionária, em que aumento do número 

de células deixa de ser exponencial. Nesta fase, o crescimento exponencial termina e o 

número de células resultantes da divisão é aproximadamente igual ao número de células 

que morre. Esta fase teve uma duração de cerca de 16 h (8 h – 24 h). 

Na Figura 3.14 estão apresentadas três réplicas da curva de crescimento da bactéria, 

em descontínuo, em meio líquido e na ausência de glucose. À semelhança da Figura 3.13, 

como parâmetro de medida também foi utilizada a D.O. ao longo do tempo (0 – 48 horas). 

 

 

Figura 3.14 - Curvas de crescimento celular do Bacillus em meio líquido na ausência de glucose 
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À semelhança do que acontece com o crescimento da bactéria na presença de 

glucose, em que a bactéria carece de um período de adaptação às condições do meio 

durante as primeiras 2 horas, o mesmo se observa na ausência de glucose em todas as 

curvas de crescimento (Figura 3.14). Após este período de adaptação, a bactéria entrou 

na fase de crescimento exponencial que teve uma duração de cerca de 4h (2h – 6h), para 

as curvas de crescimento 2 e 3 enquanto na curva 1 se observou uma fase log um pouco 

mais longa de aproximadamente 6h (2h – 8h). 

Após as 6 h (curvas 2 e 3) ou as 8h (curva 1) os valores de D.O. deixam de aumentar 

exponencialmente, havendo apenas um pequeno aumento destes valores entre as 6 h e as 

14h (curva 3) e entre as 8 h e as 14 h (curva 1), período que corresponde à fase estacionária 

de crescimento. Nesta fase a curva de crescimento 2 demonstra um comportamento 

anormal uma vez que os valores de absorvência sofreram oscilações ao longo deste 

período. Este comportamento poderá ser devido à aglomeração de colónias de 

microrganismos e à sua deposição no Erlenmeyer ou até mesmo na célula 

espetrofotométrica. Posteriormente, tem início a fase de declínio, o que corresponde à 

morte celular (14 h – 48 h). 

Com a comparação das curvas de crescimento celular do Bacillus na presença e na 

ausência de glucose (Figura 3.13 e Figura 3.14, respetivamente), é possível verificar que 

a fase lag e a fase log de ambas as curvas tiveram aproximadamente a mesma duração, 

de 2h e 6h, respetivamente. A diferença entre as curvas reside na duração das fases 

estacionárias e de declínio, em que na curva de crescimento do Bacillus no meio com 

glucose a fase estacionária teve uma duração de 16 h, enquanto na curva de crescimento 

da bactéria no meio sem glucose a fase estacionária teve apenas uma duração de 6 h ou 

8h, atingindo mais cedo o pico de crescimento das células e a morte celular.  

Outra diferença entre as curvas que é possível observar é que na presença de 

glucose, no final da fase exponencial obteve-se um valor de DO600nm mais elevado do que 

na ausência de glucose. Isto indica que o Bacillus cresce mais na presença de glucose, tal 

como seria de esperar. O mesmo também é visível com a observação do aspeto das duas 

culturas (Figura 3.15). 
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Figura 3.15 - Aspeto visual do Bacillus em meio líquido na ausência e na presença de glucose 

 

Ao comparar os dados obtidos através do ensaio onde a cultura de Bacilus se 

desenvolveu na presença de glucose com dados relatados na literatura (Sahoo et al., 2016) 

observaram-se algumas diferenças. A duração da fase lag para qualquer uma das réplicas 

da curva de crescimento do ensaio foi de 2 horas. No entanto, a duração da fase lag 

descrita na literatura (Sahoo et al., 2016) foi relativamente superior, cerca de 5h. Esta 

diferença de duração permite-nos concluir que as condições utilizadas neste estudo, isto 

é, a composição do meio, a temperatura e a preparação do inóculo, são adequadas para o 

crescimento desta bactéria, visto que o seu período de adaptação foi inferior ao do 

reportado na literatura. 

Em relação à fase log da curva de crescimento, para todas as curvas de crescimento 

apresentadas neste estudo, esta fase teve uma duração de cerca de 6 h. Na literatura (Sahoo 

et al., 2016) é descrito que esta fase teve uma duração de apenas 5 h. Apesar da diferença 

ser pequena, sugere que o meio de cultura continha uma maior disponibilidade de 

nutrientes para as células. 

Ao contrário do estudo apresentado na literatura (Sahoo et al., 2016), em que o 

ensaio teve apenas uma duração de 12 horas, este estudo teve uma duração de 48 h e, por 

isso, apenas é possível fazer a comparação entre os dois estudos até às 12 h. A fase 

estacionária reportada na literatura começou logo ao fim de 10 h e permaneceu durante o 

restante ensaio. Contudo, neste estudo a fase estacionária para todas as curvas de 

crescimento iniciou-se ao fim de 8 h e permaneceu até às 24 h, altura em que lhe sucedeu 

a fase de morte celular. 
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3.5. Determinação dos parâmetros cinéticos do crescimento 

da bactéria Bacillus 
 

A caracterização da cinética do crescimento dos microrganismos é de grande 

utilidade, uma vez que permite realizar comparações entre variadas condições de 

crescimento bem como identificar as condições ótimas para o desenvolvimento do 

microrganismo (como pH, temperatura, composição do meio, presença de substâncias 

tóxicas ou inibidoras, concentração de oxigénio dissolvido, entre outras). 

A velocidade específica máxima do crescimento (µmáx) e o tempo de geração (g) 

são dois parâmetros cinéticos do crescimento de uma população microbiana importantes 

na avaliação dos efeitos de diferentes condições ambientais sobre o crescimento dos 

microrganismos. 

Relativamente à velocidade específica de crescimento, esta é máxima e constante 

na fase log e pode ser calculada de acordo com a seguinte expressão: 

ln 𝑥 = ln 𝑥𝑖 +  µ𝑚𝑎𝑥(𝑡 −  𝑡𝑖)          (1) 

em que x é a D.O. no tempo t e xi é a D.O. no tempo ti. 

Para determinar a taxa específica de crescimento, recorreu-se a uma regressão linear 

da reta que melhor se ajusta aos gráfico ln (D.O.) em função do tempo. O intervalo de 

tempo selecionado para esta análise correspondeu ao período em que o crescimento 

celular estava na fase exponencial. A partir do declive da reta obtida por meio da 

regressão linear, o valor de µ é determinado. 

Com o conhecimento do valor de µ é possível calcular o tempo de geração através 

da seguinte expressão: 

𝑔 =
𝑙𝑛2

𝜇
          (2) 

em que g é o tempo de geração.  

O número de gerações obtém-se através da divisão do número de horas em que a 

fase log ocorre pelo tempo de geração. Esta relação oferece informações importantes 

sobre a taxa de crescimento celular durante a fase exponencial e permite uma melhor 

compreensão acerca do comportamento e da dinâmica da população microbiana em 

estudo.  
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O conhecimento da duração da fase exponencial e do tempo de geração permite 

calcular o número de gerações, tal como se disse, através da seguinte expressão: 

𝑛 =  
𝑡 (𝑓𝑎𝑠𝑒 log)

𝑔
          (3) 

em que t é o tempo de duração da fase log e g é o tempo de geração. 

Na Tabela 3.6 estão apresentados os parâmetros cinéticos das curvas de crescimento 

da cultura de Bacillus, bem como as suas médias e desvios padrão. 

Para o meio sem glucose, os parâmetros cinéticos das curva de crescimento foram 

calculadas da mesma maneira através da seguinte regressão linear e estão apresentados 

na Tabela 3.7. 

 

Tabela 3.6 - Parâmetros cinéticos das curvas de crescimento da cultura de Bacillus na presença de 

glucose 

 Curva 1 Curva 2 Curva 3 Média DP 

Fase log (h) 2 – 8 1,9 – 7,8 2 – 8 5,9 - 

Equação da 

reta 

y = 0,2218x – 

3,7196 

y = 2265x – 

3,8103 

y = 0,2263x – 

4,2426 
- - 

R2 0,9947 0,9907 0,9917 - - 

µmáx (h-1) 0,222 0,227 0,226 0,225 0,0033 

g (h) 3,12 3,06 3,06 3,08 0,0455 

Nº gerações 1,92 1,93 1,96 1,94 0,0055 

 

Tabela 3.7 - Parâmetros cinéticos das curvas de crescimento da cultura de Bacillus na ausência de 

glucose 

 Curva 1 Curva 2 Curva 3 Média DP 

Fase log (h) 2 – 8 1,9 – 6,4 2 – 6 4,8 - 

Equação da 

reta 

y = 0,1618x – 

4,2137 

y = 0,1625x – 

3,9875 

y = 0,1614x – 

4,385 
- - 

R2 0,998 0,9995 0,9994 - - 

µmáx (h-1) 0,162 0,162 0,161 0,162 0,0005 

g (h) 4,28 4,27 4,29 4,28 0,0140 

Nº gerações 1,40 1,01 0,93 1,09 0,2518 
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Ao comparar as médias dos parâmetros cinéticos das curvas de crescimento da 

Bacillus para ambos os casos (presença e ausência de glucose) é possível verificar, como 

era esperado, que o crescimento da bactéria ocorre mais rapidamente na presença de 

glucose, que serve como fonte de carbono e energia. 

A seguinte tabela (Tabela 3.8) contém os valores médios obtidos neste estudo e 

valores publicados na literatura (Stojanović et al., 2020), sendo possível compará-los. 

 

Tabela 3.8 – Parâmetros cinéticos obtidos no estudo realizado e na literatura 

 Estudo (média) Literatura (Stojanović et al., 2020) 

Meio de 

cultura 
s/glucose 

c/glucose 

1 g/L 
s/glucose 

c/glucose 

5 g/L 

c/glucose 

10 g/L 

c/glucose 

15 g/L 

µ (h-1) 0,162 0,225 0,26 0,329 0,282 0,321 

g (h) 4,28 3,08 2,67 2,1 2,46 2,16 

Nº gerações 1,09 1,94 - - - - 

 

Ao fazer a comparação entre os parâmetros cinéticos obtidos nos ensaios e os 

encontrados na literatura, um aspeto a ter em consideração é o facto de a concentração de 

glucose utilizada nos ensaios ter sido de apenas 1 g/L enquanto na literatura as 

concentrações testadas foram superiores (5 g/L, 10 g/L e 15 g/L). No entanto, os valores 

são da mesma ordem de grandeza, apesar do valor da taxa específica de crescimento do 

Bacillus no meio de cultura com glucose ser compreensivelmente inferior aos valores 

apresentados na literatura para qualquer uma das concentrações de glucose. Sendo a 

glucose uma fonte de energia e carbono para as bactérias é natural a taxa específica de 

crescimento ser maior quando há glucose em maior abundância. 

À semelhança do que acontece no meio de cultura com glucose, o mesmo ocorre 

no meio de cultura sem glucose em que o valor da taxa específica de crescimento da 

cultura nos ensaios apesar de ser da mesma ordem de grandeza também é inferior ao valor 

apresentado na literatura, o que poderá estar relacionado com as condições de crescimento 

do microrganismo. 

Relativamente aos tempos de geração, também na mesma ordem de grandeza, os 

valores obtidos foram logicamente superiores aos apresentados na literatura para ambos 

os meios de cultura com e sem glucose.  



 

77 

 

3.6. Estudo da capacidade de degradação da carbamazepina e 

do ibuprofeno pela bactéria Bacillus 
 

Para avaliar a capacidade da cultura de Bacillus para degradar/remover os fármacos 

carbamazepina e ibuprofeno e estudar o efeito causado na curva de crescimento da 

bactéria devido à presença dos mesmos no meio de cultura, foram realizados 3 ensaios 

diferentes como descrito na secção 2.2.3.4 da metodologia experimental. O meio de 

cultura de dois dos ensaios foi dopado com apenas um dos fármacos (carbamazepina ou 

ibuprofeno) com uma concentração de 2 mg/L e 20 mg/L, respetivamente. No terceiro 

ensaio o meio de cultura foi dopado com uma mistura de quatro fármacos 

(carbamazepina, ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno) com uma concentração inicial  de 

2 mg/L e 5 mg/L para cada um dos fármacos.  

Como apresentado no esquema da secção 2.2.3.4, foram utilizados vários 

Erlenmeyers em cada um dos ensaios e todos os estudos foram realizados em meio 

líquido, em descontínuo, com uma agitação orbital de 200 rpm e a uma temperatura 

constante de 30ºC. 

Foram recolhidas amostras de cultura de 2 em 2 horas durante cerca de 13 h e depois 

uma última amostra foi recolhida às 24 h. Para todas as amostras recolhidas foi 

determinado o valor da DO600nm e, no caso das amostras com fármacos, também se 

determinou as concentrações dos mesmos em solução por HPLC/UV-Vis. 

 

3.6.1. Avaliação do efeito da exposição aos fármacos no crescimento da 

cultura de Bacillus 
 

De modo a avaliar o efeito que a presença no meio de cultura dos fármacos em 

estudo tem no desenvolvimento da cultura da bactéria foram analisadas as curvas de 

crescimento da bactéria e os parâmetros cinéticos das culturas dos Erlenmeyers I, II, III e 

IV (I – Células + MC + glucose + fármaco; II – Células + MC + fármaco; III – Células + 

MC + glucose e IV – Células + MC, conforme o esquema da secção 2.2.3.4 da 

metodologia experimental). 

Na Figura 3.16 estão apresentadas as curvas de crescimento da bactéria Bacillus no 

ensaio em que o meio de cultura foi dopado com carbamazepina com uma concentração 
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de 2 mg/L. No caso da carbamazepina não foi possível realizar os ensaios com uma 

concentração de 20 mg/L deste fármaco devido à baixa solubilidade deste composto em 

água. 

 

 

Figura 3.16 - Curvas de crescimento da Bacillus para as várias condições do ensaio com uma 

concentração de carbamazepina de 2 mg/L 

 

Neste ensaio a duração da fase de latência (fase lag) foi semelhante em todas as 

condições de crescimento nos diferentes Erlenmeyers, tendo uma duração de cerca de 2 

horas. Este tempo de duração da fase lag foi também semelhante ao obtido no ensaio de 

caracterização da curva de crescimento (secção 3.4).  

Relativamente à duração da fase exponencial (fase log) também foi semelhante nos 

diferentes Erlenmeyers correspondentes às diferentes condições de crescimento do 

Bacillus. De facto, quer nos Erlenmeyers em que a cultura de Bacillus cresceu com 

glucose e com carbamazepina, quer nos Erlenmeyers em que a cultura de Bacillus cresceu 

sem glucose e sem carbamazepina, a duração da fase log foi cerca de 6 horas. A duração 

desta fase neste estudo foi igualmente semelhante à obtida no estudo da caracterização da 

curva de crescimento na ausência de fármacos (secção 3.4). 
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Apesar da duração da fase exponencial ser semelhante para todos os casos, ao 

comparar as curvas de crescimento da cultura no meio com carbamazepina na presença e 

na ausência de glucose é possível verificar que, dado que as DO600nm iniciais nos vários 

Erlenmeyers são semelhantes, o crescimento do Bacillus é maior na presença de glucose, 

uma vez que no final da fase log o valor de DO600nm é mais elevado. Estes dados indicam 

que não parece haver efeito tóxico ou inibitório associado à presença deste fármaco no 

meio de cultura para a concentração testada de 2 mg/L. 

A duração da fase estacionária de crescimento para os microrganismos que 

cresceram na presença de glucose foi de cerca de 5 h (das 8 h às 13 h) quer na presença 

de CBZ quer na sua ausência. A partir das 13 h de crescimento, os valores da DO600nm 

mantêm-se aproximadamente constantes. No entanto, tal como se pode observar na 

Figura 3.16, a duração da fase estacionária do crescimento do Bacillus na ausência de 

glucose parece ser inferior a 2 h (entre as 8 h e as 10 h) não se verificando depois disso 

variações apreciáveis dos valores da DO600nm.  

Na Tabela 3.9 estão apresentados os valores dos parâmetros cinéticos alusivos ao 

ensaio do crescimento da cultura na presença de carbamazepina (2 mg/L). 

 

Tabela 3.9 - Parâmetros cinéticos das curvas de crescimento da cultura de Bacillus para as diferentes 

condições do ensaio com carbamazepina (2 mg/L) 

 
EI: Células + MC 

+ Glucose + CBZ 

EII: Células + 

MC + CBZ 

EIII: Células + 

MC + Glucose 

EIV: Células + 

MC 

Fase log (h) 2,3 – 8 2,3 – 8 2,3 – 8 2,3 – 8 

Equação da 

reta 

y = 0,1777x – 

3,7142 

y = 0,1464x – 

3,8205 

y = 0,2214x – 

4,1473 

y = 0,1525x – 

3,9877 

R2 0,9985 0,9987 0,9994 0,9987 

µmáx (h-1) 0,178 0,146 0,221 0,153 

g (h) 3,90 4,73 3,13 4,54 

Nº gerações 1,46 1,20 1,82 1,25 

 

Os valores da taxa específica de crescimento das culturas que cresceram sem 

glucose, tanto na presença da carbamazepina (EII) como na sua ausência (EIV), são muito 

próximos um do outro (0,146 h-1 e 0,153 h-1, respetivamente). No entanto, o valor é 

ligeiramente inferior no Erlenmeyer em que o meio de cultura contém carbamazepina. As 
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culturas que cresceram na presença de glucose (EI e EIII) apresentaram valores da taxa 

especifica de crescimento superiores. No caso do Erlenmeyer sem carbamazepina o valor 

de µ foi de 0,221 h-1 enquanto no Erlenmeyer com carbamazepina o valor de µ foi 

ligeiramente inferior, de 0,178 h-1. Apesar do valor da taxa específica de crescimento ser 

inferior nos Erlenmeyers que contêm o fármaco, estes valores são da mesma ordem de 

grandeza e por isso essas diferenças não são suficientemente elevadas para indicar que a 

presença da carbamazepina no meio influencia de forma pronunciadamente negativa o 

crescimento da bactéria.  

Relativamente ao ibuprofeno, as curvas de crescimento do Bacillus nos ensaios em 

que o meio de cultura foi dopado com este fármaco com uma concentração de 2 mg/L são 

apresentadas na Figura 3.17. 

 

 

Figura 3.17 - Curvas de crescimento do Bacillus para as várias condições do ensaio com uma 

concentração de ibuprofeno de 2 mg/L 

 

Neste ensaio a duração da fase lag das curvas de crescimento das culturas foi 

semelhante em todas as condições de crescimento utilizadas nos diferentes Erlenmeyers, 

tendo também uma duração de cerca de 2 horas. O mesmo já se tinha verificado no ensaio 

com a carbamazepina, o que indica que a fase lag do Bacillus não sofre alteração na 

presença de qualquer um dos fármacos estudados (carbamazepina e ibuprofeno). 
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Em relação à duração da fase log observaram-se variações entre os diversos 

Erlenmeyers. Para os Erlenmeyers em que a cultura de Bacillus cresceu com glucose, a 

duração da fase log foi cerca de 6 horas tanto para o meio de cultura em que o ibuprofeno 

se encontrava presente como para o meio de cultura em que o ibuprofeno estava ausente. 

Nos Erlenmeyers em que a cultura de Bacillus cresceu sem glucose, a duração da fase log 

foi de 4,5 h. Assim, verifica-se que a duração da fase log foi maior nas culturas que 

cresceram na presença de glucose. 

No que diz respeito à duração da fase estacionária de crescimento para os 

microrganismos que cresceram na presença de glucose foi de cerca de 5 h (das 8 h às 13 

h) quer na presença de ibuprofeno quer na sua ausência. A partir das 13 h de crescimento, 

os valores da DO600nm mantêm-se aproximadamente constantes. No entanto, tal como se 

pode observar na Figura 3.17, a duração da fase estacionaria do crescimento do Bacillus 

na ausência de glucose parece ser inferior a 2 h (entre as 6 h e as 8 h) não se verificando 

depois disso variações apreciáveis dos valores da DO600nm. Este comportamento é 

semelhante ao observado nas curvas de crescimento obtidas na presença de 

carbamazepina no meio de cultura. 

Comparando as curvas de crescimento da cultura no meio contendo o ibuprofeno, 

na presença e na ausência de glucose, dado que as DO600nm iniciais nos vários 

Erlenmeyers são semelhantes, é possível verificar que o crescimento do Bacillus é maior 

na presença de glucose, uma vez que no final da fase exponencial o valor de DO600nm é 

mais elevado. Estes dados, bem como estudos realizados, indicam que não parece haver 

efeito tóxico ou inibitório associado à presença deste fármaco no meio de cultura para a 

concentração testada de 2 mg/L (Marchlewicz, Guzik, Hupert-Kocurek, et al., 2017). 

 Na Figura 3.18 estão apresentadas as curvas de crescimento do Bacillus nos 

ensaios em que o meio de cultura foi dopado com ibuprofeno com uma concentração de 

20 mg/L.  

A duração da fase lag das curvas de crescimento deste ensaio foi igual às dos 

ensaios anteriores, ou seja, cerca de 2 h para todas as condições dos Erlenmeyers. No que 

diz respeito à duração da fase log, todas as curvas de crescimento tiveram uma fase log 

com duração de 6 h (2 h – 8 h) à exceção da curva de crescimento em que a cultura cresceu 

sem glucose e sem fármaco, caso em que a fase log teve então uma duração de 4 h. Como 

era de esperar, a duração da fase log é maior nas culturas que cresceram na presença de 
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glucose e, para a primeira situação (fase log com duração de 6 h) a duração da fase log 

foi igual à observada no estudo da caracterização da curva de crescimento (secção 3.4). 

 

 

Figura 3.18 - Curvas de crescimento do Bacillus para as várias condições do ensaio com uma 

concentração de Ibuprofeno de 20 mg/L 

 

No que diz respeito à duração da fase estacionária de crescimento para os 

microrganismos que cresceram na presença de glucose foi de cerca de 5 h (das 8 h às 13 

h) quer na presença de ibuprofeno quer na sua ausência. A partir das 13 h de crescimento, 

os valores da DO600nm mantêm-se aproximadamente constantes. No entanto, tal como se 

pode observar na Figura 3.18, a duração da fase estacionaria do crescimento do Bacillus 

na ausência de glucose parece apresentar diferenças entre os meios contendo ibuprofeno 

dos meios sem ibuprofeno. Com a presença de ibuprofeno observa-se uma fase 

estacionária com uma duração de 4 h (entre as 6 h e as 10 h) enquanto na ausência de 

ibuprofeno esta fase tem uma duração mais curta, sendo mesmo inferior a 2 h. Depois 

desta fase não se verificam variações apreciáveis dos valores da DO600nm.  

Ao comparar as curvas de crescimento da cultura no meio contendo ibuprofeno (20 

mg/L) na presença e na ausência de glucose, tal como foi observado anteriormente, e 

tendo em consideração que os valores de DO600nm iniciais são semelhantes, verifica-se 

que o crescimento do Bacillus é maior quando existe glucose no meio de cultura, visto 
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que no final da fase exponencial o valor de DO600nm é mais elevado neste caso. Estes 

dados e estudos anteriores indicam também que não parece haver um efeito 

significativamente tóxico ou inibitório associado à presença deste fármaco no meio de 

cultura para a concentração testada de 20 mg/L (Marchlewicz et al., 2016b; Marchlewicz, 

Guzik, & Wojcieszyńska, 2017; Marchlewicz, Guzik, Hupert-Kocurek, et al., 2017). 

Na Tabela 3.10 estão apresentados os valores dos parâmetros cinéticos obtidos para 

os ensaios do crescimento da cultura na presença de ibuprofeno na concentração de 

2 mg/L. 

 

Tabela 3.10 - Parâmetros cinéticos das curvas de crescimento da cultura de Bacillus para as diferentes 

condições do ensaio com Ibuprofeno (2 mg/L) 

 
EI: Células + MC 

+ Glucose + IBU 

EII: Células + 

MC + IBU 

EIII: Células + 

MC + Glucose 

EIV: Células + 

MC 

Fase log (h) 2 – 7,8 2 – 6,4 2 – 7,8 2 – 6,4 

Equação da 

reta 

y = 0,2377x – 

3,8333 

y = 0,1355x – 

3,8312 

y = 0,2265x – 

3,8103 

y = 0,1625x – 

3,9875 

R2 0,9519 0,9935 0,9907 0,9995 

µmáx (h-1) 0,238 0,136 0,227 0,162 

g (h) 2,92 5,11 3,06 4,26 

Nº gerações 2,02 0,84 1,93 1,01 

 

À semelhança do que aconteceu com a carbamazepina, quer na presença do 

ibuprofeno (EII) quer na sua ausência (EIV), os valores da taxa específica de crescimento 

das culturas que cresceram no meio de cultura sem glucose são próximos (EII – 0,136 h-1; 

EIV – 0,162 h-1). Contudo, o valor foi ligeiramente inferior no caso do Erlenmeyer que 

continha fármaco. Em relação às culturas que cresceram na presença de glucose (EI e 

EIII), os valores da taxa específica de crescimento foram superiores. De facto, o 

Erlenmeyer sem fármaco (EIII) teve uma taxa específica de crescimento de 0,227 h-1 e o 

Erlenmeyer com o ibuprofeno (EI) teve uma taxa específica de crescimento de 0,238 h-1, 

ou seja, ainda ligeiramente superior à de EIII. Estes valores parecem indicar que a 

presença do fármaco (2 mg/L) no meio de cultura não terá uma influência negativa no 

crescimento da bactéria. De facto, estes resultados apontam, pelo contrário, para um 

estímulo do crescimento no meio contendo ibuprofeno e, por isso, este fármaco nesta 
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concentração não parece induzir efeitos de toxicidade que possam prejudicar o 

crescimento do Bacillus. 

Na Tabela 3.11 estão apresentados os valores dos parâmetros cinéticos obtidos para 

os ensaios do crescimento da cultura na presença de ibuprofeno à concentração de 

20 mg/L. 

 

Tabela 3.11 - Parâmetros cinéticos das curvas de crescimento da cultura de Bacillus para as diferentes 

condições do ensaio com Ibuprofeno (20 mg/L) 

 
EI: Células + MC 

+ Glucose + IBU 

EII: Células + 

MC + IBU 

EIII: Células + 

MC + Glucose 

EIV: Células + 

MC 

Fase log (h) 2 – 8 2 – 8 2 – 8 2 – 6 

Equação da 

reta 

y = 0,2133x – 

3,7567 

y = 0,1413x – 

4,0465 

y = 0,233x – 

4,0958 

y = 0,1605x – 

4,0526 

R2 0,9819 0,9901 0,9951 0,9997 

µmáx (h-1) 0,213 0,142 0,233 0,161 

g (h) 3,25 4,91 2,98 4,32 

Nº gerações 1,85 1,22 2,02 1,39 

 

Como se pode verificar, os valores da taxa específica de crescimento das culturas 

que cresceram no meio sem glucose, quer na presença do ibuprofeno com uma 

concentração de 20 mg/L (EII: µ = 0,142 h-1) quer na sua ausência (EIV: µ = 0,161 h-1) 

são próximos dos obtidos no estudo em que a concentração de ibuprofeno foi de 2 mg/L. 

Relativamente às culturas que cresceram na presença de glucose, no Erlenmeyer sem 

fármaco (EIII) a taxa específica de crescimento foi de 0,233 h-1 enquanto no Erlenmeyer 

com o fármaco (EI) a taxa específica de crescimento foi ligeiramente inferior (0,213 h-1). 

Constata-se, assim, que estes valores são também próximos dos obtidos nos estudo em 

que a concentração de ibuprofeno foi de 2 mg/L. Estes valores mostram uma ligeira 

diminuição da taxa de crescimento associada à presença do ibuprofeno (20 mg/L) no meio 

de cultura, invertendo a tendência observada para a concentração de ibuprofeno de 2 

mg/L, em que, pelo contrário, a taxa de crescimento aumentou ligeiramente. No entanto, 

estes efeitos sobre o crescimento da bactéria não parecem ser muito significativos e, 

assim, o fármaco parece apresentar baixa toxicidade para o Bacillus e não prejudicar 

significativamente o seu crescimento. 
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Nas figuras seguintes estão apresentadas as curvas de crescimento do Bacillus 

obtidas no ensaio em que o meio de cultura foi dopado com uma mistura de 4 fármacos 

(carbamazepina, ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno). Começa-se por apresentar as 

curvas de crescimento correspondentes à mistura em que cada fármaco se encontra numa 

concentração de 2 mg/L (Figura 3.19). 

 

 

Figura 3.19 - Curvas de crescimento do Bacillus para as várias condições do ensaio com a mistura de 4 

fármacos (carbamazepina, ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno) com uma concentração de 2 mg/L de 

cada um dos fármacos 

 

A partir da Figura 3.19 é possível verificar que, mesmo na presença da mistura de 

4 fármacos, e à semelhança do que aconteceu nos ensaios anteriores, a fase lag teve uma 

duração igual ou parecida em todos os Erlenmeyers. Esta observação pode indicar que a 

mistura de 4 fármacos no meio de cultura da bactéria não apresenta uma elevada 

toxicidade para a mesma (pelo menos num período inicial) e, por isso, não afeta 

significativamente a fase da adaptação dos microrganismos. 

Como em geral aconteceu nos ensaios anteriores, a fase log teve uma duração 

também semelhante em todos os cenários, durando cerca de 6 horas. De facto, esta 

duração observou-se nos Erlenmeyers em que o meio de cultura continha uma mistura de 

4 fármacos (2 mg/L de cada fármaco), mas também se verificou nos ensaios anteriores, 
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nos Erlenmeyers contendo glucose e apenas um fármaco. Assim, apesar da quantidade de 

fármacos colocados no meio de cultura neste ensaio, não se verificaram alterações 

significativas na duração da fase exponencial da bactéria. 

De seguida Figura 3.20 apresentam-se as curvas de crescimento correspondentes à 

mistura em que cada fármaco se encontra numa concentração de 5 mg/L. 

 

 

Figura 3.20 - Curvas de crescimento do Bacillus para as várias condições do ensaio com a mistura de 4 

fármacos (carbamazepina, ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno) com uma concentração de 5 mg/L de 

cada um dos fármacos 

 

Como aconteceu nos ensaios discutidos anteriormente, mesmo na presença da 

mistura de 4 fármacos em concentrações de 5 mg/L de cada um, a fase lag teve durações 

idênticas em todas as curvas de crescimento (2 h). Em relação à fase log, a sua duração 

foi semelhante para as três curvas de crescimento dos Erlenmeyers que continham 

glucose, nomeadamente de cerca de 10 h (2 h – 12 h). No entanto, nos Erlenmeyers que 

não continham glucose não parece ter existido um crescimento significativo das culturas 

de Bacillus. Esta observação permite deduzir que na presença de glucose e da mistura de 

4 fármacos (5 mg/L de cada) a bactéria consegue crescer normalmente, mas quando a 

glucose não está presente no meio de cultura, a toxicidade dos 4 fármacos deverá ser 

demasiado elevada para que o seu crescimento ocorra.  
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De seguida irão analisar-se os parâmetros cinéticos determinados nos ensaios do 

crescimento da cultura na presença de uma mistura de quatro fármacos. Os valores 

relativos à mistura de fármacos com concentração inicial de 2 mg/L de cada fármaco são 

apresentados na Tabela 3.12. 

 

Tabela 3.12 - Parâmetros cinéticos das curvas de crescimento da cultura de Bacillus para as diferentes 

condições do ensaio com a mistura dos 4 fármacos com uma concentração inicial de 2 mg/L 

 

EI: Células + 

MC + 

Glucose + 4 

fármacos 

EII: Células 

+ MC + 4 

fármacos 

EIII: 

Células + 

MC + 

Glucose 

EIV: 

Células + 

MC 

EV: Células 

inativadas + 

MC + 4 

fármacos 

Fase log (h) 2 – 8 2 – 8 2 – 8 2 – 8 2 – 8 

Equação da 

reta 

y = 0,2528x – 

3,7722 

y = 0,1594x 

– 3,9584 

y = 0,276x 

– 3,8824 

y = 

0,1618x – 

4,2137 

y = 0,1339x – 

3,1693 

R2 0,9772 0,9945 0,9922 0,998 0,9481 

µmáx (h-1) 0,253 0,159 0,276 0,162 0,134 

g (h) 2,74 4,35 2,51 4,28 5,18 

Nº gerações 2,19 1,38 2,39 1,40 1,16 

 

Apesar de a cultura de Bacillus apresentar uma taxa específica de crescimento maior 

no Erlenmeyer que apenas continha glucose (EIII: µ = 0,276 h-1), a bactéria também 

cresceu a uma velocidade elevada no Erlenmeyer com glucose e a mistura de 4 fármacos 

presentes no meio de cultura (EI: µ = 0,253 h-1). Esta proximidade entre os valores sugere 

que, apesar da existência de 4 fármacos no meio de cultura, o Bacillus consegue tolerar a 

sua presença e crescer. 

Como ocorreu nos primeiros ensaios, foi nos Erlenmeyers em que o meio de cultura 

não continha glucose que as culturas da Bacillus manifestaram taxas específicas de 

crescimento menores (EII: µ = 0,159 h-1; EIV: µ = 0,162 h-1). Apesar de ser no Erlenmeyer 

onde as bactérias cresceram na presença de fármacos mas na ausência de glucose (EII) 

que a taxa específica de crescimento foi mais baixa, este valor não sugere uma toxicidade 

que afete o crescimento do microrganismo, uma vez que a diferença entre os Erlenmeyers 

é quase nula. 
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A comparação dos parâmetros cinéticos das culturas de Bacillus dos Erlenmeyers 

na presença e na ausência de glucose, permite constatar que é na presença de glucose que 

os microrganismos crescem mais rapidamente e isto deve-se à sua função de servir como 

fonte de energia e carbono para as células, sendo este o fator que mais afeta o crescimento 

das culturas em estudo. 

Em relação ao Erlenmeyer V, este deveria conter apenas células inativas e o 

objetivo era verificar se ocorre adsorção dos fármacos à biomassa. Contudo, foi possível 

observar algum crescimento celular, embora o valor da taxa especifica de crescimento 

fosse o menor de todos. Será necessário de futuro otimizar as condições de inativação do 

Bacillus, para assim se poder avaliar a adsorção destes fármacos à biomassa e se poder 

identificar e caracterizar melhor os vários processos envolvidos na remoção destes 

compostos do meio de cultura. 

De seguida são apresentados os valores dos parâmetros cinéticos das curvas de 

crescimento do Bacillus num meio de cultura contendo a mistura dos quatro fármacos 

com concentração inicial de 5 mg/L de cada fármaco (Tabela 3.13). 

 

Tabela 3.13 - Parâmetros cinéticos das curvas de crescimento da cultura de Bacillus para as diferentes 

condições do ensaio com a mistura dos 4 fármacos com uma concentração inicial de 5 mg/L 

 

EI – 

Células + 

MC + 

Glucose 

+ 4 

fármacos 

EII – 

Células + 

MC + 4 

fármacos 

EIII – 

Células + 

MC + 

Glucose 

EIV – 

Células + 

MC 

EV – 

Células 

inativadas 

+ MC + 

Glucose + 

4 

fármacos 

EVI – 

Células 

inativas + 

MC + 4 

fármacos 

Fase log (h) 2 – 12 2 – 12 2 – 12 - - - 

Equação da 

reta 

y = 

0,3027x – 

3,6682 

y = 

0,0062x – 

3,1479 

y = 

0,2218x – 

3,7196 

y = 

0,0251x – 

3,4141 

y = 

0,1871x – 

3,4007 

y = 

0,0041x – 

3,2208 

R2 0,9937 0,5751 0,9947 0,9925 0,9893 0,4621 

µmáx (h-1) 0,303 0,006 0,222 0,025 0,181 0,004 

g (h) 2,29 112,45 3,12 27,61 3,84 168,76 

Nº gerações 2,62 0,05 1,92 0,22 1,56 0,04 
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Neste ensaio, e à semelhança do que acontece nos ensaios anteriores, os valores das 

taxas específicas de crescimento das culturas são mais elevadas nos Erlenmeyers que 

contêm glucose no seu meio de cultura (EI: µ = 0,303 h-1; EIII: µ = 0,222 h-1). Entretanto, 

como se pode observar na Figura 3.19 e pelos valores da Tabela 3.12, nos Erlenmeyers 

em que o meio de cultura não continha glucose não houve um crescimento relevante das 

culturas de Bacillus (EII: µ = 0,006 h-1; EIV: µ = 0,025 h-1). Este comportamento difere 

do observado nos ensaios anteriores em que, nos meios de cultura sem glucose, se 

observou sempre algum crescimento, embora menor do que nos meios com glucose. 

Assim, a quase total ausência de crescimento neste caso parece ser um comportamento 

anómalo para a qual não foi possível encontrar uma explicação, podendo colocar-se a 

hipótese de ter sido introduzido inadvertidamente algum contaminante tóxico no meio de 

cultura sem glucose desses Erlenmeyers durante a sua preparação. 

Relativamente aos Erlenmeyers V e VI, que deveriam conter células inativas, estes 

serviram para avaliar a ocorrência de fenómenos de adsorção dos fármacos à biomassa. 

No entanto, apesar do Erlenmeyer VI não ter apresentado um crescimento de culturas, o 

Erlenmeyer que continha glucose (EV) apresentou uma taxa específica de crescimento 

considerável, o que demonstra, tal como já foi referido anteriormente, que o processo de 

inativação das células utilizado não foi eficiente.  

Ao comparar as taxas específicas de crescimento dos Erlenmeyers que continham 

glucose e a mistura de 4 fármacos para diferentes concentrações de cada fármaco (2 e 

5 mg/L) verifica-se que uma maior concentração de fármacos não interferiu 

significativamente com o crescimento das bactérias uma vez que os seus valores de µ 

ficaram próximos (EI (2 mg/L): µ = 0,253 h-1; EI (5 mg/L) : µ = 0,303 h-1). Neste caso 

até se observou que, com uma maior concentração de fármacos presente no meio de 

cultura, se obteve uma maior a taxa específica de crescimento. 

 

3.6.2. Avaliação da capacidade de degradação/remoção da carbamazepina e 

do ibuprofeno pela bactéria Bacillus 
 

De modo a avaliar a capacidade de remoção da carbamazepina e do ibuprofeno pela 

bactéria Bacillus, bem como caracterizar a cinética de remoção de cada um dos fármacos, 

foram realizados três ensaios diferentes de acordo com a descrição da secção 2.2.3.4 da 

metodologia experimental.  
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Em cada um dos ensaios foram efetuadas avaliações da capacidade da bactéria 

remover os fármacos em duas condições: i) na presença (Erlenmeyer I: Células + Meio 

de Cultura + Glucose + Fármaco(s)) e ii) na ausência de glucose (Erlenmeyer II: Células 

+ Meio de Cultura + Fármaco(s)). Para além disso, a possível adsorção dos fármacos à 

biomassa na ausência de glucose (Erlenmeyer VI: Células inativas + Meio de Cultura + 

Fármaco(s)) também foi avaliada. Outros processos de remoção de fármacos, que não são 

originados por atividade bacteriana, também foram avaliados, tais como hidrólise, 

adsorção nas paredes do recipiente e fotodegradação (Erlenmeyer VIII: Meio de Cultura 

+ Fármaco(s)). Nestes dois últimos Erlenmeyers, VI e VIII, a glucose não foi adicionada 

ao meio de cultura destes sistemas para evitar estimular o crescimento das bactérias. 

Todos os ensaios tiveram uma duração de 24 horas e foi utilizada uma solução 

contendo 2 mg/L de cada um dos fármacos. 

Foi através da equação (4) que a percentagem de remoção dos fármacos foi 

calculada para os diferentes tempos de recolha de amostras. 

% 𝑟𝑒𝑚𝑜çã𝑜 =  
𝐶𝑖− 𝐶𝑡

𝐶𝑖
 × 100          (4) 

em que Ci corresponde à concentração inicial (t = 0) e Ct corresponde à concentração ao 

fim de um determinado tempo t. 

Na Figura 3.21 estão representadas as percentagens de remoção da carbamazepina 

no ensaio em que o meio de cultura foi dopado com uma mistura de 4 fármacos 

(carbamazepina, ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno) com uma concentração de 2 mg/L 

de cada um.  

Ao analisar a Figura 3.21 é possível verificar que os Erlenmeyers em que o meio 

de cultura continha glucose [EI e EI (2)] apresentaram percentagens de remoção de 

carbamazepina superiores em relação aos Erlenmeyers que não continham glucose [EII e 

EII (2)]: EI – 39 %; EI (2) – 33 %; EII – 23 %; EII (2) – 25 %. Esta diferença de valores 

de remoção pode explicar-se pelo maior crescimento das bactérias na presença de glucose 

(Tabela 3.9 e Tabela 3.12), visível também pelas curvas de crescimento apresentadas na 

Figura 3.22, aumentando assim a capacidade para a remoção do fármaco. 
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Figura 3.21 - Percentagens de remoção da carbamazepina para todas as condições testadas para a 

concentração de 2 mg/L  

 

 

Figura 3.22 - Curvas de crescimento do Bacillus para todas as condições testadas para a concentração de 

2 mg/L de carbamazepina 
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Apesar dos valores serem próximos entre si [ou seja, EI com EI (2) e EII com EII 

(2)], existe uma diferença aparentemente relacionada com a quantidade de fármacos no 

meio, em particular no caso dos meios contendo glucose. De facto, quando o meio de 

cultura continha glucose, pode-se constatar que no Erlenmeyer contendo 4 fármacos, e 

apesar de a densidade ótica da suspensão ser superior, o Bacillus removeu menos 

carbamazepina do que quando estava na presença de apenas um fármaco. Contudo, tal 

observação não é totalmente surpreendente, dado que a proporção relativa deste fármaco 

se torna menor por ser parte de uma mistura e, sobretudo, tendo em consideração que a 

biodegradabilidade da carbamazepina é geralmente reportada como sendo bastante baixa, 

havendo na mistura outros fármacos mais biodegradáveis. 

Contudo, quando o meio de cultura não continha glucose, apesar de na presença de 

4 fármacos se ter observado uma maior remoção da carbamazepina do que na presença 

apenas da carbamazepina, a diferença neste caso é bastante menor e dentro dos intervalos 

das barras de erro (ver Figura 3.21) pelo que se pode considerar pouco significativa. 

É possível observar ainda uma relação entre a evolução temporal da remoção da 

carbamazepina no meio com e sem glucose e as respetivas curvas de crescimento. No 

caso do Erlenmeyer I grande parte da remoção do fármaco ocorre quando o crescimento 

bacteriano está na fase log. No Erlenmeyer II a remoção ocorre na fase log e na fase 

estacionária, sendo que a sua maioria ocorre nesta última fase. 

Relativamente ao Erlenmeyer VIII, onde o meio de cultura dopado com os 4 

fármacos sem adição de inóculo, a percentagem de remoção de carbamazepina foi menor 

que 0,5%. Este valor baixo de remoção indica que, perante as condições experimentais 

em que o ensaio foi realizado, a carbamazepina não sofre fotodegradação nem qualquer 

outro processo de remoção como precipitação, adsorção às paredes do recipiente ou 

hidrólise.  

Apesar de não estar representado na Figura 3.21 a avaliação do Erlenmeyer VI 

(Células inativas + MC + Fármacos) também foi realizada. O propósito da execução deste 

Erlenmeyer era avaliar a potencial adsorção da carbamazepina à biomassa, contudo, não 

foi possível retirar conclusões dado que ocorreu crescimento celular durante o período do 

ensaio. Este crescimento celular deveu-se ao facto de não se ter conseguido inativar todas 

as células no início do ensaio e, por isso, não foi possível isolar a contribuição do processo 

de adsorção da carbamazepina à biomassa na remoção total deste fármaco. 
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De modo a avaliar o efeito que diferentes concentrações de fármaco (ou misturas 

de fármacos) poderão ter na sua remoção pelas bactérias, efetuou-se um novo ensaio em 

que se procurou avaliar as percentagens de remoção da carbamazepina de meios de 

cultura (com ou sem glucose) dopados com uma mistura de 4 fármacos (carbamazepina, 

ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno) em concentração de 5 mg/L de cada um dos 

fármacos. Os resultados das percentagens de remoção ao longo de 24 h são apresentados 

na Figura 3.23 e comparados com os resultados obtidos nas mesmas condições com a 

concentração de 2 mg/L de carbamazepina.  

A análise deste gráfico (Figura 3.23) permite fazer uma comparação dos efeitos que 

a concentração possui na remoção do fármaco. O Erlenmeyer onde ocorre a maior 

percentagem de remoção de carbamazepina é aquele que no seu meio de cultura contém 

glucose e apenas carbamazepina com concentração de 2 mg/L (39 %). Com uma 

percentagem inferior (33 %) está o Erlenmeyer com glucose no seu meio de cultura e a 

mistura de 4 fármacos com concentração de 2 mg/L de cada. 

 

Figura 3.23 - Percentagens de remoção da carbamazepina para as diferentes condições com duas 

concentrações testadas (2 e 5 mg/L) 

 

Como demonstrado nos gráficos anteriores, é na presença de glucose que ocorre as 

maiores percentagens de remoção e o mesmo se observa neste gráfico em que os 3 

Erlenmeyers que não possuem glucose são os que apresentam uma remoção mais baixa. 
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No entanto, os Erlenmeyers sem glucose, mas com concentração de 2 mg/L de 

carbamazepina (23 %) ou mistura de 4 fármacos (25 %) conseguem apresentar uma 

percentagem de remoção superior aos Erlenmeyers com e sem glucose com uma 

concentração de 5 mg/L de cada fármaco (19 % e 13 %, respetivamente).  

No geral, pode-se concluir que a concentração dos fármacos no meio de cultura, a 

presença de outros fármacos, a presença de glucose e a densidade celular são alguns dos 

principais fatores que afetam a remoção de carbamazepina pela cultura de Bacillus. 

Na Figura 3.24 estão representadas as percentagens de remoção do ibuprofeno no 

ensaio em que o meio de cultura foi dopado com uma mistura de 4 fármacos 

(carbamazepina, ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno) com uma concentração de 2 mg/L 

de cada um. 

 

 

Figura 3.24 - Percentagens de remoção do ibuprofeno para todas as condições testadas para a 

concentração de 2 mg/L  
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principalmente, pela diferença no número de células de Bacillus formadas nos vários 

Erlenmeyers, sendo que nos meios contendo glucose ocorreu maior crescimento (Tabela 

3.10 e Tabela 3.12). Consequentemente, com formação de um maior número de novas 

células, evidenciada pelas densidades óticas mais elevadas, naturalmente, obtém-se uma 

maior remoção do fármaco. Em estudos anteriores, também foi demonstrada a capacidade 

de remoção de fármacos por estirpes do Bacillus. Nestes casos, também ocorre maior 

remoção do ibuprofeno quando na presença de glucose como fonte de carbono 

(Marchlewicz et al., 2016b; Marchlewicz, Guzik, & Wojcieszyńska, 2017; Marchlewicz, 

Guzik, Hupert-Kocurek, et al., 2017). Contudo, ao contrário do que se esperava e se 

observou no caso da carbamazepina, é nos Erlenmeyers em que o meio de cultura foi 

dopado com a mistura de 4 fármacos [EI (2) e EII (2)] que a remoção de ibuprofeno foi 

superior. De facto, tal como se considerou no caso do fármaco anterior, poder-se-ia supor 

que uma maior variedade de fármacos levaria a uma menor remoção do ibuprofeno em 

particular. No entanto, tal não se verificou e a razão poderá ser que, ao contrário da 

carbamazepina, o ibuprofeno é geralmente reportado como um fármaco facilmente 

biodegradável. Assim, a maior densidade ótica final (24 h) nos Erlenmeyers dopados com 

os 4 fármacos, EI (2) e EII (2), em relação aos Erlenmeyers análogos dopados apenas 

com ibuprofeno, EI e EII, poderá ser o fator mais decisivo para a sua remoção. 

 

 

Figura 3.25 - Curvas de crescimento do Bacillus para todas as condições testadas para a concentração de 

2 mg/L de ibuprofeno 
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É possível observar ainda uma relação entre a remoção do ibuprofeno no meio com 

e sem glucose e as respetivas curvas de crescimento (Figura 3.24 e Figura 3.25). Tanto 

no Erlenmeyer I como no Erlenmeyer II grande parte da remoção do fármaco ocorre 

quando o crescimento bacteriano está na fase log atingindo o pico máximo durante a fase 

estacionária. 

Relativamente ao Erlenmeyer VIII, onde o meio de cultura foi dopado com os 4 

fármacos sem adição de inóculo, e à semelhança do que acontece com a carbamazepina, 

a percentagem de remoção de ibuprofeno foi menor que 1%. Esta baixa remoção indica 

que, com as condições experimentais em que o ensaio foi realizado, o ibuprofeno não 

sofre fotodegradação nem qualquer outro processo de remoção como precipitação, 

adsorção às paredes do recipiente ou hidrólise. 

Pelas mesmas razões descritas acima em relação à avaliação da carbamazepina, não 

foi possível avaliar a adsorção do ibuprofeno à biomassa microbiana (Erlenmeyer VI – 

Células inativas + MC + Fármacos). 

Na Figura 3.26 estão apresentadas as percentagens de remoção do ibuprofeno 

obtidas nos ensaios em que o meio de cultura foi dopado com uma mistura de 4 fármacos 

(carbamazepina, ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno) com uma concentração de 2 mg/L 

e de 5 mg/L de cada um dos fármacos, bem como dos ensaios em que o meio de cultura 

continha apenas ibuprofeno nas concentrações de 2 e de 20 mg/L, de modo a avaliar o 

efeito que diferentes concentrações de fármaco (ou misturas de fármacos) poderão ter na 

sua remoção pelas bactérias.  

Ao analisar este gráfico é possível fazer uma comparação semelhante à feita para a 

carbamazepina sobre os efeitos da concentração na remoção do ibuprofeno. Ao contrário 

do que acontece com a carbamazepina, o Erlenmeyer que possui maior percentagem de 

remoção de ibuprofeno é aquele que no seu meio de cultura contém glucose e uma mistura 

de 4 fármacos com concentração de 2 mg/L (39 %). De seguida, com uma percentagem 

de remoção de 29 % está o Erlenmeyer que contém glucose e uma concentração de 2 

mg/L de ibuprofeno no seu meio de cultura. O Erlenmeyer que apresenta um valor de 

remoção próximo a este é o que contém uma mistura de 4 fármacos com uma 

concentração de 2 mg/L sem glucose no seu meio de cultura (28 %). 
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Figura 3.26 - Percentagens de remoção do Ibuprofeno para as diferentes condições com duas 

concentrações testadas (2, 20 e 5 mg/L) 

 

Como demonstrado nos gráficos anteriores, é na presença de glucose que ocorrem 

as maiores percentagens de remoção do ibuprofeno. Por outro lado, com a exceção do 

Erlenmeyer sem glucose e com a mistura de 4 fármacos à concentração de 2 mg/L de 

cada, os Erlenmeyers que não possuem glucose são os que apresentam as remoções mais 

baixas.  

À semelhança do que acontece com a carbamazepina, conforme a concentração de 

fármaco(s) aumenta, a percentagem de remoção diminui. Este comportamento pode ser 

observado no gráfico da Figura 3.26, onde se pode ver que os Erlenmeyers sem glucose 

que contêm concentrações de 20 mg/L de ibuprofeno ou a mistura de 4 fármacos (5 mg/L 

cada) são os que exibem percentagens de remoção mais baixas (9 % e 8 %, 

respetivamente). Apesar de existirem algumas exceções que contrariam o que era 

esperado acontecer, os resultados sugerem que, tal como se verifica na carbamazepina, a 

remoção de ibuprofeno tem alguma relação com a concentração dos fármacos.  

Em geral, tal como se observou com a carbamazepina, também se pode concluir 

que a concentração dos fármacos no meio de cultura, a presença de outros fármacos, a 

presença de glucose e a densidade celular são alguns dos principais fatores que afetam a 

remoção de ibuprofeno pela cultura de Bacillus. 
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O presente estudo teve como objetivo otimizar alguns dos componentes de um 

microcosmo de LCMs (materiais para a matriz de suporte e população microbiana) para 

a remoção de fármacos de águas contaminadas, nomeadamente, a carbamazepina e o 

ibuprofeno. 

Inicialmente foi avaliada a eficiência de granulados de cortiça expandida. Os 

resultados foram positivos para ambos os fármacos, principalmente a carbamazepina que, 

devido à sua baixa biodegradabilidade é um dos fármacos mais difíceis de remover. Ao 

fim de 216 h, para uma concentração de 2,5 mg/L houve uma remoção 59,9 % e 34,4 % 

de carbamazepina e ibuprofeno, respetivamente. O mesmo acontece para uma 

concentração de 5 mg/L, em que ocorre uma maior percentagem de remoção de 

carbamazepina (60,2 %) do que de ibuprofeno (28,6 %).  

Este estudo permitiu concluir que, apesar da remoção não ser total, a utilização 

deste material como matriz de suporte pode ter vantagens na sua eficiência de remoção, 

bem como meio de suporte para o desenvolvimento das plantas e microrganismos.  

Contudo, a sua adição à matriz vermiculite+LECA anteriormente testada, não mostrou 

um aumento significativo da sua performance. Pelo contrário, esta adição parece 

influenciar negativamente a remoção dos fármacos. Tendo sido estudadas 3 

estratificações diferentes dos materiais, com diferentes proporções, os resultados também 

não foram os esperados, uma vez que não existiram diferenças significativas entre as 

estratificações na remoção dos fármacos. 

O crescimento do Bacillus subtilis num meio contendo fármacos também foi 

estudado, bem como a sua capacidade de os remover. Para ambos os fármacos e em todas 

as concentrações testadas, não se verificou qualquer efeito tóxico ou inibitório no 

crescimento da bactéria. No entanto, quando esta se encontra na presença da mistura de 

4 fármacos e sem glucose, a toxidade destes fármacos é demasiado elevada para que o 

seu crescimento ocorra. Estes dados indicam que o crescimento da bactéria está 

fortemente associado à capacidade de remover fármacos, sendo a adição de glucose o 

principal fator de estímulo do crescimento. 

Como referido ao longo da discussão de resultados, houve partes do estudo em que 

os resultados foram inconclusivos ou as suas conclusões não eram o esperado. Estes 

factos foram evidentes na comparação dos valores de remoção das três estratificações 

diferentes, onde não existiram diferenças significativas entre as mesmas, o que não era 
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esperado, visto que as capacidades de remoção dos diversos materiais são diferentes. 

Assim, colocou-se a hipótese de estes dados se deverem a problemas no procedimento de 

amostragem que não foi capaz de capturar a heterogeneidade da composição da matriz. 

Posto isso, futuramente seria importante repetir estes ensaios de modo a compreender a 

diferença entre as proporções de materiais obtendo uma matriz de suporte com melhor 

eficiência e capacidade de remoção dos fármacos. 

Também no estudo do Bacillus subtilis é importante a repetição de alguns ensaios, 

nomeadamente os ensaios que continham células inativas, uma vez que foi possível 

observar crescimento microbiana quando não era suposto. Portanto, seria importante 

otimizar as condições de inativação da bactéria para se poder avaliar a adsorção destes 

fármacos à biomassa e melhorar a identificação e caracterização dos vários processos 

envolvidos na remoção dos fármacos.  

Tendo em conta todos os resultados obtidos neste trabalho é possível concluir que 

tanto os granulados de cortiça expandida este material bem como a bactéria são uma boa 

adição aos LCMs, apresentando potencial no tratamento de águas contaminadas. Todavia, 

existem ainda muitos estudos necessários visto que neste trabalho apenas foram estudados 

dois componentes dos LCMs isoladamente. O passo seguinte deste estudo seria a 

inoculação destes microrganismos na estratificação selecionada de modo a compreender 

a eficiência conjunta destes dois componentes na remoção da carbamazepina e do 

ibuprofeno. De seguida é importante estudar a adição deste microrganismo e a nova 

matriz de suporte com o último componente dos LCMs, as plantas. Seria interessante 

observar a adaptação das plantas a uma nova matriz de suporte com a presença de uma 

bactéria. Tendo em conta os valores de remoção dos fármacos obtidos individualmente 

para a matriz de suporte e o microrganismo é de se esperar que, com o sistema a trabalhar 

em conjunto, estes valores de percentagens de remoção apresentados ao longo do trabalho 

aumentem. 

Em estudos futuros também seria interessante ampliar a gama de fármacos 

estudados, tendo em conta as suas classes terapêuticas e o consumo global, e avaliar a 

capacidade de remoção dos granulados de cortiça expandida e do Bacillus subtilis dos 

mesmos.  

Apesar de todos os percalços deste trabalho e da necessidade de vários estudos 

futuros, os resultados obtidos permitem encarar estes sistemas de tratamento alternativo 
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como uma solução para o a remoção de fármacos de águas contaminadas. É também 

importante em estudos futuros o investimento na aplicação destes sistemas numa escala 

real com condições mais realistas, de modo, a compreender o que deve ser melhorado.  
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A. Determinação do comprimento de onda de quantificação 

 

Para a seleção do comprimento de onda a utilizar para a quantificação dos fármacos 

presentes na solução aquosa utilizada nos estudos, fez-se um varrimento de absorção 

molecular na zona do UV, entre os c.d.o de 200 e 350 nm, para cada uma das soluções 

padrão de 10 mg/L contendo apenas cada um dos fármacos isolados. 

 

 

Figura 0.1 - Espetro de absorção molecular na zona do UV dos quatro fármacos 

 

Uma vez que o equipamento utilizado possuía um detetor UV-Vis foi necessária a 

seleção de apenas um comprimento de onda que, mesmo não correspondendo ao máximo 

de absorvência dos quatro fármacos, permitiu a quantificação simultânea de todos os 

fármacos presentes em solução. Assim, o comprimento de onda selecionado foi de 220 

nm, dado que é o máximo de absorvência para o ibuprofeno que é o composto com menor 

absorvência na gama dos UV e os restantes fármacos também possuem uma elevada 

absorvência a 220 nm.  

 


