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Resumo

A detecdo de farmacos em aguas € um problema ambiental emergente, que decorre da
reduzida eficiéncia da sua remocédo pelas ETARs. Em regides como Cabo Verde, onde ha
interesse na reutilizacdo de aguas residuais devido a escassez de &gua, este problema torna-
se mais agudo. A fitorremediacdo surge como uma tecnologia atrativa, tendo sido ja
comprovadas boas eficiéncias deste tipo de solucdo na remocao de diversos micropoluentes

organicos.

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a eficiéncia de remocdo de varios
farmacos (Sulfametoxazol, Trimetoprim, Ibuprofeno, Diclofenac, Naproxeno, Furosemida e
Carbamazepina) de agua dopada, utilizando um microcosmo de Leitos Construidos de
Macrofitas (LCMs) com uma matriz de suporte constituida por Vermiculite 3 e LECA 2/4, e

plantado com Typha spp., tendo em vista uma possivel aplicacdo em Cabo Verde.

Foi avaliada a capacidade de remocdo dos farmacos pela matriz, tendo-se verificado que a
matriz por si s6 contribui para a remocdo da maior parte da quantidade de farmacos
presentes em solucdo (38% - 84%), ap6s 168 horas de contacto. No entanto, globalmente o
microcosmos de LCM atingiu elevadas eficiéncias de remogéo (71% - 96%), pelo que a
presenca de plantas tera contribuido para uma remocdo adicional de (9% - 35%)

relativamente ao leito ndo plantado.

Para otimizar a eficiéncia da matriz de suporte, testou-se um novo material, a fibra de coco,

que se revelou promissor.

A partir da analise dos efeitos no crescimento das folhas, nas concentracdes dos pigmentos
fotossintéticos e aparente auséncia de sinais visuais de toxicidade, e nas atividades de
enzimas antioxidantes, é possivel inferir que as plantas de Typha spp. conseguem tolerar os

efeitos toxicos decorrentes da exposi¢do aos farmacos.

Ao longo dos 3 anos de ensaios, verificou-se que este sistema teve um aumento da eficiéncia
na remocao dos farmacos, mantendo a matriz uma eficiéncia de remocao aproximadamente

constante.

Palavras-chave: fitorremediagdo, farmacos, agua residual, macréfitas, matriz de suporte




Phytoremediation of pharmaceuticals in wastewater

Abstract

Pharmaceuticals’ detection in water is an emergent environmental problem which results
from their generally low removal efficiencies by WWTPs. In regions such as Cape Verde,
where there is a large interest in water reuse due to its scarcity, this problem becomes more
acute. Phytoremediation emerges as an attractive technology, which has already shown good

efficiencies in the removal of several types of organic micropollutants.

The main goal of this work was to evaluate the removal efficiency of some pharmaceuticals
(Sulfamethoxazole, Trimethoprim, Ibuprofen, Diclofenac, Naproxen, Furosemide and
Carbamazepine) from doped water, using microcosms of Constructed Wetlands Systems
(CWSs) with a support matrix composed by Vermiculite 3 and LECA 2/4, and planted with
Typha spp., targeting a potential application in Cape Verde.

The support matrix capacity for pharmaceuticals removal was evaluated, and it was found
that it alone contributed with the removal of most part of the amounts of pharmaceuticals
initially present in solution (38% - 84%) after 168 hours of contact. However, the CWS
microcosms attained quite high global removal efficiencies (71% - 96%), which allows
estimating that the presence of the plants have contributed to an additional removal (9% -

35%) relatively to the non-planted systems.

As an attempt to further optimize the support matrix efficiency, a new material was tested,

coconut fiber, which seemed promising.

From the analysis of the effects on leaf growth, the concentrations of photosynthetic
pigments and the seemingly absence of visual signs of toxicity, and the activities of
antioxidant enzymes, it is possible to infer that the plants of Typha spp. can tolerate the toxic

effects caused by their exposure to these pharmaceuticals.

Throughout three years of assays, it was observed that these CWSs had an increase over the
years for the pharmaceuticals removal efficiency, while the matrix alone kept an

approximately constant efficiency.




Abreviaturas

Abs — Absorvéncia

ANOVA — Anélise de variancia
c.d.o. — Comprimento de onda
CAT - Catalase

CBZ - Carbamazepina

CitC-Fe 3 — Citocromo C-férrico

DAD - Detetor de Diode-Array (matriz de diodos), do inglés "Diode-Array Detector”

DCF - Diclofenac

DP — Desvio padrdo

DPR — Desvio padrao relativo

EDTA — Acido etilenodiaminotetraacético

ETAR - Estacgdo de tratamento de aguas residuais
FUR — Furosemida

GPX - Guaiacol-peroxidase

GSH - Glutationa reduzida

h —Horas

H202— Peroxido de hidrogénio

HPLC-DAD - Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor DAD (Diode-Array
Detector)

IBU — Ibuprofeno
INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P.

Kow — Coeficiente de particdo octanol-agua
LCM - Leitos Construidos de Macrofitas




LECA — Agregados de argila expandida (do inglés “Light Expanded Clay Aggregates™)

LOD - Limite de detecao instrumental (do inglés “Limit of Detection™)
LOQ - Limite de quantificacdo instrumental (do inglés "Limit of Quantitation™)

Min — Minutos

NADP* — Nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato oxidada

NADPH - Nicotinamida-adenina-dinucle6tido-fosfato reduzida
NAP — Naproxeno
ND — Néo Detetado

O2 — Oxigénio molecular
O2-~— Radical anido superdxido
OH - — Radical hidroxilo

pKa — Constante de ionizacdo

ROS — Espécies reativas de oxigénio (do inglés “Reactive oxygen Species”)
SMZ - Sulfametoxazol

SOD - Superdxido dismutase

SPE — Extracdo em fase sélida (do inglés “Solid-Phase Extraction™)

TCR - Taxa de crescimento relativo das plantas

TMP — Trimetoprim

U — Unidade de atividade enzimética

UV/Vis — Ultravioleta/Visivel
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Introducao




A qualidade da agua é uma das grandes preocupac¢des ambientais atuais. Em particular,
a ocorréncia e destino de poluentes como os farmacos no ambiente aquatico tem-se
tornado um problema emergente, pelos efeitos nefastos causados nos ecossistemas
aquaticos, terrestres e para a saude humana (Katsikaros & Chrysikopoulos, 2021; Palma
et al., 2020; Son et al., 2022).

Os processos de tratamento convencionais utilizados na maioria das estacdes de
tratamento de &guas residuais (ETARs) sdo geralmente pouco eficientes na remocao
destes contaminantes e muitas destas substancias acabam por ser descarregadas com 0s
efluentes tratados nos meios recetores hidricos (Dordio et al., 2018; Son et al., 2022;
Wang & Wang, 2016). Em Portugal, como noutros paises do mundo, varios estudos
mostram a presenca destes contaminantes em efluentes e lamas de ETARS, aguas
superficiais, aguas subterraneas, sedimentos, e até em &guas destinadas ao consumo
humano e em plantas comestiveis (Coelho et al., 2019; Fernandes et al., 2020;
Fernandes et al., 2021; Paiga, 2019; Palma et al., 2020). De acordo com Palma et al.
(2020), na regido do Alentejo, onde se localiza o maior lago artificial de Portugal, uma
grande variedade de farmacos nomeadamente analgésicos, antibidticos, reguladores
lipidicos, beta-bloqueadores, entre outras classes, foi detetada em amostras de agua. Um
dos farmacos com acentuada toxicidade e que é dos mais frequentemente detetados em
todos os tipos de &guas, por ser um poluente pseudo-persistente e de baixa
biodegradabilidade, é a Carbamazepina, que é muitas vezes tomada como um indicador
de contaminacdo ambiental por farmacos. As fontes de contaminacdo dos meios
aquaticos por este farmaco, o seu destino ambiental e os seus efeitos adversos foram ja
objeto da publicacdo de um capitulo de livro no &mbito desta Tese (Dordio et al., 2017).
Por outro lado, em alguns paises como Cabo Verde, onde a Quimica Analitica
Ambiental ndo se encontra ainda tdo desenvolvida, o estado deste problema encontra-se
ainda por caracterizar, sendo, no entanto, de esperar que a situagdo seja comparavel a ja

observada em outros locais do mundo.

As implicacOes resultantes desta situacdo sugerem a necessidade urgente de encontrar
processos de tratamento de aguas residuais complementares ou alternativos aos
processos convencionais e que sejam simultaneamente eficientes e economicamente

viaveis. Em particular em regides onde ha escassez de &gua e com poucos recursos




econdémicos, tornam-se necessarias solugdes de baixo custo, mas cuja eficiéncia de
tratamento permita a reutilizacdo das aguas residuais tratadas para diferentes fins, como

por exemplo para irrigagéo.

Os Leitos Construidos de Macréfitas (LCMs) tém surgido como sistemas de tratamento
complementares ou alternativos de aguas residuais urbanas que contribuem para uma
remocdo mais eficiente de poluentes emergentes e/ou pseudo-persistentes como 0s
farmacos. Estes sistemas tém como vantagens serem de relativamente baixo custo de
operacdo e manutencao, tendo gastos energéticos bastante reduzidos e ndo necessitando
de uma manutencdo intensiva nem de mé&o-de-obra especializada para a sua operagéo
regular. Relativamente a sua eficiéncia de tratamento, A sua boa integracdo paisagistica
¢ outra importante vantagem da sua utilizacdo, especialmente em alguns casos como em

sistemas de tratamento de &guas residuais de resorts turisticos.

Pretende-se que nos LCMs (ou zonas humidas construidas, ou fitoETARS) se obtenha
um eficiente tratamento das aguas residuais através dos mesmos tipos de processos de
depuracdo que ocorrem nas zonas hdmidas naturais, mas atuando de uma forma
controlada e otimizada, utilizando como principais componentes a vegetacdo, solos e
microrganismos tipicos destes sistemas. Os LCMs sdo geralmente usados numa etapa
secundaria ou terciaria do tratamento das aguas residuais, tendo apresentado bons
resultados na remocdo de varios xenobioticos organicos incluindo diversos farmacos
(Vystavna et al., 2017; Dordio & Carvalho, 2018; Li et al., 2020; Llyas & Hullebusch,
2020). No entanto, a eficiéncia de remocdo dos poluentes nos LCMs pode ser
significativamente melhorada através de uma selecdo criteriosa de materiais de suporte
que possuam uma elevada capacidade para reter contaminantes por sorpcéo, troca ionica
ou outros processos fisico-quimicos, e de plantas e microrganismos que revelem uma
boa tolerancia aos poluentes e capacidade de os removerem/degradarem de aguas
contaminadas (Dordio & Carvalho, 2018).

Pretende-se com o presente trabalho explorar op¢des economicamente viaveis de LCMs
que permitam um tratamento eficiente de &guas residuais, incluindo uma remocéo
eficiente de farmacos, tendo em vista uma possivel aplicacdo em Cabo Verde, e que

possibilite um aproveitamento final das aguas residuais tratadas.




Nesta tese, de seguida enunciam-se 0s principais objetivos do trabalho, seguindo-se um
capitulo de fundamentacdo tedrica, onde € feita uma breve e suméria revisdo
bibliografica e se discute o estado da arte no tema da contaminagdo de aguas com

farmacos e da utilizacdo e otimizacao de LCMSs para o seu tratamento.

No capitulo seguinte sdo apresentadas as metodologias utilizadas no trabalho e é
descrita a organizacdo dos ensaios realizados no ambito do estudo, com a
esquematizacdo do cronograma dos ensaios e a descricdo dos procedimentos
experimentais dos mesmos. Deve-se salientar que devido a inesperada situacéo
excecional causada pelo surgimento da pandemia de Covid-19 durante o periodo de
2020-2021 (mas, em especial durante 2020) a concretizacdo do plano de trabalho teve
de sofrer consideraveis alteragdes ao plano inicial, precisamente no periodo que se
previa originalmente ser de mais intenso trabalho, pelas restricbes ao trabalho

laboratorial impostas durante este periodo.

No capitulo 5 sdo apresentados os diversos resultados obtidos no trabalho, quer os
obtidos nos estudos de otimizacdo da metodologia analitica (dos quais resultou um
artigo que se encontra em preparacdo), quer os resultantes dos varios ensaios, 0s quais
sdo analisados em detalhe individualmente e posteriormente discutidos globalmente,
analisando a evolugdo dos sistemas ao longo do tempo, na sequéncia dos varios ensaios
realizados. Finalmente sdo apresentados os resultados de um estudo preliminar das
propriedades adsortivas de um material abundante em Cabo Verde, a fibra de coco, com
vista a sua potencial aplicacdo em LCMs (também se encontra em fase adiantada de
escrita um artigo sobre este estudo).

A tese conclui-se com um curto capitulo de conclusdo em que se resumem as principais
ideias que se podem extrair deste trabalho e se apontam perspetivas futuras para a

continuacdo da exploracdo deste tema.

Finalmente, pretendemos ainda escrever 3 artigos que apresentem todos os resultados
obtidos com os varios ensaios efetuados nos microcosmos do LCM proposto nesta tese,
o0 qual, contudo, ainda se encontra numa fase de escrita bastante inicial. Prevé-se assim
que, para além do ja referido capitulo de revisdo sobre a Carbamazepina, o trabalho

realizado neste doutoramento dé origem a publicagdo de mais 3 artigos.
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Objetivos Cientiticos




Este trabalho teve como objetivo principal contribuir para a otimizacdo do
funcionamento/ performance de Leitos Construidos de Macrdéfitas para a remogédo de
farmacos que possam estar presentes em &guas. Assim, 0s objetivos mais especificos

que contribuiram para isso foram:

- Otimizar a metodologia analitica utilizada para a quantificacdo dos farmacos em
solucdo aquosa, nomeadamente testando a adequacdo de diferentes filtros normalmente

utilizados no pré-tratamento de amostras e a otimizacao do volume de amostra a filtrar.

- Avaliar a capacidade de dois materiais argilosos processados industrialmente
(Vermiculite esfoliada e LECA) para remover os sete farmacos em estudo
(Sulfametoxazol, Trimetoprim, Ibuprofeno, Diclofenac, Naproxeno, Furosemida e
Carbamazepina) de agua dopada, tendo em vista a sua possivel utilizacdo como matriz

de suporte onde se pretende implementar os LCMs (Cabo Verde).

- Avaliar a capacidade de adsorcdo da fibra de coco (um material abundante em Cabo
Verde) na remocdo dos farmacos testados, compreendendo melhor o processo de
biossor¢cdo e auxiliar no desenvolvimento de pesquisas para encontrar novos

biossorventes alternativos no tratamento de aguas residuais.

- Avaliar a eficiéncia de remocéo dos farmacos em estudo da solucdo aquosa, utilizando
um microcosmo de LCM tendo como matriz de suporte uma mistura de dois materiais

argilosos (LECA e Vermiculite) plantado com Typha spp.

- Discernir o papel da planta Typha spp. no comportamento do LCM, em especial

avaliando a sua contribuicdo para a eficiéncia de remoc¢éo dos farmacos estudados.

- Avaliar diversos parametros fisiol6gicos e bioquimicos da Typha spp. quando exposta
aos farmacos, por forma a identificar a capacidade de resposta desta planta a toxicidade

causada pela exposicao aos farmacos:

e Taxa de crescimento relativo (TCR) da folha maior e da folha menor de cada
planta dos Leitos;

e Concentracdo dos pigmentos fotossintéticos, nomeadamente a clorofila total
a+b, clorofila a clorofila b e carotenoides;

e Atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e guaiacol peroxidase (GPX).
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Fundamento te6rico




3.1. Os farmacos no ambiente

Nos ultimos anos, uma grande variedade de compostos farmacéuticos, 0s seus
metabolitos e produtos de transformacdo tém sido detetados em aguas naturais
(superficiais e subterraneas), efluentes tratados, sedimentos e lamas de ETAR e até
mesmo em A&guas destinadas ao consumo humano, revelando-se assim um Ssério
problema ambiental (Saaristo et al., 2018; Richmond et al., 2018), comprometendo
assim a qualidade de agua potavel e dos seus efeitos nefastos nas populagdes humanas
gue a consomem e Nnos seres aquaticos que vivem nestas condi¢des (Palma et al., 2020;
Katsikaros & Chrysikopoulos, 2021).

Foi com o avanco das técnicas analiticas nas ultimas duas décadas, que se conseguiu
demonstrar que a contaminacdo ambiental por poluentes emergentes entre 0s quais se
incluem os farmacos é um problema real e atual. Com estas técnicas, foi possivel
identificar e quantificar um elevado nimero de farmacos presentes em concentraces
muitos baixas (ng/L - pg/L) nas amostras ambientais, gracas a reducdo significativa dos
limites de detecdo e quantificacdo de substancias organicas em matrizes ambientais
(Palma et al., 2020).

Embora os farmacos estejam presentes em amostras ambientais em concentracdes
baixas, a poluicdo ambiental por este tipo de substancias causa especial preocupacgéo
devido a sua persisténcia no meio ambiente e a sua atividade bioldgica. Os farmacos
podem induzir efeitos adversos devido aos efeitos acumulativos, sinergéticos e a
exposicdo continua que ocorre especialmente em ecossistemas agquaticos mesmo em

baixas concentragdes (Katsikaros & Chrysikopoulos, 2021).

A baixa eficiéncia demonstrada pelos processos de tratamento das ETARs
convencionais na remocdo de muitos farmacos, é a principal fonte de entrada destes
poluentes no ambiente aquatico. De facto, as ETARS convencionais foram projetadas
para a remocao dos poluentes que se encontram em maiores concentracdes e ndo para
remover poluentes como os farmacos e outros micropoluentes organicos, 0s quais ndo
sdo, em geral, eficientemente removidos nestas estacdes, pois muitos dos compostos
organicos xenobidticos sdo substancias pouco biodegradaveis (Wang & Wang, 2016,
Son et al.,, 2022). Consequentemente, muitas destas substancias acabam por ser

descarregadas com os efluentes nos meios recetores hidricos contaminando rios,




estuarios, lagos, aguas subterraneas e até mesmo aguas para consumo, estando presentes
no ambiente na sua forma inalterada e/ou sob a forma de metabolitos ou produtos de
degradacéo. A reutilizacdo desses efluentes tem sido cada vez mais considerada como
aplicacdo em diferentes fins, nomeadamente para regas de campos de golf e de outros

espacos verdes (Dordio et al., 2018).

Na figura 1 estdo esquematizadas as principais vias de entrada dos farmacos no
ambiente bem como os seus possiveis destinos ambientais. Tal como j& foi referido, os
farmacos chegam ao ambiente principalmente através da descarga de efluentes das
ETARs, constituindo uma ameaca potencial para os seres aquaticos e saude publica
(Dordio & Carvalho, 2018).

Farmacos

————

[ Uso veterinario ] .
medicamentos

Estrume ¢ [ Lamas de ETARs ] T
Industrias

t Farmacéuticas

|
[ Eliminac3o incorreta de ]

\ (o
v
~ <

Figura 1 - Possiveis vias de entrada de fA&rmacos no meio ambiente
(adaptado de OECD, 2019)

Conforme se pode observar na figura 1, as lamas das ETARs podem ser reutilizadas

como fertilizante na agricultura, contaminando desta forma os solos e, potencialmente,




aguas subterraneas por lixiviacao. Outras fontes de poluicdo podem ser provenientes dos
efluentes de exploragbes pecudrias intensivas e aquaculturas, de industrias
farmacéuticas e instalacOes hospitalares, e da eliminagdo incorreta de medicamentos
fora de prazo de validade, ou que j& ndo serdo usados, e que muitas vezes Sao
descartados de forma incorreta ao serem colocados diretamente no lixo doméstico ou
despejados no esgoto (Mackulak et al., 2019).

Os produtos farmacéuticos, uma vez libertados no ambiente, tém efeitos bioquimicos
tanto para 0 organismo humano como nos ecossistemas ambientais e estes apresentam
uma série de riscos para todos 0s organismos Vvivos (resisténcia bacteriana aos
antibioticos, alteracdo dos ciclos reprodutivos, neurotoxicidade, desregulacdo do
sistema enddcrino e cancro) (Li et al., 2016; Moreira et al., 2016).

Vaérios estudos de monitorizacdo ambiental, tm evidenciado a presenca frequente de
farmacos (embora em concentracdes baixas ng L™ - pug L) em diversos tipos de meios
aquaticos, nomeadamente em amostras de agua para consumo humano, aguas

superficiais, aguas subterraneas e em efluentes tratados (Palma et al., 2020).

Na tabela 1 apresentam-se alguns exemplos de farmacos detetados em &guas

superficiais, aguas subterraneas, agua potavel e em &guas residuais.

Tabela 1 - Compostos farmacéuticos detetados em amostras ambientais (ng L™)

Agua Agua A ) Efluentes
(Sl s Superficial Subterranea PG ETAR
Diclofenac 4192 5182 8,0P 812¢
Analgésicos e d
Anti-inflamatérios 12D 629
Naproxeno 37-166°
Sulfametoxazol 360f 0,23¢
Ciprofloxacina 21,39
Antibioticos ,
Eritromicina 568" 10-720!
Trimetoprim 0,56-3580' 11 470-2330 0,9-11,300
Compostos Carbamazepina 0,5-36,920 680-31,450' 10-830,000'
Neuroativos
Reguladores Genfibrozil 9-17 10 2,31-20,41
lipidicos
Diuréticos Furosemida 22i

a (Branchet et al., 2019) b (Troger et al., 2018) ¢ (Cesen et al., 2019) d (Rosal et al., 2010) e
(Ratola et al., 2012) f (Hanna et al., 2018) g (Castrignano et al., 2018) h (Szekeres et al., 2018) i
(Pefia-Guzman et al., 2019) j (Huerta-Fontela et al., 2011)
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Os compostos farmacéuticos mais frequentemente detetados nas aguas naturais e
efluentes tratados pertencem as classes dos anti-inflamatorios, antibidticos, reguladores
lipidicos, diuréticos e drogas neuroativas (Reis et al., 2018; Pereira et al., 2017).

O Naproxeno, Ibuprofeno e Diclofenac sdo dos anti-inflamatorios mais consumidos a
nivel mundial sendo também dos mais frequentemente detetados em amostras
ambientais. Os antibidticos também pela sua presenca constante no ambiente, tem sido
objeto de diversos estudos, pois, pode provocar o desenvolvimento de estirpes
bacterianas resistentes aos mesmos. Entre os antibidticos que estdo nesta categoria e que
sdo dificeis de biodegradacao estdo o Sulfametoxazol, Ciprofloxacina e o Trimetoprim
(Paiga et al., 2016; Gonzalez et al., 2017; Pereira et al., 2016; Menz et al., 2019).

Segundo dados do INFARMED (2018), a maior parte dos farmacos detetados em
diversas partes do mundo sdo também consumidos em Portugal e, consequentemente,
muitos destes compostos estdo presentes em amostras ambientais no territério nacional.
A mesma fonte indica que foram consumidas mais 4 milhdes de embalagens de

medicamentos em Portugal, no ano de 2018.

Presenca de farmacos como o Diclofenac, Ibuprofeno, a Carbamazepina e a
Hidroclorotiazida foi relatada num estudo feito em 2020, no qual foram identificados no
total 27 farmacos diferentes, mas com preocupacdo maior para estes 4 farmacos, por
apresentarem concentragfes consideradas um risco moderado para 0 ecossistema
aquatico (Palma et al., 2020). A descarga continua destes compostos pelas ETARS na
bacia do Guadiana e consequentemente a sua remoc¢do incompleta, bem como a sua

aplicacdo destes na veterinaria, estdo na origem da sua detecdo, conclui o estudo.

3.2. Selecdo dos farmacos a estudar

Como ja foi referido, nos ultimos anos a presenca de farmacos em ambientes aquaticos
e 0S seus possiveis impactos ambientais tém vindo a ser um foco de estudo, pois nédo séo
ainda completamente conhecidas as suas consequéncias ambientais (Couto et al., 2019).
Esta situacdo tem causado alguma preocupacdo na comunidade cientifica, tendo levado

a investigacdes mais aprofundadas, pois parte destes compostos ndo sao biodegradaveis,
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ndo sendo eliminados nos processos de tratamento efetuados nas ETARs convencionais.
A presenca destes compostos, seus metabolitos e produtos de degradagdo no ambiente
aquatico pode induzir efeitos negativos nestes ecossistemas, principalmente devido a
sua toxicidade e a possibilidade de serem afetadas fungdes bioldgicas importantes tais
como a reprodutiva, ou de serem causadas alteracbes na morfologia de certos
organismos aquaticos (Felis et al., 2020; Gogoi et al., 2018).

Dada a grande variedade de farmacos que tém sido detetados em amostras aquaticas,
viu-se a necessidade de estabelecer critérios de selecdo dos compostos a estudar neste
trabalho. Assim, a selecdo dos farmacos teve como critérios principais de escolha os
seus consumos em Cabo Verde, em Portugal e noutros paises, a sua disseminagdo no
ambiente, o comportamento em ETARs convencionais, a biodegradabilidade, a
toxicidade e a variedade de propriedades fisico-quimicas que 0s varios compostos
apresentam, nomeadamente as caracteristicas acido-base, a hidrofobicidade (Kow) € a
solubilidade em &gua (pretende-se que os farmacos selecionados sejam representativos
de diferentes tipos de comportamento fisico-quimico).

Com base nesses critérios e por forma a ter um estudo mais abrangente, decidiu-se
selecionar 7 farmacos para a realizacdo dos ensaios, pertencentes a diferentes classes
farmacoldgicas, como os antibidticos, anti-inflamatorios, diuréticos e antiepiléticos.
Assim, os farmacos escolhidos para o presente estudo foram o Sulfametoxazol,

Trimetoprim, Ibuprofeno, Diclofenac, Naproxeno, Furosemida e Carbamazepina.

3.2.1 Sulfametoxazol

O Sulfametoxazol (SMZ) é um antibio6tico que é normalmente usado para o tratamento
de infe¢Bes humanas e animais, pertencente a familia das sulfonamidas (Huerta, 2016).
As sulfonamidas inibem a sintese do desoxirribonucleico (ADN) gracas aos seus efeitos
bacteriostaticos (Oliveira, 2017). A estrutura quimica do farmaco encontra-se
representada na figura 2. E muito consumido em todo o mundo, sendo por isso
frequentemente detetado em amostras ambientais em concentragdes na ordem das pg L™
e até mesmo em efluentes de ETARS, 0 que mostra que a sua remoc¢ao nas ETARS ainda
é deficiente (Raposo, 2017).

Devido ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana (que diminui a sua eficiéncia se

administrado sozinho) e dado ser ainda muito Util atualmente (por existirem poucas

12



alternativas), é atualmente usado principalmente em combinacdo com o antibidtico
Trimetoprim (numa propor¢do de 5:1), sendo nesta formulagdo denominado de
Cotrimoxazol (Bactrim), com aplicacdo para o tratamento de infegdes urinarias,
respiratorias e gastrointestinais. A combinacdo destes dois farmacos permite bloquear
enzimas que catalisam estagios sucessivos na biossintese de acidos nucleicos e proteinas
esséncias ao crescimento e a divisdo das bactérias. O SMZ é utilizado ainda em
medicina veterinaria, onde, para além da sua aplicagdo terapéutica, permite também

estimular o crescimento de algumas espécies em aquacultura.

H,N

Figura 2 - Estrutura molecular do Sulfametoxazol

3.2.2 Trimetoprim

O Trimetoprim (TMP) € um antibidtico sintético que apresenta atividade antimicrobiana
utilizado na profilaxia e no tratamento de infe¢Oes bacterianas, incluindo infe¢des
gastrointestinais, respiratorias e urinarias (Martinez-Costa et al., 2018; Wang et
al., 2019), cuja estrutura molecular esta apresentada na figura 3. Devido aos efeitos
agudos e crénicos que o uso de cotrimoxazol tem causado em seres humanos, o TMP
tem comecado a ser administrado em forma Unica, sem ser estar combinado com

sulfametoxazol na forma de cotrimoxazol (Li & Zhang, 2017).

Nos Gltimos anos, houve um aumento da presenca do TMP em aguas residuais o que
tem causado preocupacdo devido ao perigo de ocorréncia de bactérias resistentes a
antibioticos e da formacéo de genes de resisténcia a antibidticos no ambiente aquético
(Alharbi et al., 2016; Amarasiri et al., 2020).

Apbs a sua absorcao pelo corpo humano, apenas 22,5% do composto € metabolizado,
sendo o restante excretado através das fezes e da urina (Ji et al., 2016).

13



~N

Figura 3 - Estrutura molecular da Trimetoprim

3.2.3 Ibuprofeno

O Ibuprofeno (IBU) é um farmaco com acgdo anti-inflamatoria ndo esteroide (ndo
derivado de hormonas), antipirética e analgésica que inibe a producdo de
prostaglandinas  (substancias que estimulam a inflamacdo), levando ao
desenvolvimento da atividade anti-inflamatéria (reduz a inflamacgdo), analgésica
(reducdo, e até supressao, da dor) e antipirética (reducdo, até supressdo, da febre) (
Timoneda, 2017).

E um composto derivado do &cido propidnico utilizado no tratamento da dor e febre,
gracas a funcionalidade da cicloxigenase (COX-1 e COX-2). Uma vez que tem sido
amplamente utilizado como anti-inflamatério, com um elevado consumo por ndo
necessitar de prescricdo médica, a ocorréncia deste f&rmaco no meio ambiente é muito
frequente (Timoneda, 2017). Estando no grupo de medicamentos encontrados em
ambientes aquaticos, nomeadamente em aguas superficiais, as concentracfes detetadas
do IBU variam entre menos de 1,0 ug L™ até valores acima de 40 000 pg L (Stelato et
al., 2016).

A estrutura molecular do IBU encontra-se esquematizada na figura 4.

OH

O

Figura 4 - Estrutura molecular de Ibuprofeno
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3.2.4 Diclofenac

O Diclofenac (DCF) também pertence a classe dos anti-inflamatérios ndo-esteroides,
sendo um dos farmacos mais consumidos a nivel mundial, e frequentemente detetado
em varias matrizes ambientais, nomeadamente em aguas superficiais, aguas subterranea,
efluentes hospitalares e efluentes de ETAR (Silva et al., 2021; Rodrigues et al., 2021).

E utilizado para reduzir a inflamagdo e aliviar a dor, devido as suas excelentes
propriedades antirreumatismais, anti-inflamatorias, analgésicas e antipiréticas, sendo
depois eliminado sob a forma de glucuronideos e sulfatos conjugados dos metabolitos
(MedChemExpress, 2019). O DCF é um inibidor da sintese das prostaglandinas, sendo
estas capazes de influenciar a producdo da inflamacdo, dor e febre. A sua estrutura
molecular esta apresentada na figura 5. Cerca de 65 % da dose administrada do DFC é
excretada maioritariamente pela urina, mas também pela via biliar (35%) e somente
uma parte residual (menos de 1%) é excretada na forma ndao modificada (Hamilton et
al., 2018; Gilman, 2018).

ClI

NH
Cl OH

Figura 5 - Estrutura molecular do Diclofenac

3.2.5 Naproxeno

O Naproxeno (NAP) € um farmaco que pertence a classe dos anti-inflamatérios nédo
esteroides, que é derivado do acido propidnico (estrutura quimica apresentada na figura
6). Este possui uma acdo anti-inflamatdria, analgésica e antipirética e € amplamente
indicado para tratar o alivio da dor ligeira a moderada, dores de cabeca e menstruais,

doencas reumaticas, osteoartrite e gota aguda (Gilman, 2018).

Tem sido frequentemente detetado em aguas de superficie, agua subterraneas, e aguas

potaveis em concentragdes baixas na ordem dos ng L™ a pg L (Stelato et al., 2016;
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Cunha et al., 2017; Sharma et al., 2019), devido a sua grande utilizacdo para fins
terapéuticos, uma vez que a prescricdo médica deste farmaco ndo € necessaria,
facilitando deste modo a sua comercializagdo. A sua ocorréncia nestes meios,
principalmente em agua potavel, pode representar um problema de saide e ambiental
em regides onde ha escassez de agua e um tratamento deficitario nas ETARs (B. M.
Sharma et al., 2019). Estudos indicam que a presenca destes anti-inflamatorios no
ambiente aquatico pode causar alguns efeitos nefastos a salde de peixes, moluscos e

microcrustaceos (Liu et al., 2017; Fontes et al., 2018).

Biologicamente ativo e com baixo indice de biodegradabilidade, o NAP pode-se
acumular em organismos aquéticos. Este farmaco é parcialmente metabolizado e
excretado na urina (cerca de 95%) e fezes (< 5%), podendo ainda ser excretado sob a
forma inalterada (<1%) (Drugbank, 2021).Estes residuos inevitavelmente chegam as
ETARs, onde ndo séo completamente removidos, chegando assim facilmente ao meio
recetor hidrico e a outros compartimentos ambientais (Tanoue et al., 2015).

Hs

()

OH

H3C\O O

Figura 6 - Estrutura molecular do Naproxeno

3.2.6 Furosemida

A Furosemida (FUR) é um farmaco que tem sido amplamente utilizado devido a sua
rapida acdo diurética, sobretudo em quadros agudos, promovendo a excrecdo, por via
urinaria, de sodio, potassio e cloreto (Drugbank, 2022). Na figura 7 é possivel observar

a formula quimica da FUR.

Por ser um diurético forte, a FUR ¢é utilizada em casos de emergéncia e de controlo de
casos de hipertensdo, tratamento de insuficiéncia cardiaca e renal, sindrome nefrética,
edema ou cirrose (Drugbank, 2022). E frequentemente detetado em amostras ambientais
com concentragdes na ordem dos pg L™ (superficiais e subterraneas), em efluentes de
ETARs e mesmo em 4guas para consumo humano, o que indica que a sua remogdo nas

ETARs convencionais é deficiente (Burcea et al., 2020; Palma et al., 2020).
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A eficiéncia de remocédo da FUR nas ETARs € muito variavel, dependendo muito dos

processos de tratamento utilizados, podendo rondar os 60% (Burcea et al., 2020).

Cerca de 50% de uma dose administrada de FUR é excretada sob a forma inalterada na
urina (Ellison, 2019) De acordo com a Agéncia Médica Europeia a FUR é classificada

como um dos poluentes ambientais com maior risco de toxicidade (Heidari et al., 2020).

o |
HoN-S

Figura 7 - Estrutura molecular da Furosemida

3.2.7 Carbamazepina

A Carbamazepina (CBZ), cuja estrutura molecular esta apresentada na figura 8, é um
dos principais farmacos utilizados no tratamento da epilepsia e na doenca bipolar e, em
alguns casos, na nevralgia do trigmeo (Santos, 2017). E da classe dos
anticonvulsionantes e derivado da carboxamida, sendo que a sua metabolizacdo ocorre
no figado e a sua posterior excrecao é realizada maioritariamente pela urina (cerca de
72%) e pelas fezes (28%) sob a forma ndo conjugada. Somente 1 a 3% dos produtos
excretados correspondem ao composto original inalterado. A carbamazepina é
metabolizada pelo citocromo P450 (CYP) 3A4 na forma de carbamazepina - 10, 11 -
epoxido, um metabolito ativo, que pode ser responsavel por alguns efeitos colaterais. O
mesmo, atraves da acdo da epoxido-hidroxilase microssomial € inativado (Centro

Nacional da Informacéo Biotecnoldgica, 2019b).

No meio ambiente, € um composto muito ativo, persistente, que pode sofrer a
biodegradacdo ao entrar em contato com a &gua, originando deste modo 0s respetivos

metabolitos, dai a importancia de se fazer a sua monotorizagdo para se evitar
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consequéncias nefastas para o ecossistema aquatico (Dordio et al., 2017; Rdewi et al.,
2022).

Publicacéo do artigo de revisdo:

Cap.3 — Carbamazepine in the environment sources, fate and adverse effects

Titulo do livro: Carbamazepine: indications, contraindications and adverse effects

N

OA\NHz

Figura 8 - Estrutura molecular da Carbamazepina

Na tabela 2 é apresentado um quadro resumo com as principais propriedades fisico-

quimicas dos farmacos em estudo.

Tabela 2 - Principais caracteristicas dos farmacos estudados

(Pal, Gin, Lin, & Reinhard,

Sulfametoxazol CoHi1N;O,S 253,28 57 610 0,89 2010)
. . Pérez, Eichhorn, & Aga,
Trimetoprim C,.HN,O; 20032 6,60 500 001 bl g
(Nallani, Paulos,
lbuprofeno C13H10, 206,3 4,91 21,0 3,97  Constantine, Venables, &

Huggett, 2011)
(Altman, Bosch, Brune,
Diclofenac C,,H;,C,,NNaO, 296,147 4,15 2,37 45 Patrignani, & Young, 2015)
(Fortunato, 2014)
(Miranda, 2014; Nam, Jo,

Cc,H,0
Naproxeno 141143 230,27 4,2 15.9 3,18 Yoon, & Zoh, 2014)
Furosemida C12H11CIN20sS 330,739 3,8 73,1 2,03 (Nie et al., 2014)
Carbamazepina CsH,,N,0 236,30 139 17,7 245  (Drugbank, Carbamazepine,

2022)
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Pela observacdo dos dados referentes as propriedades destes farmacos, verifica-se que
em relacdo aos valores de solubilidade em &gua, o DCF é o Unico que apresenta um
valor inferior a 10 mg. L™ (0 DCF é um &cido fraco com baixa solubilidade em é&gua)
sendo entdo importante recorrer a métodos analiticos sensiveis capazes de o detetar e
quantifica-lo em valores tdo baixos. Os compostos mais sollveis em agua sdo 0 SMZ e
0 TMP, podendo representar uma dificuldade para a sua remogéo deste meio.

Um dos parametros que afeta a retengdo cromatogréfica de compostos ionizaveis sdo 0s
valores de pKa de cada composto. Para valores de pH mais baixos os acidos serdo mais

retidos enquanto as bases serdo mais retidas para valores de pH mais elevados.

A FUR, NAP, SMZ e o TMP sdo compostos moderadamente hidrofobicos (geralmente
assim considerado se log Kow tiver o seu valor entre 0.5 e 3.5) e por isso com
caracteristicas favoraveis para a sua absorcéo pelas plantas (Pilon-Smits, 2005), pois séo
suficientemente lipofilicos para conseguirem atravessar a camada fosfolipidica das
membranas celulares e suficientemente solGveis em 4&gua para poderem ser
transportados no interior das plantas, pois, apresentando, assim, valores de log Kow
favoraveis a sua absorcao pelas raizes das plantas e a translocacdo para a parte aérea
(Pilon-Smits, 2005).

O IBU e DCF sdo dos compostos mais hidrofébicos (log Kow superior a 3.5), sendo
que, assim, poderao ser fortemente adsorvidos as paredes celulares e a camada lipofilica

da raiz, reduzindo as suas entradas e translocagGes no interior das plantas.

3.3. Processos de remocéo de farmacos de aguas residuais

Muitos farmacos ndo sdo eficientemente removidos pelas ETARs e, como
consequéncia, acabam por ser descarregados com os efluentes nos meios recetores
hidricos e disseminados pelos meios aquaticos em concentra¢cdes na ordem dos pg/L e
ng/L (Katsikaros & Chrysikopoulos, 2021). De facto, 0s processos de tratamento
utilizados nas ETARs convencionais ndo sdo os mais adequados para a eliminagéo
eficaz de produtos contendo substancias ativas capazes de promover efeitos
farmacologicos, pois elas foram projetadas e otimizadas para remover a matéria
organica facilmente biodegradavel, sélidos em suspensdo e microrganismos patogénicos
(Wang & Wang, 2016).
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Tendo em conta as gamas de concentracdo dos farmacos encontrados nos efluentes
tratados das ETARS, a exposi¢cdo de organismos aquéticos aos poluentes farmacéuticos
e aos seus metabolitos poderao ter graus de perigosidade diversos para 0 meio ambiente
e para a saude publica, dependendo também da toxicidade e modo de atuacdo de cada
composto, dos efeitos de pseudo-persisténcia e efeitos cumulativos ou sinérgicos com
outros farmacos. Assim, € justificada a preocupacdo em realizar mais estudos para se
perceber o comportamento desses farmacos no meio hidrico. A exposicdo aos
compostos farmacéuticos e os seus metabolitos que contaminam os meios hidricos
(entre os quais, fontes de &gua para consumo humano) podem desencadear potenciais
riscos para a salde humana, como s&o os casos, por exemplo, de reacdes inflamatorias
no figado e desregulagdes do sistema enddcrino. J& nos ecossistemas aquaticos, este tipo
de poluentes pode provocar efeitos como a feminizacdo dos peixes machos, o
desenvolvimento de resisténcia de bactérias aos antibidticos e a diminuicdo da
diversidade do plancton (Li et al., 2014).

As percentagens de remoc¢do dos farmacos em ETARs convencionais dependem de
varios fatores e variam de ETAR para ETAR. Assim, podem ser influenciadas pelas
condigdes de operacdo e tipo de processos utilizados no tratamento, pelas condigdes
ambientais e pela propria composicdo das aguas residuais (Wang & Wang, 2016). Na
Tabela 3 é apresentado um resumo das percentagens de remocdao de alguns farmacos em
ETARs convencionais, contendo as respetivas concentracfes médias presentes em

influentes e efluentes.

Como se pode verificar na tabela 3, a eficiéncia de remoc¢do nas ETARS convencionais
de muitos farmacos, e em particular para os compostos selecionados para este estudo, é
muito baixa. Os dados refletem a desadequacdo das ETARSs convencionais no que diz

respeito ao tratamento de 4guas contaminadas com farmacos.
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Tabela 3 - Taxa de remocdo de alguns farmacos em ETARS convencionais, com as suas
concentracdes médias de influente e efluente (adaptado de Patel et al, 2019; Son et al., 2022).

Compostos Influente (ng/L) Efluente (ng/L) Remogéo (%0)

Analgésicos e Anti-inflamatdrios

Diclofenac 36,3 148,6 10-75
Ibuprofeno 3732 636 22-75
Naproxeno 2580 40 40-55
Paracetamol 375 331 99,9
Acido acetilsalicilico 5690 28,2 81
Antibidticos
Sulfametoxazol 74,9 36,4 48,2
Cefradina 760 16 98,3
Eritromicina 13,7 2,8 88,4
Trimetoprim 25,2 23,8 0,6
Sulfadimetoxina 11,9 7,9 34,8

Compostos Neuroactivos

Carbamazepina 84,6 121 4

Reguladores lipidicos

Genfibrozil 14 15 84,7

Diuréticos

Furosemida 413 166 59,8

Estimulantes

Cafeina 11,3 49 99,9

Nas ETARs convencionais podem distinguir-se 3 ou 4 etapas principais para 0
tratamento das aguas residuais e ap0Os estas o efluente é descarregado nos meios
recetores hidricos. O pré-tratamento (cujo objetivo é a remocéao de sélidos de maiores
dimensdes), o tratamento primario (onde sdo removidos 0s solidos suspensos e
gorduras) e o tratamento secundario (cujo objetivo principal é a remocdo da matéria
orgénica biodegradavel, de nutrientes e microrganismos patogénicos) (Goncalves,
2017). Em muitos casos (e, em especial, sempre que se pretende reutilizar a agua
tratada, por imposicéo de lei) é ainda utilizado um tratamento terciario ou de afinagéo, o
qual terd o objetivo de remocéo adicional, consoante os fins de utilizacdo do efluente
tratado (em particular para a rega de espacos verdes ou campos agricolas), de alguns
poluentes que ndo tenha sido removidos completamente nas etapas anteriores, como por

exemplo microrganismos patogénicos (desinfecdo), solidos em suspensdo (filtracéo,
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eventualmente por processos de membranas), poluentes emergentes, etc. (Dordio et al.,

2018). Nesta Ultima etapa enquadra-se em muitos casos a utilizacdo de LCMs.

Basicamente, nas duas primeiras etapas ndo se esperam remocdes significativas de
farmacos, pois ocorre pouca eliminagdo de micropoluentes devido a baixa atividade
microbiologica existente nestas etapas (nesta fase 0s processos de tratamento sao
essencialmente fisicos ou quimicos) sendo de esperar na melhor das hipoteses alguma
remocdo por adsor¢do as particulas que sedimentam. Ja na etapa secundéria, o
tratamento é essencialmente bioldgico, onde a matéria organica dissolvida é exposta a
acao das bactérias que se desenvolvem naturalmente nas aguas residuais, servindo de
fonte de carbono e energia para 0s microrganismos e sendo desta forma biodegradada.
Contudo, neste tipo de tratamento regista-se frequentemente uma capacidade limitada
na remoc¢do de muitos compostos farmacéuticos que estdo presentes em aguas residuais,
nomeadamente os mais dificeis de biodegradar (Dordio & Carvalho, 2015; Yunlong et
al., 2014).

Ndo se mostrando as ETARs eficientes na remocdo de farmacos presentes em
concentragdes muito baixas e em muitos casos dificilmente biodegradaveis nas aguas
residuais, torna-se necessario recorrer a tratamentos complementares que permitam uma
maior eficiéncia na remocdo de farmacos, como a oxidacdo quimica (o0zonizacdo,
oxidacdo catalitica), os processos de membrana e a adsor¢do em carvao ativado (Gomes
et al., 2017, Quesada et al., 2019, Khanzada et al., 2020), embora varios destes
tratamentos ndo sejam em geral utilizados em larga escala por serem dispendiosos e
dificeis de implementar nas ETARs (Gomes et al., 2017), além de em alguns casos
(como, por exemplo, os métodos oxidativos) originarem produtos tdo ou mais toxicos

que do que os proprios farmacos (Gomes et al., 2017; Zaied et al., 2020).

Um sistema alternativo ou complementar de tratamento que tem vindo a ser estudado e
aplicado nos ultimos anos e que tem demostrado uma elevada eficiéncia na remocéo de
farmacos sdo os Leitos Construidos de Macrofitas (LCMs) (Vystavna et al., 2017,
Dordio & Carvalho, 2018; Li et al., 2020; Llyas e Hullebusch, 2020). Estes sistemas em
geral ndo originam produtos toxicos em resultado da sua operagdo, além de
apresentarem um baixo custo de operacdo e manutencdo ( Hanna et al., 2018; llyas &
van Hullebusch, 2020; Li et al., 2020), sendo portanto op¢des atrativas e aparentemente

viaveis.
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3.4. Leitos Construidos de Macrdfitas como possivel tecnologia de tratamento

das 4guas contaminadas

Ha cada vez mais necessidade de proporcionar tipos de tratamento mais eficientes para
a remocdo dos farmacos de aguas residuais e com menor impacto ambiental. Neste
dominio, a tecnologia dos leitos construidos de macrdéfitas, zonas humidas construidas
ou ainda fito-ETARs, tem vindo a ganhar relevancia na Ultima década para o tratamento
sustentavel de aguas residuais domésticas e industriais, permitindo deste modo servir
pequenos aglomerados populacionais, onde a escassez de recursos humanos e
econdémicos € uma realidade frequente, tornando-se este tipo de sistema adequado para
zonas subdesenvolvidas e rurais.

A utilizacdo crescente desta tecnologia, apresenta-se assim como uma op¢ao atrativa
para o tratamento bioldgico de aguas residuais, que tem sido objeto de varios estudos na
remocdo dos compostos organicos dificeis de degradar, como pesticidas e farmacos
(Dordio & Carvalho, 2018; Li et al., 2016; Li et al., 2020; Llyas & Hullebusch, 2020).
A sua simplicidade torna os LCMs uma tecnologia bastante eficiente, permitindo que a
agua residual final tenha a qualidade necessaria para descarga segura no ambiente

aquatico ou entdo para a sua reutilizacdo, como em irrigacéo.

Os LCMs, também conhecidos por zonas himidas artificiais, sdo sistemas de tratamento
de &guas residuais, em que cooperam processos biologicos, fisicos e quimicos,
promovidos pelos trés componentes que o0s constituem (vegetacdo, matriz de suporte e
microrganismos) e que sdo projetados e construidos para mimetizarem 0s processos
naturais de depuracdo da agua que ocorrem nas zonas humidas naturais, mas fazendo-o
num ambiente controlado e otimizado, de modo a ser obtido um eficiente tratamento das
aguas  residuais. Este sistema pode ser wusado como um  método
complementar/alternativo ao tratamento secundario ou terciario de efluentes nas ETARs

convencionais.

Sendo os LCMs sistemas de baixo custo e de facil operacdo, é possivel a sua
implementacdo e construgdo em paises menos desenvolvidos de modo a diminuir a
descarga de efluentes contaminados nos cursos de agua e a sua disseminagdo para o

ambiente. Isso vai ao encontro de um dos objetivos deste estudo, que pretende explorar
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opcodes viaveis de LCMs para uma possivel aplicacdo em Cabo Verde, implementando
assim este sistema onde ainda ndo existe, de modo a alcangar a gestao sustentavel de um
recurso tdo importante como é a agua ao permitir um aproveitamento final das aguas
residuais tratadas, e de modo a diminuir o risco de proliferacdo de doencas.

Além do baixo custo de construcdo e de manutencdo e, principalmente, a limitada
necessidade de médo de obra, os LCMs apresentam ainda a vantagem de uma elevada
eficiéncia na remocdo de uma grande variedade de contaminantes aquaticos,
nomeadamente 0s poluentes convencionais e alguns xenobidticos organicos, incluindo
farmacos, presentes nas aguas residuais (Vystavna et al., 2017; Dordio & Carvalho,
2018; Li et al., 2020; Llyas e Hullebusch, 2020).

Este tipo de sistema apresenta ainda uma boa integracdo paisagistica e elevados niveis
de sustentabilidade no que se refere ao reduzido consumo de energia, pelo que podera
ser usado também em hotéis, condominios privados, casas unifamiliares, tratamento de
efluentes de pequenas industrias onde existam pequenos aglomerados populacionais.
Como principal desvantagem, destaca-se a exigéncia que este tipo de sistema requer na
sua instalacdo (uma grande area), em comparacdo com 0s sistemas tradicionais. Além
disso, nos LCMs ha um periodo de adaptacdo até que as plantas e 0s microrganismos se
aclimatizem e atinjam a sua plena eficiéncia. Apresenta ainda como desvantagem a
sazonalidade do processo, uma vez que a eficiéncia do tratamento esta dependente das
épocas vegetativas e ndo vegetativas das plantas (Dordio & Carvalho, 2018).

Os LCMs podem ser classificados com base no tipo de vegetacdo e também segundo o
tipo de escoamento. No que diz respeito ao tipo de vegetacdo, as plantas classificam-se
como flutuantes (a folnagem principal flutua na superficie da dgua, enquanto as plantas
podem estar, ou ndo, enraizadas no solo), emergentes (plantas enraizadas no solo, mas
com o caule e folhas fora de 4gua) ou submersas (tém os 6rgdos vegetativos imersos na
agua e as plantas podem estar, ou nao, enraizadas no solo), (Indika Herath & Vithanage,

2015) como apresentadas na figura 9.
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Figura 9 - Classificagdo das diversas espécies de macrofitas utilizadas nos leitos
(adaptado de Fragoso et al., 2009).

Os LCMs podem também ser classificados de acordo com a forma como o efluente
percorre o sistema, podendo ser de escoamento superficial ou sub-superficial. Os
sistemas de escoamento sub-superficial podem ainda ser subdivididos em sistemas com

escoamento horizontal ou vertical, conforme ilustra o esquema da figura 10.
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Figura 10 - Classificagdo de Leitos de Macrofitas
(adaptado de Kadlec & Wallace, 2009).

Um sistema com escoamento superficial € caraterizado por ter o nivel da agua acima do
substrato (figura 11). Este tipo de sistema proporciona uma melhor integracdo
paisagistica e habitat, uma vez que é muito semelhante as zonas humidas naturais.
Como desvantagens apresenta o facto de poder acumular odores desagradaveis e a

proliferacdo de insetos e algas face ao contacto do efluente com a atmosfera.

Nivel de dgua

[ Entrada do efluente

Figura 11 - Leito de Macrofitas com escoamento superficial
(adaptado de Wallace & Knight, 2006).
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Nos sistemas com escoamento sub-superficial (figura 12), o interior do leito apresenta
um meio de enchimento poroso (normalmente gravilha), através do qual o efluente
escoa e no qual sdo enraizadas as macrofitas. Neste sistema, o nivel de &gua mantém-se
abaixo da superficie do enchimento (matriz de suporte), tendo como principal
vantagem, em relacdo ao fluxo superficial, a minimizacdo de odores, de pragas e de
desenvolvimento de algas e também com o menor risco de contacto das pessoas com a

agua residual, uma vez que esta € mantida abaixo da superficie do leito.

Figura 12 - Leito de Macrofitas com escoamento superficial.
(Fonte:www.wetlandspacific.com/images/stories/gallery/sn850216.jpg).

Os LCMs com escoamento sub-superficial podem ainda ser divididos em funcdo da
diregdo predominante do escoamento, a saber: vertical, onde o afluente é distribuido
pela superficie do leito num escoamento preferencialmente vertical, através do meio
poroso (figura 13); ou horizontal, quando o afluente é descarregado numa das
extremidades do leito, deslocando-se horizontalmente, penetrando através do meio
poroso e da rizosfera, que apresenta geralmente uma pequena inclinagdo, num
movimento predominantemente horizontal (figura 14); ou, ainda, hibrido quando se
trata de uma combinagdo de ambos. Este ultimo, permite, por isso, um tratamento mais
completo (Valipour & Ahn, 2016; Sharma & Malaviya, 2022).
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Figura 13 - Leito de macrofitas com escoamento sub- superficial vertical
(adaptado de Tilley et al. 2014).

¥ |
Gravilha Aredo/brita Gravilha  Saida do
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Figura 14 - Leito de macrdfitas com escoamento sub- superficial horizontal
(adaptado de Kadlec & Wallace, 2009).

Uma vez que a agua residual num sistema de escoamento sub-superficial é mantida
abaixo da superficie do leito, este apresenta algumas vantagens em relacdo ao sistema
de escoamento superficial, nomeadamente a sua maior tolerdncia ao frio, a menor
ocorréncia de odores e de insetos. A matriz de suporte apresenta também algumas
vantagens uma vez que proporciona uma maior superficie de contacto favorecendo os
diferentes mecanismos que sdo estabelecidos, como a adsor¢do e a degradacédo

microbiana.

3.4.1. Componentes dos LCM e processos de remogao

A remocdo de poluentes nos LCMs envolve varios processos que estdo

interdependentes, distinguindo-se em bioticos (processos levados a cabo por organismos

vivos, como plantas e microrganismos) ou abioticos (processos fisicos ou quimicos).
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Este tipo de sistema de engenharia ecologica, combina todos estes processos fisicos,
quimicos e bioldgicos, nomeadamente filtracdo, rizodegradacgdo, reacdes de oxidacao-
reducdo, adsorcdo, absorcdo e precipitacdo, etc., os quais sdo levados a cabo pelas
plantas, microrganismos e/ou materiais da matriz de suporte. Uma depuracdo de
poluentes de forma otimizada, controlada e eficiente nos LCMs, envolve sempre uma
acdo concertada entre estes processos e as varios componentes do sistema, como a
matriz de suporte, a vegetacdo e a populacdo microbiana, conforme apresentada na
figura 15 (Dordio & Carvalho, 2018).

Fitodegradagdo
Degradagdo
Risodegradagdo

Fitovolatilizagdo

Suporte para o
desenvolvimento

Modificagdo de = =
composigdo e estrutura da Microorganismos

matriz

Troca idnica Adsorgdo

Sorgdo Degradagdo
Filtragdo

Figura 15 - Principais processos fisicos, quimicos e bioldgicos responsaveis pela remocao dos
poluentes nos LCM
(adaptado de Dordio et al, 2018).

S6 uma selecdo cuidadosa e criteriosa dos varios componentes (materiais usados como
matriz de suporte, espécies plantas selecionadas e microrganismos) de um LCM permite
aumentar a eficiéncia dos mesmos na remocao de uma variedade de poluentes das guas
residuais. Para isso contribui muito o conhecimento dos papéis de cada um dos

componentes na remocdo dos poluentes. A compreensdo de como interagem e a
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caracterizacdo detalhada de cada componente do LCM sdo muito importantes para

alcangar uma otimizag&o do funcionamento destes sistemas.

3.4.2. Papel da matriz na remocao dos farmacos

A matriz de suporte € um dos componentes fundamentais do LCM para a retencdo ou
remocdo dos poluentes durante o tratamento das aguas residuais no sistema, pois,
contribui para o bom funcionamento e eficiéncia do sistema, servindo ndo apenas como
suporte para o crescimento das macréfitas e dos microrganismos, mas também
promovendo uma série de processos fisicos, quimicos e bioldgicos que ocorrem durante

a remocao dos poluentes (Parde et al., 2021).

Nesta perspetiva, na escolha dos materiais a utilizar como matriz de suporte, deve-se ter
em atencdo algumas das suas caracteristicas fisicas e quimicas, como as propriedades
acido-base (responsaveis pela sua carga elétrica de superficie), distribuicbes de tamanho
de particulas, porosidade (que promove um bom arejamento do sistema e um facil
escoamento do efluente) e condutividade hidraulica (elevada condutividade hidraulica,
permite maior area disponivel para o fluxo da agua), pois sdo fatores que afetam o
desempenho do sistema. A capacidade de retencdo dos poluentes pela matriz de suporte
é também determinante na selecdo dos materiais. Sendo assim, € importante a escolha
de materiais que possuam uma elevada capacidade para a retencdo desses poluentes.
Outro aspeto que se deve ter em consideracdo é a resisténcia mecéanica e quimica dos
materiais (0s materiais ndo devem libertar substancias que possam ser uma fonte de
toxicidade e cologuem em causa o desenvolvimento das plantas e dos microrganismos).
Por dltimo, o custo é um fator fundamental na selecdo dos materiais da matriz de
suporte, o qual esta relacionado com a sua disponibilidade local e facilidade de acesso,
bem como o tipo de pré-tratamento de que necessitam para poderem ser usados com
eficiéncia (Dordio & Carvalho, 2018).

Neste trabalho, a matriz selecionada inclui uma mistura de dois materiais argilosos
processados industrialmente, a vermiculite esfoliada (classe granulométrica n°3) e os
agregados de argila expandida, designada por LECA (Light Expanded Clay
Aggregates), da classe granulométrica 2/4. Estes materiais argilosos tém vindo a ser

cada vez mais usados como matriz de suporte em LCM e tém demonstrado um bom
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desempenho na remocgdo de alguns farmacos em aguas contaminadas (Dordio et al.,
2017; Machado et al., 2017; Thiebault, T., 2020). A razdo para a escolha destes
materiais prende-se com a sua adequacdo de qualquer um deles para o enraizamento de
plantas (uma vez que ambos os materiais sdo usados em horticultura) e por
proporcionarem uma elevada area superficial disponivel para o desenvolvimento de
populacdes microbianas. Além disso, estes materiais possuem uma comprovadamente
elevada capacidade de retencdo (por adsorcao) de varios compostos organicos, onde se
incluem diversos farmacos, para além de outras propriedades Uteis tais como a elevada
porosidade e condutividade hidréulica, e a sua extensa superficie especifica. Outro fator
importante a ter em conta € o seu baixo custo de aquisicio (Ozengin, et. al 2016;
Dordio, et. al 2017).

As carateristicas de ambos os materiais, aliadas pela sua mistura, garantem um contato
efetivo entre os poluentes e as particulas constituintes da matriz e propriedades
adsortivas adequadas, além de estar ja verificado que esta mistura de materiais
possibilita também um bom desenvolvimento da populacdo microbiana e das plantas.
Por estas razdes, selecionaram-se estes dois materiais argilosos como composi¢cdo da
matriz de suporte a utilizar no presente estudo.

Entretanto, foi também privilegiado o estudo de materiais facilmente acessiveis em
Cabo Verde, que possam ser usados fécil e eficientemente no seu estado natural, por
exemplo componentes do solo e minerais abundantes em Cabo Verde, ou sub-produtos
e residuos agricolas da regido (e.g. fibra de casca de coco ou de cana-de-acUcar). Dai ter
sido testada também a fibra de casca de coco como possivel matriz de suporte, que é um
material de baixo custo e abundante em Cabo Verde. Assim, a composi¢do da matriz de
suporte podera ser alterada, com a incorporacdo de fibras de casca de coco como meio
de suporte, também ela um material adsorvente com elevada capacidade de adsorcao a
compostos organicos e que facilmente se pode encontrar em C. Verde, além de ser um
produto de baixo custo.

a) Vermiculite esfoliada
A vermiculite € um silicato hidratado de formato lamelar, contendo quantidades
variaveis de ferro, magnésio, potassio e aluminio, apresentando-se sob a forma de

laminas com uma coloragdo dourada. Quando aquecido a altas temperaturas, este

31



mineral tem a particularidade de expandir o seu volume dando origem a um material
cuja densidade € baixa, permitindo desta forma ter uma elevada capacidade de adsor¢éo
e adquirir assim a designacdo de vermiculite esfoliada, forma como é também
conhecida comercialmente (figura 16). Esse material esfoliado tem indmeras utilidades:
¢ utilizado como isolante térmico e acustico, em produtos da construcdo civil,
horticultura, racbes de animais e em muitas outras aplicagdes industriais (Dupré
Minerals, 2016). Devido as suas excelentes caracteristicas como a elevada area
superficial, porosidade, hidrofobicidade, fazem da vermiculite um material adequado
para 0 uso como meio de suporte nos LCM.

Varios trabalhos tém sido desenvolvidos nos Gltimos anos utilizando esse mineral como
um adsorvente de varios compostos organicos, incluindo os farmacos presentes em

aguas contaminadas (Machado et al., 2017; Machado et al., 2020).

Figura 16 - Aspeto dos flocos de Vermiculite.

b) Agregados de Argila Expandida (LECA)
A LECA é um material sintetizado, que é produzido a partir de argila natural ao qual é
submetida a temperaturas elevadas que atinge os 1200 °C em um forno rotativo. Em
resultado desse aquecimento, o material adquire uma densidade inferior, ficando sob a
forma de um agregado arredondado com granulometrias que variam entre 0-32mm,
apresentando assim uma superficie relativamente dura, de cor acastanhada e porosa,
conforme se pode constatar na figura 17. Na sua parte interna é constituida por muitos

poros de tamanhos diversos ( Sharifnia et al., 2016).
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Figura 17 - Pedras de argila expandida — LECA.

A LECA ¢é utilizada frequentemente como material de isolamento acustico e térmico.
De entre as suas caracteristicas, as mais relevantes para 0 seu uso como matriz de
suporte sdo as de que tem uma elevada permeabilidade e durabilidade, € quimicamente
inerte e ainda tem a vantagem de ter uma baixa densidade. Face as suas excelentes
propriedades, recentemente tém sido feitos varios estudos, utilizando a LECA como
matriz de suporte em LCM (Dordio et al., 2009; Nkansah et al., 2012; Sharifnia et al.,
2013).

c) Fibra de coco
A fibra de coco (figura 18) € o tecido da casca do coco, proveniente do cogueiro comum
(Cocos nucifera), planta de grande importancia do ponto de vista econémico e social,
mas também agroindustrial. Todavia, uma boa parte dos residuos do coco sédo
queimados ou descartados como lixo. No entanto, este é um material que pode ser
aproveitado pelas suas excelentes propriedades fisicas e quimicas. De facto, tem sido
alvo de estudos, principalmente tendo em vista a sua utilizagdo como filtro orgéanico
para o tratamento de &guas residuais na remocéao de metais pesados como o Cadmio e o
Chumbo (Silva et al., 2013), embora ainda existam poucos trabalhos desenvolvidos
nessa area. Para além disso, a fibra de coco, por ser quase inerte, apresentar elevada

porosidade, oferecer resisténcia ao impacto, e devido a sua abundancia e baixo custo de
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aquisicdo (Sampaio et al., 2008) e por ser um material ecoldgico e facilmente reciclavel,
tem sido amplamente utilizado em vérias areas, nomeadamente na construgdo civil,
agricultura, industria de polimeros e ainda como isolante térmico e acustico ( Pereira et
al., 2013; Pimenta et al., 2015).

Figura 18 - Fibra de Cocos.

A fibra de coco apresenta um grande potencial, face ao elevado teor de matéria
organica, composta principalmente por celulose e lignina, que lhe confere a rigidez e a
dureza. Devido a sua superficie irregular e morfologia porosa, facilita a adsor¢do de

metais pesados em solugédo (Azevedo, 2008).

Neste trabalho, destaca-se a utilizacdo da fibra da casca de coco como um material com
potencial aplicacdo em matriz de suporte em LCM, pelas vantagens que ja foram
enumeradas e por ser um material abundante em Cabo Verde, que é descartado para o

meio ambiente sem qualquer tipo de tratamento.

3.4.3. Papel das plantas e dos microrganismos na remocao dos farmacos

Como ja foi referido, é através da interacdo entre as plantas, solo e a populacdo
microbiana que nos LCMs se obtém a remocdo dos poluentes do sistema. As plantas
aquaticas sao sem davida, uma parte essencial nesse processo, contribuindo diretamente
para a reducdo / degradacdo de diferentes compostos presentes nos efluentes, através de
fendbmenos como adsorcdo, absorcdo, acumulagdo, metabolizacdo, volatilizacdo, e
exsudacgédo de enzimas que ajudam na degradacdo de poluentes na rizosfera (Dordio &
Carvalho, 2018; Batool & Saleh, 2020) Por outro lado, contribuem para a estimulagéo e
desenvolvimento da populacdo microbiana na rizosfera, além de proporcionarem

também aos leitos um bom enquadramento paisagistico.
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As macrofitas sdo o tipo de plantas comummente utilizadas nos LCMs, pois tém a
especificidade de estarem adaptadas ao meio aquéatico, uma vez que sdo plantas que se
desenvolvem normalmente em solos humidos e em ambientes saturados de agua e/ou
inundados. Os sistemas de arejamento interno destas plantas permitem-lhes, nestas
condigdes, oxigenar os seus tecidos submersos, contribuindo desta forma para terem a

capacidade de se desenvolver neste tipo de ambientes humidos.

A selecdo das plantas a utilizar no LCM tem bastante impacto na eficiéncia do
tratamento dos poluentes. Assim, é necessario ter em conta algumas caracteristicas na
escolha das plantas, como a composi¢do da agua residual a ser tratada, as condi¢des
climatéricas, o seu habitat. Para além disso, ha que ter em conta ainda o lugar onde sera
implementando o LCM, a sua area disponivel, a altura do leito e a identificacdo do tipo
de plantas infestantes naturais da regido (Rousso, 2017; Dias et al., 2020).

E igualmente necessario ter em conta plantas que tenham uma boa capacidade de
interacdo e de absorcdo dos poluentes, com capacidade de crescerem rapidamente no
efluente a tratar, que sejam de facil colheita, que apresentem elevada producdo da
biomassa e uma grande resisténcia a pragas, doengas e aos poluentes. (Shadid et al.,
2020).

Com base nas carateristicas acima referidas, a macrdéfita selecionada para o presente
estudo foi a Typha spp., uma das espécies vegetais mais utilizadas em LCMs, a par de
outras plantas como Phragmites australis (canico) e o Scirpus spp. (bunho), que se
destacam pelo seu uso extensivo no tratamento de efluentes com poluentes organicos e
no campo da investigacdo, com varios estudos ja realizados, apresentando um nivel de
eficiéncia muito elevado na remocéo /degradacao destes poluentes (Dordio et al., 2018;
Dias et al., 2020)

De acordo com a literatura, a Typha spp. tem uma grande capacidade de tolerancia a
varios tipos de farmacos presentes em aguas residuais, apresentando assim, uma elevada
taxa de eficiéncia para os remover (Dordio & Carvalho, 2018; Evgenidou et al., 2015 e
Yadav et al., 2017). sendo, por isso, a macrofita escolhida como componente vegetal

para a constituicdo do LCM estudado neste trabalho.
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A Typha spp. € uma macréfita emergente de dgua doce, mas também tolerante a dguas
salobras, que possui as folhas fora da &gua, mas que se encontram enraizadas no
sedimento. Pertencente & familia das Thyphaceae e comummente conhecida como
Tabua e/ou Morrdo dos fogueteiros, esta planta chega a ter uma altura que pode oscilar
entre 1,5 e 3 metros. Cada rebento pode conter entre 12 a 16 folhas e possui rizomas
rasteiros, que podem atingir os 70 cm de comprimento, apresentando um crescimento
vegetativo rapido e denso. As suas raizes tém a capacidade de penetrar até 0,4 m no
substrato (matriz de suporte). E encontrada em diversos habitats aquéticos e, devido a
sua grande capacidade de adaptacdo, pode-se desenvolver em locais poluidos (figura
19).

Figura 19 - Exemplo de uma macrdfita emergente, neste caso Typha spp.
(Fonte https://plants.ces.ncsu.edu/plants/typha-latifolia/ ).
Esta planta é bastante resistente a pragas e doencas, propaga-se facilmente, podendo
mesmo tornar-se uma espécie invasora (Liu et al., 2017). A Typha spp. pode ser
semeada ou plantada na forma de rebentos, sendo o verdo (junho a agosto) o periodo
ideal para o seu desenvolvimento. Em Portugal, e em particular na regido do Alentejo,
utiliza-se com frequéncia esta espécie devido ao facto de ser relativamente abundante
nos meios humidos naturais (Dordio et al, 2011). Esta planta € também uma espécie
cosmopolita, apresentando uma distribuicdo mundial, sendo, por esta razdo, também de

esperar a sua boa adaptacao a Cabo Verde (Duarte et al, 2022).
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O bom funcionamento dos LCMs deve-se também ao papel que os microrganismos
desempenham na regulacdo de todo o processo, através do seu metabolismo, pois,
conseguem disponibilizar nutrientes para as plantas promovendo 0 seu crescimento e
desenvolvimento, e até mesmo protegendo-as de agentes causadores de doencas. Tém
ainda a capacidade de degradar uma grande variedade de poluentes organicos e de
auxiliar na manutencgéo da estrutura do substrato (Dordio & Carvalho, 2018; Yu et al.,
2012). Estdo presentes nas plantas, principalmente na rizosfera ou estdo livres na agua
residual. Desenvolvem-se de uma forma natural nos LCMs e séo expostos a varios tipos
de fatores muito semelhantes aos que afetam o seu desenvolvimento em ETARS, tais
como a presenca de substancias tdxicas, a origem e composi¢do do efluente, nutrientes
disponiveis, quantidade de oxigénio dissolvido, temperatura e pH.

Existem diversos tipos de bactérias que conseguem degradar compostos xenobioticos
(Yu et al., 2012) e, face a esta diversidade, 0s microrganismos poderdo contribuir para a

resisténcia e resiliéncia do sistema ao stress pelas descargas de agua residual.

3.5. Resposta fisioldgica e bioquimica das plantas ao stress abiotico

As plantas podem ser sujeitas a diversos fatores de stress (abidticos e bidticos)
derivados das condicOes adversas do meio a que sdo expostas, como a temperatura,
seca, deficiéncia ou excesso de nutrientes, elevada salinidade do solo, exposicdo de
metais pesados, poluentes, etc. As exposi¢des de plantas a estas condi¢cGes podem
causar desequilibrios nos processos celulares, tendo como um dos efeitos o aumento da
presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) que gera o stress oxidativo. O stress
por sua vez altera o metabolismo das plantas, afetando-a no seu crescimento,
desenvolvimento e produtividade e em casos extremos pode até resultar em morte
celular (Choppala et al., 2014).

Como resposta, as plantas desenvolvem estratégias complexas de tolerancia e defesa
que lhes permitem lidar com os efeitos causados pelo stress. Assim, estas apresentam
varios mecanismos de defesa contra o stress induzido pelo exterior, impedindo/
reduzindo a acumulagdo de ROS nos seus tecidos celulares (Choppala et al., 2014).
Estas estratégias passam pela ativacdo de mecanismos de eliminacdo e de defesa
antioxidantes, enzimaticos e ndo enzimaticos, criando desta forma um sistema protetor

que controla os ROS que sé&o produzidos em excesso (Gallego et al., 2012).
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Plantas mais resistentes, com uma melhor adaptacdo ao meio e que sdo mais tolerantes
aos fatores causadores de stress podem sobreviver, mas hd casos em que as mesmas nao
conseguem responder da melhor forma, porque o nivel de toxicidade é superior ao que
estd ao alcance das suas defesas e, consequentemente, 0s ROS em excesso causardo
danos nas células que no extremo poderdo levar a morte da planta. A figura 20,
apresenta os principais fatores ambientais de stress e respostas das plantas aos seus

efeitos.

*Agua
+Salinidade
stemperaturas
snutrientes
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spoluentes
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- sinsetos
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Desequilibrio
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ao stress ao stress A =\

Morte
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Figura 20 - Respostas das plantas ao stress abiotico
(adaptado de Baweja & Kumar, 2020).
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Assim, é importante avaliar a capacidade de adaptacdo da Typha spp. aos diferentes
farmacos utilizados neste trabalho, por forma a verificar a viabilidade da sua utilizacéo
em LCMs no tratamento de aguas contaminadas, ja que a presenca destes poluentes

organicos podem constituir um fator de stress para as plantas.

3.5.1. Fatores de crescimento e alteragdes na taxa de fotossintese

A exposicdo das plantas aos farmacos pode ter alguns efeitos negativos no seu normal
funcionamento e desenvolvimento, nomeadamente nas taxas de germinacéo, formacéo
de rebentos e até na producdo de biomassa. A supressao de crescimento e produtividade
das plantas pode ocorrer, estando muitas vezes ligada a uma diminuicdo da sua
atividade fotossintética.

A fotossintese € um processo metabdlico fundamental das plantas, em que é utilizada
agua e dioxido de carbono para produzir glucose e oxigenio, através da utilizacdo da
energia solar absorvida pelos pigmentos fotossintéticos. Existem diferentes tipos de
pigmentos fotossintéticos nas plantas: os principais sdo a clorofila a, a clorofila b e os

carotenoides, sendo que as clorofilas a e b sdo 0os mais abundantes nas plantas verdes.

O stress afeta profundamente a capacidade das plantas para utilizacdo da energia
luminosa absorvida, produzindo desta forma a sobre-excitacdo da clorofila. E nessas
condicBes, os carotenoides, que sao pigmentos acessorios ao processo fotossintético,
desempenham um papel determinante ao transferir a energia para a clorofila a,
aumentado desta forma o aproveitamento da luz. Além disso, face as suas propriedades
antioxidantes, estes pigmentos (carotenoides) contribuem para diminuir / evitar a
formacdo de moléculas oxidativas prejudiciais a célula que estdo na origem da

diminuicdo da utilizacdo da luz solar por parte das plantas.

A taxa fotossintética é seriamente afetada nas condigcdes de stress e ocorre uma
diminuicdo do teor de pigmentos fotossintéticos, o que visualmente é evidenciado pelo
desenvolvimento de uma coloracdo amarela nas folhas (cloroses) (Dordio & Carvalho,
2011).
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3.5.2. Stress Oxidativo

Durante os processos bioguimicos das plantas, os ROS sdo constantemente produzidos,
fazendo assim naturalmente parte do seu metabolismo. Estas espécies sdo formas
reduzidas de oxigénio que resultam do metabolismo aerdbio, encontrando-se nas células
sob a forma de radicais superoxido (Oz7), radical hidroxilo (OH-), perdxido de
hidrogénio (H202) e oxigénio singleto (*0z). O radical hidroxilo é uma das espécies de
ROS mais reativas, com um tempo de vida relativamente curto, de 1 ns. Por via da
reacdo de Fenton, consegue-se originar este radical na presenca do perdxido de
hidrogénio, que é catalisada por ferro ou outros metais de transicdo (Mourato et al.,
2012).

Nesta perspetiva, a maior parte dos radicais livres sdo eliminados por espécies
antioxidantes das plantas (mecanismos de defesa). Contudo, em condicGes de stress,
pode haver um aumento na producdo de ROS que supera a capacidade de remogédo do
sistema antioxidante, causando um desequilibrio que origina o stress oxidativo. Nestas
condicdes, surgem os danos oxidativos, resultado da presenca de quantidades excessivas
de ROS, que acabam por oxidar e danificar os lipidos celulares, proteinas e DNA,
destruindo os pigmentos fotossintéticos e, consequentemente, a inativacdo das suas
enzimas (Choppala et al., 2014). Se o nivel de ROS for descontrolado, podera conduzir
a morte celular das plantas. Dai, ser importante um controlo rigoroso do nivel de ROS,
para a prevencao da toxicidade e permitir que estas espécies reativas estejam envolvidas

nos processos fisioldgicos de sinalizacdo e de regulacéo.

3.5.3. Mecanismos de defesa antioxidante

Em resposta as ameacas do meio, as plantas conseguem ativar 0s seus mecanismos de
defesa para combater o stress oxidativo oriundo do excesso de ROS. Esse sistema de
defesa antioxidante desempenha um papel importante, pois, sdo capazes de remover,
neutralizar e ou reduzir os danos causados pelos radicais livres produzidos em grandes
quantidades. Estes agentes antioxidantes podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos.

Entre os principais agentes antioxidantes enzimaticos, estdo a enzima superoxido

dismutase (SOD), a catalase (CAT), a ascorbato-peroxidase (APX) e a guaiacol-
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perodixase (GPX), enquanto os ndo enzimaticos distinguem-se entre hidrossoluveis
(&cido ascarbico) e lipossollveis (o0s carotenoides e a vitamina E, onde estd presente a
a-tocoferol). Nas células das plantas, as enzimas antioxidantes atuam de forma
coordenada, de modo a desintoxicar as espécies reativas de oxigénio como também
realizar a regeneracdo dos substratos redutores, pertencentes ao sistema antioxidante
ndo enzimatico, como a glutationa e o ascorbato. A atividade destes sistemas, atuando
de forma coordenada, irdo proteger as células e 0s seus componentes contra 0s danos

oxidativos a que as plantas estao sujeitas.

Apesar de cada enzima possuir um papel fundamental no controlo dos niveis de ROS
produzidos nas células, o presente trabalho ird determinar a capacidade de apenas
alguns destes antioxidantes (neste caso o SOD, CAT e GPX) na remocdo dos radicais
livres.

Assim, dentro das células, a SOD é a primeira linha de defesa contra a producéao
excessiva de ROS, sendo capaz de catalisar a dismutacdo do anido radical superoxido
(O27) a perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio, conforme a equacgdo 1 (Mourato et
al., 2012; Mourato et al., 2015).

20,°+2H" 225 H,0,+ 0,
(Equacéo 1)

A SOD estd presente em todos os compartimentos celulares vegetais, que sao
suscetiveis ao stress oxidativo, entre eles o citosol, mitocondrial, cloroplastos,
glioxissomas, peroxissomas, apoplastos. E a principal enzima envolvida na defesa aos
ROS e tem um papel fundamental como antioxidante na eliminacdo do poder téxico do
radical hidroxilo, convertendo assim todo o oxigénio prejudicial em peroxido de
hidrogénio (menos reativo), que ainda assim precisa de ser removido por acao de outras
enzimas, tais como a CAT, que ira catalisar a reacdo de dismutacdo do H202 em H20 e
O2, ou peroxidases que removem o H>O> de varios compartimentos celulares usando o
ascorbato (APX) ou compostos fendlicos como o guaiacol (GPX) como substrato dador
de eletrdes (Mourato et al., 2012). Assim, para prevenir melhor os danos causados pelo
stress oxidativo, é importante a conjugacdo da acdo das varias enzimas antioxidantes:
SOD, CAT, APX e GPX.
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A APX ¢é uma enzima responsavel pela desintoxicacdo do H20., que usa ascorbato
como substrato (dador de eletrbes) para catalisar a decomposicdo do peréxido de
hidrogénio em 4&gua, protegendo assim os cloroplastos e outros compartimentos

celulares dos possiveis danos causados a partir do H2O> e do radical hidroxilo.

Esta enzima consegue atuar mesmo na presenca de concentragcdes baixas de H20o,
devido a sua elevada afinidade para esta espécie, enquanto outras enzimas como 0 caso

da CAT sao responsaveis pela remocéo do seu excesso (M. Mourato et al., 2012)

A CAT, uma hemoproteina citoplasmatica, € uma enzima que esta presente sobretudo

nos peroxissomas, onde promove a dismutacao do H20; a H.O e O, (equacéo 2)

2 H,0, S o 9 H,0+ 0,
NADPH -
(Equacéo 2)

Esta enzima tem um papel fundamental na remocao de H>O>, que por sua vez ja tem 0s
seus niveis alterados pela atividade da SOD. Quando expostos a um stress oxidativo, ha
um aumento de peroxissomas (Mourato et al., 2012).

Mesmo sabendo que a CAT é responsavel pela remocdo de grandes quantidades de
H20., a sua localizagcdo (peroxissomas) limita desta forma a capacidade de manter
niveis baixos de H>O> o suficiente, para que ndo ocorra danos oxidativos noutros setores

da célula, como por exemplo nos cloroplastos.

E, por fim, a enzima GPX desempenha um papel fundamental ao nivel do metabolismo
das ROS, pois atua nos perdxidos catalisando a decomposicdo do peroxido de

hidrogénio (equacao 3).
POD
H202 + R(OH)2 — 2 H20 + R02 (Equag&o 3)

Esta enzima é a principal defesa quando o H>O> se encontra em baixas concentragdes,
competindo desta forma com a CAT, pelo substrato H,O, (Mourato et al., 2012). Por ter
uma boa afinidade com o H20O, consegue atingir uma velocidade méaxima de reagdo

com menores quantidades de substrato. As peroxidases utilizam como agente redutor
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um substrato que difere conforme o tipo das suas especificidades. No caso da guaiacol
peroxidase sao utilizados diversos fendis aromaticos (Fijalkowski et al., 2020).

O fato de ndo existir uma defesa enzimética especializada, e considerando a
potencialidade do radical hidroxilo OH', é essencial uma acdo combinada e equilibrada

entre as enzimas antioxidantes.

Em relagdo aos antioxidantes ndo enzimaticos destaca-se o ascorbato e a glutationa. O
primeiro reage diretamente com os radicais hidroxilos, radicais de anido superoxido e
singletos de oxigénio, sendo por isso o principal antioxidante primario responsavel pela
minimizacdo de danos causados por stress oxidativo, gracas também a sua acgdo
sinérgica e conjunta com outros antioxidantes, como é o caso dos carotenoides. J& a
glutationa, mantém o ascorbato na forma reduzida pela via ascorbato-glutationa, sendo

por isso um tampéo redox.

Devido ao seu sistema conjugado de duplas ligacGes, o carotenoide é um poderoso
antioxidante que funciona como um inibidor de espécies reativas de oxigénio, que 0
torna um importante integrante dos mecanismos de defesa no combate ao stress
(Esteban et al., 2015; Mourato et al., 2012).
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4

Metodologia experimental
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4.1. Reagentes e material
Ao longo deste trabalho, foram utilizados os seguintes reagentes e materiais para a
realizacdo dos ensaios experimentais, cujas principais carateristicas estdo apresentadas

nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Caracteristicas e fornecedores dos reagentes utilizados

Acetonitrilo CoH3N Toxico; inflaméavel 41,05 HPLC gradiente Merck
Acido fosférico HsPO4 Corrosivo 98,00 85,0 G%’Qﬁfogos
Agua para HPLC H20 18,02 Fischer chemical
Metanol CHsOH Toxico Inflamavel 32,04 99,8 VWR
Sulfametoxazol C10H11N303S Nocivo irritante 253,3 >98 Sigma-Aldrich
Trimetoprim C14H18N4O3 Nocivo irritante 290,32 >98,0 Sigma-Aldrich
Ibuprofeno C13H1802 Nocivo 206,29 >98 (GC) Sigma-Aldrich
Diclofenac C14H11CL2NO2 Nocivo 296,147 >99 Sigma-Aldrich
Naproxeno C14H1403 Nocivo 252.24 98 - 102 Sigma-Aldrich
Furosemida C12H11CIN20sS Perigos para a satde 330,74 >97,0 Sigma-Aldrich
Carbamazepina Ci1sH12N20 Nocivo 236,269 97.0+% (HPLC)  Sigma--Aldrich

Tabela 5 - Caracteristicas e fabricantes dos materiais utilizados

Granulometria 2/4 (2-6.3 mm)
Porosidade (%) —49 + 1
Densidade aparente (kg m=) - 394 + 10
pH (H20) —9.04 + 0.08
Granulometria 3 (0,8 - 5 mm)
Porosidade (%) — 66 + 1
Densidade aparente (kg m=) — 88 + 2
pH (H20) - 7.44 £ 0.06

LECA

(Light Expanded Clay Aggregates) MaxitGroup, Portugal

Vermiculite Aguiar Mello Lda

Fibra de Coco - Recolhida em Cabo Verde

Foram selecionados dois materiais argilosos numa primeira fase para serem utilizados
como constituintes da matriz de suporte a utilizar nos microcosmos de LCMs durante o0s
ensaios realizados, nomeadamente a vermiculite esfoliada com granulometria 3 e 0s

agregados de argila expandida (LECA) com granulometria 2/4.
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Tanto a LECA como a vermiculite e a fibra de coco tiveram que ser lavadas varias
vezes com agua ultrapura (Fisher Chemical), antes da sua respetiva utilizagdo,
permitindo, deste

modo, remover as particulas finas e os solidos em suspensdo que estes materiais
apresentavam, devido ao desgaste mecénico. Para reduzir a0 maximo o
desenvolvimento da populagdo microbiana presente nestes materiais, estes foram secos
numa estufa a uma temperatura de 105°C, durante 24 horas.

Posteriormente a LECA e a vermiculite esfoliada foram misturadas numa proporc¢édo de
1:1 (v/v), servindo como matriz de suporte nos microcosmos de LCM estudados.

Foram ainda realizados outros ensaios de adsorgdo com a fibra de coco com o objetivo
de compreender melhor o processo de biossor¢do e auxiliar no desenvolvimento de
pesquisas para encontrar novos biossorventes alternativos no tratamento de aguas

residuais.

4.2. Metodologia analitica
O doseamento dos farmacos presentes em solucdes aquosas foi efetuado com recurso a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecdo por DAD
(Diode-Array Detection) de modo a permitir a separacao e quantificacéo efetiva de cada
composto, utilizando para tal um equipamento Agilent 1100 system equipado com
detetor DAD (Agilent Technologies, Alemanha) e com um injetor manual Rheodyne

7725i, sendo manobrado através do software HP Chemstation.

Recorreu-se a esta técnica analitica, porque era necessario obter uma completa
separacdo dos varios farmacos presentes nas amostras a analisar de modo a efetuar a sua
quantificacdo seletiva, uma vez que as solucBes utilizadas neste trabalho eram
constituidas por misturas de varios farmacos. A técnica cromatografica permite, apos
otimizacdo das condicOes, a separacdo dos diversos analitos e proporciona assim uma
quantificacdo seletiva, com uma elevada sensibilidade. A técnica de HPLC tem como
principais vantagens permitir realizar analises com reduzidas quantidades de amostra,
possibilitar efetuar a separacdo dos compostos em poucos minutos e apresentar alta
resolucdo, que permite a detecdo de mais de duzentas substéncias diferentes. Tem como
principais desvantagens, contudo, ser um método relativamente caro (principalmente os
reagentes e equipamentos) e pouco amiga do ambiente (ja que as fases mdveis sdo

normalmente solventes organicos).
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Relativamente a quantificagdo usando um detetor do tipo DAD, o qual permite a
detecdo UV/Vis a varios comprimentos de onda em simultdneo bem como a obtencao,
ao longo do tempo, de espetros de absor¢cdo da amostra & saida do sistema
cromatografico, tem-se a vantagem de poder efetuar a quantificacdo aos varios
comprimentos de onda 6timos para cada analito (i.e. aos seus comprimentos de onda de
méaxima absortividade) permitindo assim a otimizacdo para maxima sensibilidade, isto
apesar deste tipo de detetores serem, em geral, de ligeiramente menor sensibilidade que
os detetores UV/Vis mais simples, que efetuam a cada instante a detecdo apenas a um

unico comprimento de onda.

Antes da realizacdo das anélises atraves do HPLC-DAD, foi necessério proceder a
filtracdo das amostras antes da sua injecéo, usando filtros com porosidade maxima de
0,45 um, de modo a eliminar pequenas particulas que poderao danificar o equipamento

de HPLC, causando entupimentos dos capilares e desgaste e deterioracdo da bomba

Antes de se iniciar a execucao do plano de trabalhos referente aos ensaios de remocéo
dos farmacos nos LCMs foi necessario também proceder a otimizagdo e validacdo da

metodologia analitica a ser utilizada para a quantificagdo dos farmacos no HPLC-DAD.

4.2.1. Otimizacao das condicBes de quantificacdo dos farmacos em solucéo
por HPLC-DAD

4.2.1.1. Otimizacdo das condi¢des de quantificacédo espetrofotométrica dos

farmacos em solucéao

Para se maximizar a sensibilidade na quantificagdo dos compostos em estudo,
determinou-se para cada um dos farmacos o valor de comprimento de onda (c.d.o.) para
0 qual as suas absorvancias apresentavam um valor maximo. De acordo com a
bibliografia consultada para os farmacos em estudo, estes valores estariam entre 200 e
400 nm ( Patel & Solanki, 2012; Lopes, 2016; Mehta et al.,, 2012; Saumya &
Panneerselvam, 2017). Assim com base nisso, obtiveram-se 0s espetros de absorc¢do

para solucdes de cada um dos farmacos estudados & concentragdo de 10 mg L2, através
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de um varrimento de comprimentos de onda que foi efetuado na zona do ultravioleta,
num intervalo de c.d.o. entre 190 e 320 nm, o que permitiu a identificacdo de
absorvancia méxima para cada um dos farmacos (figura apresentada no ponto 5.1.1) e

assim definir o c.d.o. de trabalho a ser utilizado no HPLC-DAD.

Utilizou-se uma concentragdo de 10 mg L™ pelo facto de, a esta concentracdo, serem
obtidas absorvéncias elevadas, o que permite a identificacdo dos méaximos de

absorvancia com maior preciséo.

Na preparacdo das solucdes de farmacos, a sua solubilizacdo foi auxiliada com a adicéo
de 1% de metanol, dada a baixa solubilidade de muitos desses compostos. As solugdes

foram armazenadas no escuro, de modo a evitar a fotodegradacao.

4.2.1.2. Condigdes de quantificacao dos farmacos no HPLC-DAD

Para se proceder a quantificacdo dos farmacos estudados em solucdo aquosa, por
HPLC-DAD, utilizou-se uma coluna analitica de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18
(Agilent Technologies, Alemanha), com dimensdes de 250 mm x 4,6 mm e com
tamanho das particulas de 5,0 um, e, como fase movel, recorreu-se a um sistema binario
de solventes, composto por: A- acetonitrilo, B- agua acidificada com 0,1% (v/v) de
acido fosforico (H3POs4). A eluicdo ocorreu isocraticamente, tendo sido testadas
diferentes proporcGes de A e B, de forma a obter uma composicdo da fase movel que
permitisse simultaneamente uma boa separacdo dos sete farmacos e uma reducdo do
respetivo tempo de retencdo dos analitos, reduzindo assim, consequentemente, o tempo
de analise. Ap0s otimizacdo da composicao do eluente, as proporcdes escolhidas foram
de 55% de eluente A e 45% de eluente B.

As andlises decorreram a temperatura ambiente (sem termostatizacdo) e os volumes de
amostra injetados foram de 20 pL. Foram realizadas trés réplicas das inje¢des de cada
amostra, que foram previamente filtradas através de um filtro de 0,45 pm de membrana

de nylon, de marca Labfil.
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Antes de se proceder a filtracdo das amostras, foi necessario otimizar o volume de
amostra a filtrar para que a perda dos compostos em estudo, durante esta etapa fosse
minima, uma vez que se verificou em estudos anteriores que alguns farmacos (como é o
caso da FUR) ficam parcialmente retidos em filtros de nylon (Machado et al., 2020).
Por isso, € essencial realizar testes para averiguar as condicdes para efetuar o pre-
tratamento do filtro que permita a saturacdo dos locais de adsorcdo dos polimeros, de
modo a ajudar a minimizar essas perdas, i.e. de modo a que 0s mesmos ja ndo estejam
disponiveis para reter o analito quando for feita a filtracio da amostra. E também (il
testar filtros de diferentes materiais, que apresentem diferentes afinidades com os

analitos e, consequentemente, os retenham em diferente extenséo.

Assim, de forma a maximizar a percentagem de recuperacdo de todos os farmacos,
procedeu-se a medicdo da absorvancia das solucdes dos farmacos em estudo (IBU,
DCF, NAP, TMP, SMZ e CBZ) nas concentracdes de 2 e 10 mg L™ antes e apds a
filtracdo, utilizando 3 filtros diferentes: filtros de membrana de nylon 0,45 um (@ =
25mm) da marca filtraTECH, filtros de membrana de nylon 0,45 pm (@ = 25mm) da
marca Labfil e filtros de membrana hidrofilica de PTFE 0,45 um (@ = 25mm) da marca
Labfil, na perspetiva de otimizar o volume de amostra a filtrar para saturar os diferentes
filtros. Os testes de filtracdo, foram feitos com recurso a seringas de plastico de 5ml da
Ecoject. Foi recolhido sempre o ultimo mililitro e meio de cada volume filtrado para
posterior quantificacdo dos compostos. Para cada uma das concentracfes testaram-se
varios volumes (5, 10, 15, 20, 25 e 30 mL), até ter sido obtida uma percentagem de
recuperacdo dos compostos de aproximadamente 100 %. Foram feitas 3 réplicas para

cada volume testado.

Para reduzir a fotodegradacdo de alguns destes compostos, todas as solugdes foram

armazenadas na auséncia de luz.
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4.2.1.3. Validacédo do método analitico

O método analitico utilizado foi validado de acordo com o procedimento descrito no
guia “ICH-Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1), 1994”.
(ICH, 1994). Para isso, foram determinados um conjunto de parametros, nomeadamente
a exatiddo, precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade), linearidade da reta de
calibracdo e ainda os limites de detecéo e quantificagdo do equipamento.

De modo a analisar a exatidao e a repetibilidade do aparelho utilizaram-se solugdes com
3 concentragBes distintas, nomeadamente 0.5 mg L™ (concentragdo baixa), 2.0 mg L*
(concentracdo intermédia) e 4.0 mg L (concentragio elevada). Para cada amostra
fizeram-se 3 injecdes consecutivas da mesma solucdo padrdo, mantendo a composicdo
da fase movel e as mesmas condicdes de eluicdo. A repetibilidade foi avaliada como a
dispersdo ou desvio padrdo relativo (% DPR) das areas dos picos atribuidos ao analito.
A exatiddo, expressa em percentagem, foi calculada pela razdo entre a média das
concentracdes determinadas experimentalmente e as concentracdes teoricas (de

preparacdo das solugdes) (ICH, 1994).

Para avaliar a reprodutibilidade do aparelho, foram feitas 3 injecdes em 5 dias diferentes
de solugbes com as mesmas concentracbes de cada um dos farmacos. Também foi
avaliada como a dispersdo ou desvio padrdo relativo (% DPR) das areas dos picos
atribuidos aos analitos (ICH, 1994).

As curvas de calibragdo foram obtidas, utilizando 7 soluc¢des padrdo com concentragdes
que variaram entre 0.25 e 4.0 mg LY O método dos minimos quadrados (regressdo
linear) foi aplicado para a andlise da correlacdo linear na gama de concentracGes usadas,

permitindo dessa forma, obter o declive e o coeficiente de determinacéo (R?).

Os limites de detecdo (LOD) e de quantificagcdo (LOQ) para a técnica de HPLC-DAD,
obtiveram-se a partir da determinacdo da concentracdo do analito correspondente ao
sinal do branco mais 3,3 e 10 vezes o desvio padréo, respetivamente (ICH, 1994),

valores estes obtidos através da interpolacdo da reta de calibracéo.
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4.3. Avaliacdo da capacidade de remocdo do fArmaco em microcosmos de
LCMs plantados com Typha spp.

4.3.1. Caracterizacao fisico-quimica da matriz de suporte
As propriedades quimicas que sdo determinadas pela composicdo dos materiais bem
como as caracteristicas fisicas dos mesmos, sdo fatores importantes que afetam o
desempenho da matriz e do sistema num leito construido de macroéfitas, pois estes,
influenciam de forma determinante a sua capacidade de adsor¢do de compostos
organicos, as propriedades hidraulicas do sistema e o desenvolvimento da componente

biota (plantas e populacdo microbiana).

Com vista a caracterizacdo fisico-quimica da mistura LECA + Vermiculite (1:1, v:v),
foi determinada a porosidade do meio (volume de vazios), a densidade aparente e o pH
em agua.

A porosidade do meio (0 volume de vazios) foi estabelecida a partir da quantidade de
agua necessaria para saturar um volume conhecido de cada material (n=5) (Brix et al.,
2001; Del Bubba et al., 2003). Enquanto a densidade aparente foi determinada a partir
da razdo entre 0 peso seco e 0 volume aparente do material (n=5) (Brix et al., 2001; Del
Bubba et al., 2003)

Ja o pH foi determinado através da colocacdo de 10 g de mistura (LECA + vermiculite)
em contacto com 75 mL de agua (com pH 5,58) onde, apds 30 minutos de agitacéo,

efetuaram-se as medicGes potenciométricas, num total de 5 leituras.

4.3.2. Recolha e aclimatacao das plantas
Os rizomas com novos rebentos de Typha spp. foram recolhidos em abril de 2018, nas
margens da Barragem do Maranhdo, no concelho de Avis. A fim de remover as
particulas de solo/ sedimentos as plantas foram lavadas com &gua corrente e as raizes
foram mergulhadas numa solucdo diluida de hipoclorito de sodio (5%, v/v) para
diminuir a populacdo microbiana. Posteriormente, as plantas foram colocadas em
recipientes de 20 litros e mantidas apenas em &gua durante cerca de 2 semanas. Ap0s

esse periodo inicial de aclimatacdo, a 4gua foi substituida por uma solugéo nutritiva de
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Hoagland modificada e renovada 2 vezes por semana com o intuito de evitar alteracoes

significativas de pH e deficiéncias de nutrientes.

Depois deste periodo de aclimatacdo das plantas e com o desenvolvimento de novas
raizes e rebentos, as plantas jovens com um tamanho e peso uniforme (com tamanho
entre 30 e 40 cm e 0 peso de aproximadamente 90g) foram seleccionadas para a

montagem dos ensaios nos leitos.

4.3.3. Montagem dos microcosmos de LCMs

O sistema de microcosmos foi montado de acordo com estudos previamente elaborados
(Dordio et al., 2017) que tiveram o objetivo de otimizar o sistema para a remogéo mais
eficiente de farmacos.

Os ensaios foram realizados em microcosmos de LCMs, instalados em recipientes de
PVC com as dimensGes de 0,25 m de largura, 0,30 m de comprimento e 0,30 m de
profundidade, tendo como matriz de suporte uma mistura de LECA 2/4 e vermiculite
esfoliada 3 (1:1, v: v) e plantados com Typha spp. A escolha da matriz de suporte foi
baseada em estudos anteriores, onde a mesma apresentou elevadas eficiéncias na
remocdo de poluentes organicos xenobioticos presentes em &guas, incluindo também

alguns farmacos (Dordio et al., 2017).

Quatro dos leitos foram plantados em novembro de 2018 com plantas jovens,
provenientes de rebentos de Typha spp. (densidade das plantas = 40 plantas/m2). Apos a
montagem dos microcosmos, estes foram deixados a aclimatar as novas condi¢des por
um periodo de aproximadamente 6 meses (até maio de 2019) permitindo assim que as
plantas desenvolvessem novas raizes e rebentos e que a populacdo microbiana se
estabelecesse.

Em maio de 2019, altura em que foi realizado o Ensaio | as plantas tinham uma altura
média 64 cm para a folha menor e 80 cm para a maior e uma densidade média nos leitos

era agora de 87 plantas/m?.

Os leitos montados foram organizados em 4 grupos, de acordo com a figura 21 onde

estdo ilustrados os esquemas dos diferentes sistemas utilizados:
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Plantas + Plantas + matriz + Matriz + Agua dopada
matriz + agua farmacos farmacos com farmacos

Figura 21 - Montagem dos sistemas de microcosmos

Leitos I (réplicas A e B): leitos plantados contendo apenas 3L de agua destilada sem
farmacos, com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos fitotoxicos dos farmacos nas
plantas (serve de controlo para os parametros fisiol6gicos e bioquimicos das plantas ndo

expostas aos farmacos).

Leitos Il (réplicas C e D): leitos plantados contendo 3L de agua dopada com 2,5 mg/L
de cada um dos farmacos, com o objetivo de avaliar a capacidade dos LCMs para
remover 0s compostos e analisar alguns efeitos fitotoxicos resultantes da exposicdo das

plantas aos farmacos.




Leitos I11 (réplicas E e F): leitos ndo plantados com a mesma composic¢ao de matriz de
suporte, ou seja, composta apenas pela LECA 2/4 e pela vermiculite esfoliada 3,
contendo 3L 4gua dopada, com 2,5 mg/L de cada um dos farmacos, com o objetivo de

avaliar a capacidade da matriz (LECA + vermiculite) para remover estes farmacos.

Leitos 1V (réplicas G e H): recipientes sem plantas nem matriz, onde foram colocados
3L de agua dopada com 2,5 mg/L de cada um dos farmacos, com o objetivo de avaliar a
remocao destes compostos por fotodegradacdo, hidrdlise ou adsorcdo as paredes dos
recipientes, i.e., para excluir o efeito de outros processos de remoc¢édo que nao fossem as

plantas, microrganismos ou matriz.

Com o objetivo de compensar as possiveis perdas de agua do sistema por
evapotranspiracdo, durante todo o periodo em que decorreu a estudo, em todos os leitos,
foi sendo adicionada agua destilada sempre que necessario de modo a manter o seu
nivel ligeiramente abaixo da superficie da matriz, permitindo assim garantir uma taxa de
inundacdo de aproximadamente 100%. Na figura 22, apresenta-se uma fotografia dos

microcosmos de LCMs utilizados na altura do inicio da realizacdo dos ensaios.

hm vn'-‘n:
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Figura 22 - Fotografia dos microcosmos no inicio dos ensaios.
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4.3.4. Condigdes de operacao dos LCMs e recolha de amostras

No total foram realizados 3 ensaios utilizando os microcosmos de LCMs acima
descritos. Estes ensaios foram realizados nos seguintes periodos:

o Ensaio I: 21 a 27 de maio de 2019;

e Ensaio Il: 22 a 28 de maio de 2021,

e Ensaio Ill: 4 a 10 de maio de 2022

N&o foi possivel realizar os ensaios que estavam programados para 0 més de maio de
2020 devido as restricbes impostas pela situacdo de pandemia, que obrigaram a

limitacdo de deslocacgdes e de trabalho em laboratdrio.

Os ensaios foram intencionalmente realizados todos nas mesmas alturas do ano, de
modo a que as condicBes climatéricas e estado de desenvolvimento dos leitos fossem
idénticos nos varios ensaios para permitir uma comparagao entre resultados.

Para a realizacdo dos ensaios (I, 1l e Ill) utilizou-se em cada ensaio agua dopada com
uma mistura diferente de farmacos, estando cada farmaco presente numa concentracao
de 2,5 mg/L (sessdo 4.3.5). Todas as experiéncias foram realizadas ao ar livre,
conduzidas em modo descontinuo, mantendo-se o volume inicial de solucdo e sem o
escoamento/passagem de qualquer outro tipo de solucdo durante a realiza¢do do ensaio.
Quanto ao nivel de liquido, manteve-se apenas ligeiramente abaixo da superficie da

matriz como referido no ponto anterior.

Efetuaram-se recolhas de amostras de solucdo em todos os leitos no primeiro dia, logo
no inicio da experiéncia (t=0), ao fim de 30 minutos, e depois ao fim de 1,5; 2,5; 3,5;
4.5; 6; 7,5 e 24 h. Posteriormente as recolhas foram efetuadas a cada 24 horas, até

perfazer o total de horas dos ensaios I, 1l e Il (respetivamente 216h, 120h e 168h).

Durante as recolhas, as amostras foram retiradas com recurso a uma pipeta graduada até
aproximadamente a meia altura da profundidade dos recipientes, e em pontos aleatdrios
das superficies dos leitos, por forma a garantir uma maior representatividade e
homogeneidade da solugéo que se encontrava em cada leito. Em seguida as amostras

foram filtradas, guardadas no frio e no escuro, até serem analisadas pelo HPLC-DAD.
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Para compensar 0 volume de agua perdido por evaporacao e transpiracdo que ocorria
diariamente, perfazia-se o volume que faltava nos microcosmos com &gua destilada até

atingir o valor inicial.

O valor do pH da solucdo de todos os recipientes foi determinado para os diferentes

tempos de amostragem.

Para a determinacdo dos parametros bioquimicos, foi recolhida aleatoriamente em cada
um dos leitos parte aérea das plantas, para 0s mesmos tempos de ensaio. Apés isso, 0
material vegetal foi cortado em pequenos pedacos e as amostras foram devidamente
identificadas e conservadas a -80°C.

No inicio e no final da experiéncia, mediram-se os tamanhos da folha maior e da folha
menor de cada uma das plantas dos leitos e verificou-se a existéncia de novas folhas ou
rebentos. Fez-se também uma avaliacdo visual do aspeto das plantas registando o

aparecimento de cloroses ou necroses.

4.3.5. Ensaios para avaliacao de remocao de fArmacos
4.3.5.1. Ensaio |
Neste ensaio foram selecionados dois antibioticos (SMZ e TMP) e um anti-inflamatério
(DCF), uma vez que estas classes de farmacos estdo entre as que mais frequentemente
séo detetadas em amostras ambientais, devido ao seu uso massivo e baixa remogao nas
ETARs, causando problemas sérios como, no caso dos antibi6ticos, a resisténcia a sua
acao desenvolvida pelos agentes patogénicos em resultado da sua continua exposicao.
Testou-se também neste ensaio a FUR, pertencente a classe dos diuréticos, também
bastante consumida e presente em amostras ambientais, embora ndo tanto como os
outros farmacos acima referidos. Pelos motivos referidos, escolheu-se primeiro realizar
um estudo somente com estas classes: antibidticos, anti-inflamatorios e diuréticos.

Assim, os farmacos estudados neste ensaio foram o0 SMZ, TMP, DCF e FUR.

4.3.5.2. Ensaio 11
Para além dos farmacos utilizados no ensaio I, e como ndo foi possivel quantificar o
TMP nesse ensaio, decidiu-se neste estudo alargar a variedade de farmacos estudados,
englobando mais um farmaco da classe dos anti-inflamatorios, neste caso a NAP. No
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entanto, apesar de ndo ser quantificado, continuou-se a manter o TMP no ensaio
seguinte para se poder manter a mistura complexa e porque normalmente em amostras
ambientais aparece sempre associado ao outro farmaco, o0 SMZ, pelo facto de serem
administrados em conjunto. Assim, os farmacos estudados neste ensaio foram o SMZ,
DCF e FUR e NAP.

4.3.5.3. Ensaio 111
Foi introduzido um novo farmaco, a Carbamazepina, e uma nova classe, 0s psico ou
neuro-farmacos, de modo a obter uma mistura mais complexa que se aproxime mais da
situacgdo real, permitindo assim avaliar com mais realismo a eficiéncia do tratamento de

aguas residuais para remocao dos mesmaos.

Por outro lado, a FUR foi excluida deste ensaio pelo facto de haver ja vérios estudos
atualmente publicados com este farmaco e pelas dificuldades com a sua quantificacdo
devido a sua retencdo nos filtros. Assim optou-se por farmacos mais representativos e
mais comuns em amostras ambientais tais como o IBU e a CBZ. O IBU ¢é dos anti-
inflamatorios mais consumidos no mundo e frequentemente detetados em amostras
ambientais, devido as grandes quantidades que normalmente entram nas ETARS, onde
apesar de ter remocdes elevadas (que podem situar-se a volta dos 90%) a por¢do ndo
removida restante constitui ainda uma significativa carga poluente. Em relacdo a CBZ
que é um composto neuroativo, ndo é consumida em quantidades tdo elevadas como o
IBU, mas apresenta uma baixa percentagem de remocao nas ETARS, pois sdo farmacos
mais dificeis de biodegradar e, portanto, muito persistentes.

Nos ultimos anos, estes poluentes emergentes tém sido objeto de varios estudos. Cada
vez mais aumenta a importancia de realizar estudos com estes farmacos, por forma a
melhorar a eficiéncia da remogéo dos mesmos nas ETARs e diminuigdo da sua emissao
para 0 meio ambiente, dada a sua potencial ecotoxicidade e persisténcia, e surgem ja
paises a sugerir normas que limitem as quantidades admissiveis em aguas residuais
tratadas. Assim, os farmacos estudados neste ensaio foram o SMZ, TMP, NAP, DCF,
CBZe IBU.
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4.4. Resposta fisioldgica e bioquimica das plantas ao stress abiotico
4.4.1. Parametros de crescimento
Através da medicdo do tamanho da folha maior e da menor de cada planta, foi avaliado
0 parametro do crescimento das plantas, tendo-se verificado a existéncia de novos
rebentos e contado o nimero de folhas. A altura foi medida com uma fita métrica

convencional comegando na base do caule até a ultima insergéo foliar.

4.4.2. Determinacdo da clorofila e carotenoides
Para a determinacdo da clorofila seguiu-se o método de extracdo de Lichtenthaler
modificado (Lichtenthaler, 1983) previamente otimizado. Assim para a determinagéo da
clorofila (a e b) e carotenoides pesaram-se 0,5 g de folhas e maceraram-se num
almofariz com 2,0 g de areia até obtencdo de um po fino, que foi transferido para um

copo onde se procedeu a 2 ou 3 extracBes sequenciais:

- 12 Extracdo: adicionou-se 15 mL de metanol e guardou-se em gelo, durante 20
minutos. Recolheu-se o sobrenadante para um tubo de centrifuga e guardou-se em gelo

e no escuro até se proceder a centrifugacéo

- 28 e 3? Extracdo: adicionou-se 5 mL do solvente de extracdo e guardou-se gelo durante
15 min. Recolheu-se 0s extratos para tubos de centrifuga e guardou-se no gelo e no
escuro até se proceder a centrifugacéo.

Centrifugou-se todos os tubos durante 20 min. a 75009 e recolheu-se o sobrenadante dos
tubos de centrifuga para um baldo volumétrico de 25 mL e perfez-se o volume com
solvente de extracdo (metanol). Todo o procedimento de extracdo foi efetuado no escuro
ou com baixa intensidade de luz e a temperaturas de 4°C. Para cada amostra efetuaram-

se 3 réplicas da extragao.

As medicBes de absorvancia foram feitas no Espetrofotometro UV/Vis da Thermo
Electron Corporation Nicolet evolution 300, aos c.d.o. de 470 nm para determinacao dos
carotenoides, e 652 e 665 nm para a clorofila a clorofila b e clorofila total (a + b). Para
valores de absorvancia superiores a 1,0 efetuaram-se dilui¢cbes do extrato com metanol.

Utilizou-se como branco o metanol.
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4.4.3. Determinacdo da atividade enzimatica antioxidante

4.4.3.1. Extracdo do material vegetal
A preparacdo de extratos para a determinacdo da atividade enzimatica consistiu na
maceracao, em almofariz frio, do material vegetal (folhas) com areia (2,0g), utilizando-
se cerca de 0,5 g de folhas, ao que se adicionou 2 % (p/v) de polivinilpirrolidona
insoldvel (PVP) e 10 mL de tampéo de extracdo (Tris-HCI 100 mM (pH = 7,5) e 2 %
(p/v) PVP). Transferiram-se as misturas para erlenmeyers, que foram colocados em
banho de gelo, e agitaram-se as misturas por periodos de aproximadamente 10
segundos, seguidos de 2 minutos de repouso, prolongando-se este procedimento durante

10 minutos.

De seguida, o material vegetal foi centrifugado a 12000 g durante 20 minutos, a uma
temperatura de 4 °C, em centrifuga refrigerada (Sigma-3-18K). O sobrenadante foi
recolhido para tubos eppendorf, obtendo-se um extrato limpido, utilizado para
determinacdo das atividades enzimaticas.

Realizaram-se 3 réplicas de cada extracdo. A recolha das amostras para determinacdo da

atividade enzimética foi efetuada nos tempos 0, 3 e 6 dias.

4.4.3.2. Catalase (CAT)
A determinacdo da atividade da catalase baseia-se no método referido por (Aebi, 1984),
em que a determinacgdo da velocidade inicial € efetuada a partir da taxa de diminuicéo
de absorvéncia devido a decomposi¢do do H20., sendo a diminui¢do de absorvancia

proporcional a quantidade de enzima presente.

A atividade enzimatica foi determinada num meio reacional que continha 1,5 mL de
tampéo fosfato 50 mM a pH = 7,1, 1,0 mL de H20, 10 mM e 0,2 mL de extrato,
perfazendo um volume total de 2,7 mL. Apos isso, foram efetuadas leituras em células
de quartzo, durante 2 minutos no espectrofotdémetro UV/Vis a 240 nm, a partir da qual
se determinaram as velocidades iniciais. O branco foi feito com 0,2 mL de extrato e
tampéo fosfato até perfazer o volume de 2,7 mL. Efetuaram-se 3 réplicas da medicéao de

absorvancia.
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A atividade foi medida segundo a diminuicdo de quantidade de H.O>. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima necesséria para
catalisar a decomposi¢do de 1 pmole de H.O2 por minuto, a 25 °C, nas condi¢des dos

ensaios, e foi expressa em U / mg FW (peso fresco de folha).

4.4.3.3. Superdxido-dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pelo método do citocromo C — Fe3* usando xantina /
xantina oxidase como fonte de radicais superdxido - método de McCord & Fridovich,
descrito por (Rubio et al., 2002).

A atividade enzimética foi obtida pela leitura do aumento de absorvancia em relacéo ao
ensaio em branco, a 550 nm, durante 1-2 minutos num meio reacional que continha
0,875 mL de tampao fosfato 100 mM a um pH = 7,6, 1,0 mL de solucdo de xantina e
CitC — Fe** 10 mM e 0,1 mL de extrato e 0,025 mL da solucdo de xantina-oxidase,
perfazendo um volume total de 2,0 mL. O branco foi feito com 0,975 mL de tampdao
fosfato, 1,0 mL de solugdo de xantina e CitC — Fe®* e 0,025 mL da solugéo de xantina
perfazendo o volume de 2,0 m

Foram feitas 3 réplicas da medicdo de absorvancia. A atividade foi medida segundo o
aumento da quantidade de Fe?* (pois o Fe®* do citocromo-C férrico é reduzido). Uma
unidade de atividade enzimética (U) de SOD é definida como a quantidade de enzima
necessaria para inibir a reducéo do citocromo-C férrico em 50% e foi expressa em U /
mg FW (peso fresco de folha).

4.4.3.4. Guaiacol Peroxidase (GPX)

A determinacdo da atividade enzimética da GPX, foi baseada no método adaptado de
(Gajewska et al., 2006), cuja reagéo catalisada pela peroxidase promove a oxidacdo do
peroxido de hidrogénio e do guaiacol, com a formacdo de um produto corado, o
tetraguaiacol. Foi observado através da leitura espectrofotométrica o aumento da

absorvancia devido a oxidagéo do guaiacol.

A atividade enzimatica foi obtida pela leitura da absorvancia a 470 nm, durante 2 min,
usando um meio reacional constituido por 31 mM de guaiacol e 4 mM H202 em solucgéo
tampéo de acetato de sodio (200 mM, pH 6,0).
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A unidade de atividade enzimética (U) é definida como a quantidade de enzima
necessaria para catalise e a decomposi¢ao de 1 pmole de guaiacol por minuto e por mL
a temperatura ambiente, usando o valor de 26,6 mM* como coeficiente de absortividade

molar (¢), e foi expressa em U / mg FW (peso fresco de folha).

4.5. Analise Estatistica dos Resultados
Os resultados obtidos foram expressos como sendo a media + desvio padrdo. O
tratamento estatistico dos mesmos foi feito com recurso ao programa Microsoft
EXCEL.

Recorreu-se também a analise de variancia (ANOVA fator Unico) na comparacdo de
alguns resultados (assinalados na Discussdo). Neste trabalho a analise de ANOVA foi

sempre realizada para um grau de confianga de 95%.
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5

Resultados e discussao
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5.1. Otimizacdo da metodologia analitica para a detecéo e quantificacdo dos

farmacos

5.1.1. Determinacéo do c.d.o

A figura 23, mostra os espectros de absorcdo dos farmacos em estudo, onde se
encontram assinalados os picos de absorcdo para cada composto cujos comprimentos de
onda foram utilizados para a sua quantificacéo.

Como descrito no capitulo anterior da metodologia experimental (ponto 4.2.1),
procedeu -se assim a um varrimento do espetro na regido de Ultravioleta, entre os c.d.o
de 190 e 330 nm para os diferentes ensaios, com solugdes contendo os farmacos numa
concentragdo de 10 mg L, por forma a determinar o valor de comprimento de onda
desses compostos em estudo no qual as absorvancias apresentavam um valor maximo.

Os c.d.o foram utilizados posteriormente para as respetivas quantificacdes por HPLC.

Espectro de absorgdo dos farmacos

Figura 23 - Espectro de absorcdo dos diferentes farmacos a 10 mgL™, com identificacdo do

méaximo da absorvéancia ao qual foi depois feita a quantificagdo do composto.
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Da observacdo do espectro de absorcdo da figura 23, permite verificar que a CBZ
apresenta dois c.d.o. de absorvancia maxima, um por volta de 210 nm e outro a 284 nm,
bem como a FUR (229 nm e 275 nm). Os restantes compostos apresentaram um c.d.o de
absorvancia maxima com os seguintes valores: 1BU (221 nm), DCF (276 nm), NAP
(230 nm), SMZ (265 nm), TMP (203 nm).

Estes valores séo consistentes com 0s encontrados na literatura para estes compostos,
sendo estes 0s comprimentos de onda normalmente utilizados para o doseamento destes

compostos em solucdo aquosa (Alatas & Wulansari, 2008)(Yilmaz et al., 2011).

5.1.2. Otimizacado do volume de amostra a filtrar

Em estudos anteriores, ja tinha verificado que alguns farmacos, como o caso da FUR
ficaram bastante retidos nos filtros (Machado et al., 2020). Assim sendo, sentiu-se a
necessidade de aprofundar a filtracdo de amostras com uma gama diversificada de
outros farmacos, de modo a otimizar o volume a filtrar, tendo em vista a minimizagéo
das perdas de analito durante a filtracdo das amostras. Por esta razdo, decidiu realizar
este estudo somente com o grupo de farmacos do ensaio Ill, do qual ndo faz parte a
FUR.

Procurando otimizar o volume das solucGes a filtrar para saturar o filtro, de forma a
minimizar as perdas dos analitos durante a filtracdo, foram testados varios volumes
crescentes de solucfes contendo os 6 farmacos do ensaio Ill, nas concentra¢des de 2
mgL? e 10 mgL™. Para tal, foram utilizados 3 tipos de filtros diferentes e as
percentagens de recuperacdo obtidas nos varios testes estdo apresentadas nas figuras

seguintes.
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Figura 24 - Percentagens de recuperacdo dos 6 farmacos em concentragdes 2 mg L filtrados
utilizando membranas de nylon 0,45 pm (marca Filtratech e Labfil) e membranas de PTFE 0,45
pum (marca Labfil).
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Nos resultados obtidos com as solugdes de concentragdo 2 mg L* verifica-se de um
modo geral, uma maior variacdo das % de recuperacdo com os volumes de filtrado para
as membranas de nylon (especialmente as do fabricante Filtratech) do que para as
membranas de PTFE, as quais apresentam valores de % de recuperacdo bastantes
estaveis com o volume de filtrado. Nitidamente, as membranas de nylon apresentam na
maioria dos casos alguma retencdo do analito, exigindo a passagem de pelo menos 10
mL de solucdo (em certos casos até 15 mL) até ser atingida a saturacdo da membrana, o
que faz estabilizar o valor da % de recuperacdo proximo dos 100%. No caso das
membranas de PTFE, por outro lado, a retencdo parece ser pequena e a % de
recuperacdo, como se disse, estabiliza proximo dos 100% com um volume de filtrado

muito reduzido.

No caso concreto do composto DCF, verifica-se que existe uma grande retencdo do
composto nas duas membranas de nylon, enquanto, que com a membrana PTFE a
retencdo é menor. Aumentando-se o volume filtrado, verifica-se um aumento gradual da
% de recuperacdo do analito nas membranas de nylon, com a membrana de PTFE a
estabilizar a sua taxa de recuperacdo na ordem dos 99 %. Em relacdo ao IBU e NAP
nota-se que ambos apresentam uma consideravel retencdo na membrana de nylon
(marca Filtratech) para o volume inicial de 5ml. Para os restantes volumes testados a
percentagem de recuperacdo dos dois compostos foi préoxima de 100% nos 3 filtros
utilizados. Um comportamento idéntico a estes dois compostos tem o SMZ para a
membrana de nylon da marca Labfil e a membrana de PTFE. No entanto, a membrana
de nylon da marca Filtratech tem um comportamento distinto neste caso, havendo uma
retencdo do composto com os primeiros 25 mL de filtrado, de tal modo sé é recuperado,
de modo mais ou menos estavel, cerca 88% do analito com este volume de filtrado.
Neste caso, com este tipo de filtro, s a filtragdo de 30 mL atinge uma recuperacao de
100%.

Com os compostos CBZ e TMP a retencdo nas 3 membranas é relativamente baixa,
pois, filtrando apenas 5 mL de solugdo com uma concentragdo de 2 mg L?, a
percentagem de recuperacdo do composto foi préxima de 100%, principalmente para o
filtro de PTFE da Labfil. Para volumes de solucdo filtrados superiores a 10 mL, a

percentagem de recuperacdo dos analitos aproxima-se de 100%, ndo se observando
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diferencas significativas na percentagem de recuperacdo destes farmacos para volumes
de filtrado superiores a este volume, o que provavelmente se deve j& a saturacdo da

membrana filtrante para um volume filtrado de 10 mL.

Conclui-se assim, que dos 3 filtros testados, aquele que apresenta melhor resultado € o
da membrana PTFE (marca Labfil), embora o filtro de nylon (Labfil) apresente
percentagens de recuperacdo bastante préximas deste, com um relativamente baixo
volume de filtrado (~5 mL).

De modo a verificar mais alguma melhoria com outro tipo de filtro de melhor qualidade,
testaram-se na solucéo de IBU filtros com membrana de PVDF com porosidade de 0,25
um (ver Figura 24, gréfico relativo a solucdo de 1BU). N&o se observou, no entanto,
qualquer vantagem deste tipo de filtro sobre o de PTFE de 0,45 0,25 pum.

Devido a qualidade do material, o filtro de PTFE apresenta um custo elevado em
relacdo ao do Nylon e apesar de apresentar uma retencdo minima para todos 0s
farmacos testados, a escolha recaiu na utilizacdo do filtro de nylon (marca Labfil), que é
um dos mais comuns, menos dispendioso e mais versateis filtros disponiveis no

mercado com boas taxas de recuperacao.

A partir de um volume de 10 mL pode-se observar que os trés filtros em estudo
apresentam percentagens de recupera¢do muito proximas de 100%. Assim, tendo em
conta os resultados obtidos nestes ensaios, e de forma a garantir uma elevada
percentagem de recuperacdo dos compostos, optou-se por realizar, previamente, uma
filtragdo de 10 mL de uma solucdo padrdo contendo 2 mg L de cada um dos
compostos, por forma a garantir a saturacdo da membrana de nylon (Labfil) do filtro.

S6 depois deste passo é que se procedeu a filtracdes de 5ml das solugbes a analisar, e
recolheu-se o Gltimo mL e meio para analise no HPLC- DAD. Cada filtro foi utilizado
no maximo 6 vezes, o que corresponde a um volume total filtrado de 30 mL, que foi o

volume méximo utilizado durante os testes de recuperagao.

Da observagéo da figura 25, onde estdo apresentados os resultados das percentagens de
recuperacdo dos mesmos farmacos, mas para a concentracao, bastante superior, de 10
mg/L, pode-se verificar que, de modo geral, a percentagem de recuperagéo para as trés
membranas filtrantes é proxima de 100%, atingindo a saturacdo (devido a elevada

concentracdo) com volumes de filtrado muito menores (< 5 mL) do que para a
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concentracdo de 2 mg/L, excetuando o caso do DCF. De facto, constatou-se para este

composto, a semelhanca do que aconteceu para a concentracdo de 2 mg/L, que

apresenta uma consideravel retengdo na membrana de nylon do filtro para volumes de

solucdo filtrados inferiores a 10 mL.
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Figura 25 - Percentagens de recuperacdo dos 6 farmacos em concentragdes de 10 mg L?,

filtrados utilizando membranas de nylon 0,45 um (marca Filtratech e Labfil) e membranas de

PTFE 0,45 um (marca Labfil).
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5.1.3. Quantificacdo dos farmacos em solucéo aquosas e validacdo do
método

Os farmacos em estudo foram quantificados, em solucdo aquosa, recorrendo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC- injecdo manual) com um detetor DAD,
de acordo com as condicdes descritas na secgédo 4.2.1.1, da metodologia experimental.
Ap0s a otimizagdo dos varios parametros de trabalho, a atribui¢do dos picos de cada um
dos compostos foi feita por comparacdo com os tempos de retencdo obtidos dos
cromatogramas das solucGes padrdo de cada composto isolado. Assim e com base
nesses cromatogramas, identificaram-se os tempos de reten¢do para 0 TMP (2,1 min),
SMZ (3,4 min), CBZ (4 min), NAP (6,5min), DCF (12,1 min), IBU (13,8 min) e FUR
(3, 4 min).

De forma a quantificar os farmacos presentes na solucdo aquosa (dgua dopada com 0s
farmacos) pelo método do padrdo externo, construiram-se retas de calibracdo utilizando
7 solugBes padréo, cujas concentragdes variaram entre 0,25 e 4 mg L™ (secéo 4.2.1.1 da
metodologia experimental). As retas de calibracdo obtidas para estes farmacos
encontram -se em anexo 1. Na tabela 6, estdo apresentados os valores das retas de
calibracdo dos farmacos bem como os parametros da validacdo do método.

Tabela 6 - Retas de calibracdo dos farmacos e parametros de validacdo do método

Farmacos Eq. da reta R? LOD LOQ
SMZ Y =80,619x - 2,7455 0,9977 0,06 0,20
TRI Y =292,47x + 18,83 0,9927 0,11 0,37
IBU Y =41,955x - 1,1773 0,9977 0,06 0,21
DCF Y = 141,4x - 2,5699 0,9976 0,06 0,21
NAP Y =327,84x - 6,1834 0,9953 0,09 0,29
FUR Y =60,163x +1,2234 0,9995 0,04 0,12
CBz Y =184x - 6,7603 0,9963 0,08 0,26

* LOQ e LOD: limites de quantificacdo e detegdo instrumentais; DPR: desvio padrdo relativo
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Como se pode confirmar pelo valor do coeficiente de correlacdo, obteve-se uma boa reta
de calibragdo para todos os compostos (R > 0.99), 0 que permite assegurar que 0s
valores de concentracdo determinados, por regressdo linear sdo fidveis na gama de
valores considerado. De acordo com o descrito em 4.2.1.2 no que tange a validagédo do
método analitico, os valores dos limites de detecdo e quantificacdo instrumentais LOD e
LOQ para a técnica de HPLC-DAD, foram calculados a partir da determinacdo da
concentracdo do analito correspondente ao sinal do branco mais 3 e 10 desvios padréo,

respetivamente, estando os valores dos farmacos apresentadas na tabela 6.

Relativamente a repetibilidade do equipamento, avaliada como a dispersdo ou desvio
padrdo relativo (% DPR) das areas dos picos atribuidos ao analito, os resultados
encontram-se apresentados na tabela 7. Verificou-se que o equipamento de HPLC-DAD
ao qual se recorreu para quantificar todos os farmacos em estudo, apresenta uma boa
repetibilidade e reprodutibilidade (DPR < 5%) dentro da gama das concentracOes
testadas (0,5; 2 e 4 mg/L), exceto no caso do IBU para a concentracdo mais baixa (0,5
mg L), caso em que se encontra no limiar deste limite. No entanto, e como seria de
esperar, tanto a repetibilidade como a reprodutibilidade tiveram valores mais elevadas
para as concentragdes mais altas e diminuindo gradualmente a medida que as
concentracfes medidas vao sendo menores, 0 que esta relacionado com a sensibilidade

do equipamento.

Tabela 7 - Valores da Repetibilidade e Reprodutibilidade dos farmacos nas concentragdes de
0,5;2e4 mg/L

SMz 4,3 3,8 0,7 32 2,8 14
TRI 34 1,0 0,5 3,9 2,2 11
1BU 5,2 1,5 1,4 5,7 1,7 1,7
DCF 3,3 4,6 2,4 2,7 3,0 2,0
NAP 4,2 3,3 2,1 3,4 2,6 1,6
FUR 0,5 2,1 * * * *
CBz 2,6 2,2 0,1 3,2 1,6 0,7

*nado determinado
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5.2. Caracterizacdo fisico-quimica da matriz de suporte
Dadas as boas eficiéncias demonstradas em estudos anteriores na remogéo de poluentes
organicos e xenobidticos presentes em aguas, incluindo farmacos (Dordio & Carvalho,
2013; Dordio et al., 2017), a matriz de suporte selecionada para este estudo foi uma
mistura de dois compostos argilosos, a LECA 2/4 e a vermiculite esfoliada 3 (1:1, v:v).
Nos mesmos estudos, a vermiculite apresentou uma maior capacidade de adsorcéo
desses farmacos por massa de adsorvente, enquanto, que a LECA removeu uma maior
quantidade total dos farmacos para 0 mesmo volume de material (Dordio et al., 2017).
Esta diferenca, tem a ver com o facto da vermiculite apresentar uma densidade aparente
mais baixa, e consequentemente, 0 mesmo volume de material testado corresponder a

uma menor massa de adsorvente usado.

Observou-se ainda que a vermiculite apresentou uma cinética de adsorcdo mais rapida
de farmacos, em comparacdo com a LECA, o que podera estar relacionado com a sua
maior porosidade e, em particular, a sua estrutura laminar, que disponibiliza uma maior

quantidade de area superficial facilmente acessivel (Dordio et al., 2017).

O facto destes materiais apresentarem caracteristicas distintas, considerou-se que seria
interessante experimentar a utilizacdo de misturas destes dois, que poderiam juntar as

vantagens de cada um deles, o que poderia melhorar a eficiéncia do sistema.

Além da sua elevada capacidade de retencdo de compostos organicos, a selecdo destes
dois materiais para este estudo, teve em conta a sua capacidade tampéo de pH e uma
adequada condutividade hidraulica, bem como a sua disponibilidade e o baixo custo de
aquisicdo.

Uma vez que as propriedades fisicas e quimicas dos materiais utilizados como matriz de
suporte, influenciam a sua capacidade de adsorcdo dos farmacos, as propriedades
hidraulicas do sistema e o desenvolvimento da componente biota (plantas e populagdo
microbiana), determinou-se a porosidade do meio (volume de vazios), a densidade
aparente e 0 pH em &gua para a caracterizacdo fisico-quimica da mistura LECA +
Vermiculite (1:1, viv) que estdo apresentados na tabela 8, resultado obtidos

anteriormente por elementos do grupo.
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Tabela 8 - Parametros fisico-quimico dos materiais selecionados como matriz de suporte dos
LCMs (n=6) e da sua mistura. Valores médios + desvio padréo

Porosidade (%) 54 +2 66+ 1 49+1
Densidade aparente (kg/m3) 291 + 14 88 +2 394 + 10
pH (H20) 8,67 £ 0,05 7,44 £ 0,06 9,04 +£0,08

[a] (Dordio et al., 2017)

Tanto a vermiculite exfoliada, bem como a argila expandida (LECA) sofreram
processamento industrial, com o intuito de tornar estes materiais argilosos menos
densos, passando 0os mesmos a exibir valores de porosidade relativamente elevados, em
especial a vermiculite. A mistura destes dois materiais apresenta um valor de porosidade
de 54% enquanto isoladamente a Vermiculite ttm um valor de porosidade de 66 % e a
LECA de 49%. Durante a mistura dos dois materiais, 0 empacotamento do material é
alterado, ocorrendo um rearranjo das particulas, em que as mais pequenas vao ocupar

parte do espago livre entre as particulas de maiores dimensdes.

A porosidade dos meios proporciona a existéncia de espacos vazios onde efetivamente
ocorrem muitos dos processos de remocao dos poluentes, para além da importancia que
tem no arejamento dos LCMs. Estes materiais argilosos por apresentarem uma elevada
porosidade, absorvem facil e abundantemente &gua nas suas estruturas internas,
permitindo deste modo maiores areas de contacto com as solucdes e com os poluentes a
remover (Dordio & Carvalho, 2013; Dordio et al., 2017) além de permitir um maior

arejamento da matriz, favorecendo o surgimento de condicdes aerdbias.

O facto de estes materiais apresentarem valores de porosidade relativamente elevados,
permite-lhes possuirem densidades aparentes reduzidas, pois, a densidade aparente dos
materiais varia de forma inversa a sua porosidade como se pode constatar da observacao
da tabela 8, apresentando a mistura dos dois materiais um valor de densidade aparente
intermédio de 291 kg /m?®.
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Como o pH do meio é um fator que afeta a capacidade de adsor¢do nos materiais
argilosos, bem como o desenvolvimento da vegetagéo e da populagcdo microbiana nos
LCMs, mediram-se os valores de pH da solugcdo durante o periodo de realizacdo dos

ensaios.

Como se pode observar na tabela 8, os materiais estudados apresentam propriedades
entre a neutralidade e a alcalinidade. A vermiculite apresenta um valor de pH mais
préximo da neutralidade (7,4), enquanto, que a LECA apresenta caracter alcalino (9), o
que corresponde a uma superficie ligeiramente carregada positivamente em meios com

pH proximo da neutralidade.

A LECA tinha sido caraterizada quimicamente em estudos anteriores (A. V. Dordio et
al.,, 2017) e comprovou-se a existéncia, na sua composi¢do, de alguns Oxidos e
carbonatos, os quais podem contribuir para este caracter alcalino do material.

A mistura dos dois materiais, nas proporcdes utilizadas, apresentou um valor de pH
ligeiramente alcalino, com valor de aproximadamente 8,67, intermédio entre o valor da
vermiculite e da LECA.

Em termos gerais, os valores de pH obtidos para a vermiculite e a LECA estdo de
acordo com valores encontrados em outros estudos (Brix et al., 2001). A mistura destes
dois materiais apresentou um pH intermédio, com um caracter ligeiramente alcalino

(8,6), intermédio entre o valor da vermiculite e da LECA.

Os valores de pH do meio, correspondentes a um meio neutro ou ligeiramente alcalino,
sdo propicios ao desenvolvimento das plantas e da populacdo microbiana e favorecem

ainda a adsor¢do de compostos com caracter acido.
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5.3. Avaliacéo da capacidade de remocéo dos farmacos em microcosmos de
LCMs e resposta das plantas ao stress abiodtico
Dadas as boas eficiéncias comprovadas em estudos anteriores na remocao de outros
farmacos (Machado et al., 2017), utilizando sistemas de LCMs plantados com Typha
spp. com a mistura LECA 2/4 + Vermiculite 2, optou-se por avaliar a eficiéncia desse
tipo de sistema na remocdo conjunta de varios farmacos, divididos em 3 ensaios,
contendo cada um diferentes classes farmaco-terapéuticas. Para o efeito, utilizou-se uma

solucéo aquosa dopada com os farmacos numa concentragdo de 2,5 mg/L.

Tendo em conta as caracteristicas descritas anteriormente, considerou-se que a
utilizagdo em conjunto dos dois materiais argilosos poderia melhorar a eficiéncia do
sistema beneficiando das vantagens de cada um dos materiais. Este estudo é inovador
pelo fato de englobar 3 ensaios diferentes, contendo varias classes de farmacos, cada um
com a sua especificidade. Dai que se procurou neste trabalho comprovar a eficiéncia

deste sistema para a remocao da mistura complexa destes farmacos.

5.3.1. Ensaio |

5.3.1.1. Condicdes relevantes dos ensaios
No inicio dos ensaios, em maio de 2019, as plantas dos microcosmos de LCMs
encontravam-se ja numa fase avancada do seu crescimento, apresentando folhas com

um tamanho médio de cerca de 64 cm para a folha menor e 80 cm para a maior.

a) Evaporacao e condi¢des climatéricas
Foram controladas diariamente as taxas de evaporacdo/evapotranspiracdo para 0s varios
leitos, antes da recolha das amostras, recorrendo-se a medi¢do dos volumes de agua
destilada necessaria para a reposi¢cdo dos niveis iniciais de liquido nos leitos. Na tabela

9 estdo apresentados os valores dessas medicdes.
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Leito

Tabela 9 - Volume (mL) de liquido adicionado diariamente aos leitos e valores médios da taxa

de evaporacao/evapotranspiracdo de cada Leito.

Volume de liquido adicionado

(mL)
670 900 860 840 1074 840 800 10,9 3.14 1,81 6 7,43
680 954 900 920 1050 900 836 115 3,32 1,77 6,5 8,04
240 250 280 270 300 290 248 3,5 o e e e

0o 0 0 0 0 0o 0

Leito | - Planta + matriz (controlo); Leito Il - Planta + matriz + farmacos; Leito Ill - matriz + farmacos;
Leito IV - fArmacos

Da andlise dos dados, € possivel observar que o Leito Il (ndo plantado, constituido pela
apenas pela matriz de vermiculite e LECA) apresentou uma taxa de evaporagéo de 3,5
mm/dia, bastante inferior aos Leitos contendo a matriz e as plantas, tal como seria de
esperar. Neste leito a perda de 4gua ocorre apenas por evaporagao e a taxa a que esta
ocorre depende principalmente da temperatura e da humidade relativa do ar, cujos
valores registados para o periodo do ensaio sdo apresentados na tabela 10. Pode-se
constatar que a temperatura média e a humidade média durante este periodo foi de 21 °C
e 50 %, respetivamente. O periodo em que se observou uma maior taxa de evaporacéo
foi a 25 de maio, dia em que se registou a temperatura mais elevada desde o inicio dos
ensaios e simultaneamente uma menor taxa de humidade (36, 2%), criando assim,

condicBes propicias para a ocorréncia de taxas de evaporacao elevadas nos leitos.
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Tabela 10 - Registo das condi¢cBes meteorolégicas no periodo de 21 a 27 de maio de 2019

(obtido de http://www.clima.ict.uevora.pt/verney)

Temperatura média

C) 19 21,9 193 194 224 249 224 21,3
Tempera@‘g;" minima - 906 129 126 123 151 171 156 14,0
Temperagfcr‘)”‘ maxima ;6 311 284 273 207 328 313 29,7
Humidade média (%) 60,7 481 559 535 399 362 538 49,7
Humidade minima (%) 29 244 252 259 213 205 298 25,2

H”m'da(ﬂz)max'ma 921 752 85 875 691 515 806 77,2
Precipitagdo (mm) 0 0 0 0 0 0 0 0
Vel. Vento (m/s) 2,2 2,1 3 3,8 2,9 3,2 3,5 2,9
R. Global maxima 999 1020 1010 982 1011 1012 1000 10048
(W/m2)

Os valores de perda de agua sdo mais baixos no Leito s6 com a matriz do que nos Leitos
plantados (I e Il), dado que neste leito sem plantas o volume de liquido foi perdido
apenas por evaporacdo (essencialmente determinado pelas condicdes de temperatura e
humidade do ar).

Por outro lado, nos Leitos plantados, para além da evaporacdo ocorre também
transpiracdo das plantas, que constitui uma importante contribuicdo para as perdas de
agua nos leitos, variando assim a taxa de evapotranspiracdo entre 10,9 e 11,5 mm/dia.
Assim sendo, é possivel estimar os valores de agua perdida através da transpiracao das
plantas, sendo estes de 7,4 e 8 mm/dia para os Leitos I e Il, respetivamente. Note-se que
além das condicbes que afetam a evaporacdo, outros fatores intrinsecos relacionados
com a atividade das plantas, tais como a densidade de pés e o seu estado vegetativo, sdo
determinantes e influenciam a taxa de transpiracdo das plantas e explicam as pequenas

diferencgas observadas nos varios leitos.

De fato, os Leitos | (duas réplicas) tinham uma média de 6 plantas enquanto os Leitos Il
(duas réplicas também) tinham uma média de 6,5 plantas o que explica que a taxa de
evapotranspiracdo seja superior no segundo caso. No entanto, quando se comparam as
taxas de evapotranspiracdo por planta, os valores ja sdo bastante proximos, sendo até

ligeiramente superior o valor do Leito I (com menos plantas), podendo, no caso dos
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Leitos 11, a exposicdo das plantas aos farmacos ser causadora de stress e eventualmente
influenciar a absorcao de &gua e transpiracdo destas plantas.

A taxa de transpiragdo das plantas é uma variavel importante que se relaciona com a
taxa de absor¢do de agua e de todas as substancias nela dissolvidas, que assim passam
para o interior das plantas por processos passivos, nomeadamente os farmacos, para 0s
quais ndo h&a mecanismos de transporte especificos. Espera-se, assim, uma intervencao
de remocdo dos poluentes pelas plantas mais importante naqueles espécimes (e também
nos periodos do ano) em que a taxa de transpiracdo seja maior (Van Hoewyk et al.,
2005).

Os valores de agua perdidos através da transpiracdo das plantas determinados neste
estudo, estdo de acordo e dentro da mesma gama de grandeza com outros obtidos em

trabalhos semelhantes realizados com a planta Typha (Dordio et al., 2010).

Para caraterizar as perdas de agua por evapotranspiracdo em leitos plantados com Thypa
ssp., foi determinado neste estudo o parametro Kc, que é medido através da relacédo
entre as perdas de agua por evapotranspiracao potencial da cultura (leitos plantados com
Typha),) Et, e a evapotranspiracdo de referéncia (Eo) correspondente ao Leito sem
plantas. Este parametro é influenciado pelas condi¢Bes climaticas, nomeadamente a
intensidade da radiacdo solar, a humidade e temperatura, bem como também pela

espécie a que pertence a macrofita.

Verifica-se da tabela 9 que o Leito Il apresenta um valor de Kc ligeiramente superior
em relacdo ao Leito I. Sendo as condicGes climaticas e a espécie de macrdfitas idéntica
em ambos 0s casos, as diferencas poderao revelar efeitos da exposicdo aos farmacos (no

Leito Il) sobre o comportamento das plantas.

No entanto, os valores do Kc obtidos neste ensaio sdo consistentes e estdo dentro dos
pardmetros encontrados por outros autores, que utilizaram a mesma macrofita (Typha
ssp.), tendo reportado valores médios a variar entre 0s 2,9 e 6,51 (Pedescoll et al., 2013;
Rashed, 2014; Pereira et al., 2016).
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De referir que na tabela 9 ndo séo apresentados dados relativos a evaporagdo no Leito
IV, pois, o recipiente desse ensaio permaneceu tapado durante o periodo de realizacéo
das experiéncias por isso neste leito ndo ocorreu qualquer perda de agua.

b) pH do meio
Uma vez que o pH do meio é um fator determinante para o desenvolvimento da
vegetacdo e da populacdo microbiana nos LCM e que, além disso, afeta também a
capacidade dos materiais argilosos da matriz para adsorver compostos, procedeu-se
entdo a medicdo dos valores de pH da solugdo em contacto com a matriz no inicio e no

final dos ensaios. Os resultados encontram-se apresentados na figura 26.

Ensaio |
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—&— Matriz+Farmacos Matriz+Plantas+Farmacos Matriz+Plantas+Agua Farmacos

Figura 26 - Valores do pH do meio nos leitos ao longo do periodo de estudo.

Pela observacdo da figura 26, constata-se que a solugdo comeca por ser inicialmente
ligeiramente &cida (pH ~ 6,0) com os valores de pH nos varios leitos a variar ao fim do
tempo de ensaio entre 6,0 e 8,9. Os valores iniciais ligeiramente acidos sdo devido as
caracteristicas acidas dos farmacos presentes em solucdo e também em resultado da

exposicdo da solucéo ao ar.

Verifica-se um aumento dos valores de pH nos primeiros instantes de contacto da
solugdo em todos os Leitos em que esta presente a matriz (LECA + Vermiculite),
excetuando para o Leito | (matriz + plantas + agua destilada) o qual ndo continha
farmacos dissolvidos na solucdo. O valor maximo de pH foi registado no final do ensaio

no Leito Il (matriz + farmacos), apresentando um valor de pH de 8,9.
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Estes resultados das medicGes de pH nos varios Leitos sugerem que a matriz é
responsavel por este aumento do valor de pH. A LECA tinha sido caraterizada
quimicamente em estudos anteriores (Machado et al., 2017) e comprovou-se a
existéncia, na sua composicao, de alguns constituintes como certos dxidos e carbonatos,
que permitem explicar este caracter alcalino do material. O Leito IV (solucdo de
farmacos, sem plantas nem matriz) foi o Unico em que o pH se manteve praticamente

inalterado, a volta do valor inicial de 6,0.

Nos Leitos plantados (I e 1) os valores de pH da solugdo ndo se tornaram téo alcalinos,
tendo-se mantido mais proximos da neutralidade ao longo do periodo de realizacdo do
estudo e, portanto, um pouco mais baixos do que os valores de pH do leito apenas com a
matriz (Leito I11). Tal podera ser devido ao efeito de alguns exsudados libertados pelas
raizes das plantas, que levam a uma diminuicdo do pH do meio para valores préximos
da neutralidade. Os valores de pH do meio, correspondentes a um meio neutro ou
ligeiramente alcalino, sdo propicios ao desenvolvimento das plantas e da populacéo
microbiana e favorecem ainda a adsorcdo de compostos com carécter acido, como o é 0
caso do SMZ. De fato, nas condi¢cbes de ensaio, tal como verificadas acima, em
especial, as moléculas de SMZ (pKa = 5,5) estdo parcialmente desprotonadas (i.e. numa
forma anidnica) enquanto, que a superficie dos materiais argilosos da matriz de suporte,
em particular a LECA (PCZ = 9,5), esta carregada positivamente (pH do meio < PCZ).
Tais condicdes permitem, em especial com a LECA, que a adsorcéo seja favorecida por

interagBes eletrostaticas.

5.3.1.2. Remocao dos farmacos pelos microcosmos de LCM
Conforme descrito na sec¢do 4.3.3, no total foram montados 4 Leitos distintos (com

réplicas) com o intuito de avaliar:

i. a capacidade de remocdo dos farmacos pelos microcosmos de LCMs tendo
como matriz uma mistura de LECA 2/4 e Vermiculite 3(1:1, v: v) e plantados
com Typha spp. (Leito I1)

ii.  acontribuicdo da matriz (Leito I11) e das plantas (Comparacao entre Leito Il e

Leito I11) na remog&o dos farmacos
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iii.  aremocdo dos farmacos por fotodegradacdo, hidrolise ou adsorcdo as paredes
dos recipientes (Leito IV - contendo apenas a solucdo de farmacos)
iv. o efeito fitotdxico destes compostos (Comparacdo entre Leito | — ndo exposto

a farmacos — e Leito I1).

Procurou-se ainda caracterizar a cinética de remoc¢do dos farmacos nos varios Leitos,
um estudo que é muito importante para a definicdo do tempo de retencdo hidraulica a

utilizar em LCMs para tratamento de &guas residuais.

O ensaio teve uma duracdo total de 168h. A solucdo de farmacos a que os leitos foram
expostos continha uma concentracdo de 2,5 mg/L de cada um dos farmacos,
nomeadamente, FUR, SMZ, DCF e TMP. Para o célculo da percentagem de remocéo da
FUR, SMZ, e DCF nos varios tempos de amostragem, foi utilizada a expressdo da
equacéo 4:

c, —c,

% remog¢do = x 100
C,

i (equacdo 4)

onde ci é a concentragdo inicial (t = 0) e ct é a concentracdo ao fim de um determinado
tempo de contacto (t). Os resultados obtidos encontram-se apresentados nos graficos das
Figuras 27 e 28. Note-se que ndo se encontram representadas nestes graficos a taxa
remocao e a cinética do farmaco TMP dado que em todas as amostras recolhidas néo foi
possivel observar a presenca do composto em solucdo a concentracBes superiores ao
limite de quantificagdo por serem excretados pelas plantas alguns compostos que

interferem com a quantificacdo deste farmaco.
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Figura 27 - Percentagem de remocéo da FUR, SMZ, DCF em funcdo do tempo de contato para

0 ensaio | - matriz + planta.

Verifica-se que os farmacos FUR e SMZ, apresentam remog¢des muito semelhantes
entre si nos diferentes tempos de contato a que foram sujeitos nos Leitos (Fig. 27). Na
primeira meia hora de experiéncia ndo se observaram diferencas significativas entre
esses dois farmacos nas percentagens de remocao. O DCF foi o composto farmacéutico
que apresentou maior taxa de remoc¢do de entre os restantes farmacos em estudo,
observando-se uma eficiéncia de remocdo de 50 % logo na primeira meia hora de
contacto e ao fim da experiéncia a eficiéncia de remoc¢do ja estava praticamente na
ordem dos 90%.
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Figura 28 - Percentagem de remocdo da FUR, SMZ, DCF em fung¢éo do tempo de contato para

0 ensaio | — matriz.

84



Por sua vez as percentagens de remocdo dos 3 farmacos obtidas nos Leitos nédo
plantados (i.e., que continham na sua composi¢do somente a matriz) foram, obviamente,
sempre inferiores as obtidas com os Leitos plantados, sendo a remogao nos primeiros
Leitos assegurados exclusivamente por adsor¢ao enquanto nos Ultimos ocorrem também
contribuicdes de outros processos promovidos pelas plantas. O composto mais
removido da solugdo continuou a ser o DCF, que ao fim das 168h de contacto
apresentava uma taxa de remoc¢do de 67 %, ao contrério da FUR, que em todos os
tempos de contacto dos Leitos com a solucdo é o farmaco com menor percentagem
removida. Esta diferenca pode estar relacionada com a diferenca do pKa do DCF, que,
sendo superior ao pKa da FUR, contribuiu favoravelmente para a adsor¢cdo do mesmo,
nos diferentes constituintes da matriz que apresentam caracteristicas essencialmente

basicas.

Assim, no final da experiéncia, ap6s 168 h de contacto entre a solucdo e os Leitos, a
percentagem de remocdo dos 3 farmacos que foram quantificados, foi superior nos
Leitos plantados relativamente aos Leitos ndo plantados que continham sé a matriz,
tendo a presenga das plantas contribuido, direta ou indiretamente, com um acréscimo de
entre 34% FUR, 23% SMZ e 23% DCF para a eficiéncia de remocdao destes farmacos.
Tal contribuicdo podera dever-se a ocorréncia de varios processos relacionados com a
presenca das plantas no sistema, tais como a sua contribuicéo direta através da absorcao
dos farmacos para 0 seu interior ou a adsorcdo destes compostos as suas raizes; ou
contribui¢bes indiretas tais como estimulos ao desenvolvimento da populacdo
microbiana proporcionados por exsudados libertados pelas plantas bem como a agédo de
enzimas libertadas nesses exsudados e que também poderdo ter um papel importante na

degradacéo de alguns dos compostos.

Todos estes efeitos, permitem explicar a maior eficiéncia de remocéo obtida no Leito
plantado em comparacdo com os Leitos onde apenas ha a matriz, mostrando as
vantagens da utilizagdo das plantas nos LCMs.

Foram relatados comportamentos semelhantes em estudos realizados em microcosmos
com a matriz constituida por LECA, com condicGes de operacfes idénticas as do
presente estudo, onde foi demonstrada a capacidade da Typha para remover diversos
farmacos da agua, incluindo a FUR e o DCF (Dordio & Carvalho, 2011; Machado et al.,
2020).
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5.3.1.3. Resposta fisioldgica e bioguimica das plantas ao stress abiotico

Um fator de stress abi6tico para a Typha spp. pode ser a presenca no meio em que as
plantas se desenvolvem de compostos xenobidticos, como sejam os farmacos utilizados
nos ensaios dos microcosmos de LCMs, sendo previsivel um aumento na producao de
espécies reativas de oxigéenio (ROS) em consequéncia dessa exposi¢do, que induz nas
plantas macréfitas mecanismos de defesa elaborados que lhes permitem por vezes
compensar o stress originado por esses compostos.

Em resposta a situacdo de stress, podem acontecer alteracdes de alguns parametros
fisioldgicos (e.g. crescimento, formacdo de rebentos, fotossintese) e bioquimicos das

plantas (e.g. atividade de enzimas antioxidantes).

Assim, para avaliar os efeitos causados pelos farmacos na Typha spp., determinou-se a
taxa de crescimento relativo (TCR) da folha maior e da menor, em todas as plantas
usada nos ensaios, bem como as concentraces dos pigmentos fotossintéticos (clorofila
total (a+b), clorofila a clorofila b e carotenoides) em amostras de folhas verdes destas
plantas. Foi ainda determinada a atividade enzimatica de algumas enzimas antioxidantes
(SOD, CAT e GPX), envolvidas na resposta ao stress oxidativo pelas plantas sujeitas a

uma determinada concentracdo dos farmacos.

A inspecéo visual do aspeto das plantas, (como o aparecimento de cloroses ou necroses
nas folhas), a contagem do nimero de novas folhas de cada planta, a observacdo de
novos rebentos, também foram avaliados durante todo o periodo de realizacdo da
experiéncia, de modo a permitir um estudo mais completo sobre os efeitos de
fitoxicidade dos farmacos nas plantas.
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a) Determinacdo da TCR
Os valores de TCR foram calculados de acordo com a equagéo 5 proposta por Hunt:

_hp,-lnp

ITCR
(equacgdo 5)

onde pl e p2 séo respetivamente o tamanho inicial (cm) e final (cm) das folhas, e t é o

periodo de duracdo do ensaio em horas.

Assim, foram comparados os valores obtidos nas plantas expostas a solucdo de
farmacos (Leito Il) com os obtidos nas plantas do controlo (Leito I) e os resultados

estdo apresentados na figura 29.
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Figura 29 - Taxa de crescimento relativo média da folha maior, da menor e do crescimento
médio das plantas dos leitos | e 1l ao fim de 168h de experiéncia (média + DP, n = 6). Diferentes

letras significam valores significativamente diferentes para P<0.05.

Comparando as TCR médias das folhas maior e menor das plantas dos Leitos | (controlo
- sem farmacos) e Il (Leito com farmacos), verificam-se algumas diferencas no
crescimento das folhas, que sdo significativas para as folhas menores. Ambas as folhas

das vérias plantas na presenca dos farmacos cresceram ligeiramente menos, em média,
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do que no caso das plantas controlo, pelo que se pode concluir que os farmacos
presentes no ensaio I, do qual fazem parte a FUR, SMZ, DCF e NAP, causam algum
tipo de efeito nas plantas (inibicdo ou atraso no seu crescimento), o que é um sinal um

sugestivo de possivel toxicidade.

E de destacar ainda que as folhas maiores das plantas no Leito com os farmacos
cresceram menos cerca de 10 %, em média, do que nos controlos, enquanto as folhas
menores das plantas na presenca dos farmacos cresceram, em média, menos
aproximadamente 25% do que nos controlos. De facto, as diferencas sdo mais
acentuadas nas folhas menores e a explicacdo pode dever-se ao facto destas folhas (mais
jovens) estarem ainda numa fase de maior crescimento do que as maiores, sendo por
isso mais acentuado e notorio o efeito de uma inibi¢do ou atraso do crescimento causada
por efeitos toxicos dos farmacos. Por outro lado, as folhas maiores ja estardo numa fase
muito mais proxima do fim do crescimento e estabilizacdo do seu tamanho, sendo por
isso menos visivel na sua TCR o possivel efeito toxico dos farmacos no crescimento
destas folhas mais antigas.

Ainda da observacdo da figura 29, é possivel verificar através do tamanho meédio das
folhas, que o Leito Il apresenta uma taxa de crescimento medio relativamente inferior a
do Leito | (Leito que ndo estd exposto aos farmacos), confirmando desta forma os

efeitos tdxicos dos farmacos nas plantas, levando assim a inibigdo do seu crescimento.

Da inspecdo visual feita as plantas expostas aos farmacos, durante o periodo que
decorreu a experiéncia, as mesmas estavam vicosas e nao apresentavam o aparecimento

de cloroses (amarelecimento das folhas) e de folhas murchas ou secas na parte superior.

Comportamento idéntico foi verificado com plantas diferentes, por outros autores que
observaram que quando as macréfitas eram expostas ao aumento dos farmacos levava a
uma diminuicdo radicular (Marques & Nascimento, 2013; Singh & Prasad, 2014) bem
como da parte aérea das plantas (Fernandez et al., 2013; Marques & Nascimento, 2013).
Essa repressdo de crescimento das plantas, poderd ser um indicador de efeitos de

toxicidade nas plantas.
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b) Determinacéo dos Pigmentos Fotossintéticos
A presenca de farmacos no meio aquético afeta, em geral, 0 comportamento das plantas,
alterando com isso varios parametros fisiologicos, entre 0s quais os relacionados com o
processo de fotossintese. Assim, neste estudo foi avaliado o efeito que a exposicao das
plantas Typha spp. aos farmacos teve a nivel da concentracdo dos seus pigmentos

fotossintéticos tais como clorofila a, clorofila b, clorofila total (a + b) e carotenoides

Os valores da concentracdo destes pigmentos determinados nas plantas expostas aos
farmacos (Leito 1) foram comparados com os valores obtidos nas plantas do controlo

(Leito ), para os 0, 3 e 6 dias de exposicao.

A determinacdo das concentracfes dos varios pigmentos foi obtida por medicdo das
absorvancias dos extratos a diferentes comprimentos de onda (665, 652 e 470 nm) e

efetuando o célculo das concentracdes dos pigmentos de acordo as seguintes equagoes:

Clorofila a (pg/ml) = 16,72 (A665) — 9,16 (A652) (Lichtenthaler, 1983) ( equagio 6)
Clorofila b (ug/ml) = 34,09 (A652) — 15,28 (A665) (Lichtenthaler, 1983) ( equagio 7)

Clorofila total (a+b) (ug/ml) = 22,12 (A652) + 2,71 (A665) (Porra et al., 1989) ( equagdo
8)

Carotenoides (ug/ml) = (1000 A470 - 1,63 [Clorofila a] — 104,96 [Clorofila b])/ 221
(Lichtenthaler, 1983) ( equagéo 9)

Os valores médios obtidos para a concentracdo de cada um dos pigmentos
fotossintéticos, para o Leito Il (contendo a solu¢do com os farmacos) e para o Leito |

(Controlo), representados no grafico da figura 30.
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Figura 30 - Pigmentos fotossintéticos presentes na parte aérea da Typha spp. apés 0, 3 e 6 dias
de exposicao, sujeita as concentracdes de 0 (Leito 1) ou 2,5 mg/L dos farmacos em solucéo
(Leito II).

Analisando os resultados obtidos verifica-se que no inicio da experiéncia (0 dias) as
concentracdes para todos os pigmentos (clorofila total, clorofila a e b, clorofila
a/clorofila b e carotenoides), eram praticamente iguais para as plantas do Leito Il
(expostas a 2,5 mg/ L de farmacos) comparativamente as plantas do | (controlo), o que
estd de acordo com as espectativas pois para estas amostras ainda ndo tinha decorrido

qualquer tempo de exposicdo que justificasse diferencas significativas.

Entretanto, ap6s 3 e 6 dias de exposicdo aos farmacos as concentracbes da clorofila
total, clorofila a e b, e clorofila a/clorofila b diminuiram nas plantas expostas ao
composto em relacdo as plantas do controlo, parecendo ja haver uma inibicdo na sintese
deste pigmento ou uma degradacdo do pigmento ou dos seus precursores. Este efeito,
segundo alguns autores, é observado com frequéncia nas plantas em situacOes de stress
(Gill & Tuteja, 2010; Sharma et al., 2012).

No que diz respeito aos carotenoides, ao longo de todo o tempo de duragdo da
experiéncia, as concentragfes mantiveram-se praticamente constantes nas plantas do
controlo (Leito I) e nas plantas do Leito Il. Esta observacdo podera ser indicativa de
uma diminuicdo da concentracdo do farmaco no interior da planta (eventual

metabolizacdo) ou uma capacidade da planta de lidar com a presenca do composto
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(destoxificacdo), parecendo haver assim uma resposta da planta a situacdo de stress
causada pela presenca do farmaco. E de notar que, para além de participarem como
coadjuvantes no processo de fotossintese, 0s carotenoides também possuem a
capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio, tendo assim uma acgdo
antioxidante que protege as células dos danos oxidativos decorrentes das situactes de
stress, em que normalmente aumentam as espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
“Reactive Oxygen Species”), especialmente o 3o radicalar superoxido *O2.” (Jomova &

Valko, 2013; Téth et al., 2015)

(Esteban et al., 2015) também descreve os carotenoides como potentes inibidores e
sequestradores de ROS, reagindo com estes para formar espécies menos reativas atraves

de diversos mecanismos reaccionais (Jomova & Valko, 2013).

A acdo antioxidante dos carotenoides pode ocorrer em conjunto com outros compostos
da planta. Desta forma, as células das plantas desenvolveram varios mecanismos,
enzimaticos e ndo enzimaticos, que permitem controlar e eliminar o nivel destas
espécies reativas de oxigénio, evitando assim danos significativos nas células que, em
casos extremos, podem conduzir a morte celular. O sistema enzimatico antioxidante é
um desses mecanismos protetores que eliminam ou reduzem os niveis de ROS por a¢des
sequenciais e simultaneas de varias enzimas como catalases, peroxidases e superoxido

dismutase.

c¢) Determinacédo da atividade enzimatica
Assim, foram determinadas as atividades enziméticas das enzimas SOD, CAT e GPX
em amostras de folhas das plantas, por forma a caracterizar melhor a resposta
enzimatica antioxidante ativada pela Typha spp. em reacdo ao stress causado pela
exposicdo das plantas aos farmacos do Leito Il. Uma agdo coordenada entre as
atividades destas enzimas é fundamental, pois determina os niveis de ROS (superoxido,

perdxido de hidrogénio, entre outros, na célula).

Embora cada enzima possua um papel fundamental no controlo dos niveis de ROS, este
estudo d& maior relevancia as enzimas SOD, CAT e GPX na remoc¢do de ROS das

plantas. A enzima SOD encontra-se na primeira linha de defesa contra o crescimento da
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quantidade de ROS, sendo capaz de transformar o radical superdxido (¢O2:) no
peroxido de hidrogénio (H20>), que, no entanto, € uma espécie ainda bastante reativa e
potencialmente causadora de danos nas células (M. P. Mourato et al., 2015). Assim, 0
H>O, também precisa de ser removido, 0 que pode ser conseguido por agdo de outras
enzimas, tais como a CAT, que ira catalisar a reacdo de dismutacdo do H202 em H20 e
O2. Esta enzima, que no interior das celulas se encontra nos peroxissomas e
mitocdndrias, tem um papel importante na remog¢édo de H2O2, que por sua vez ja tem 0s
seus niveis alterados pela atividade da SOD. (M. Mourato et al., 2012). Por sua vez, a
enzima GPX é uma peroxidase que se encontra no citosol, nas paredes celulares, em
vaclolos e também nos espacos extra-celulares. As peroxidases exercem um papel
fundamental na detoxificacao do peroxido de hidrogénio e/ou outros peroxidos
organicos, que sdo produzidos em resultado da exposi¢cdo a xenobi6ticos (tais como 0s
farmacos) e pela acdo da SOD que atua a montante. Estas enzimas catalisam a reducéo
do H202 em H>O (participando assim na sua remocdo das células), necessitando,
contudo, de um substrato que atue como agente redutor. A guaiacol peroxidase utiliza
como substrato redutor, a guaiacol (C7HsO2) para formar um composto corado, 0
tetraguaiacol., apresentando uma maior afinidade para os peroxidos que as CAT. Apesar
de a CAT ser mais ativa em condicOes de stress, a guaiacol peroxidase protege as
celulas quando ocorre niveis mais baixos de stress oxidativo (M. Mourato et al., 2012).

A atividade enzimatica da SOD é definida como a quantidade de enzima necessaria para
inibir a reducdo do citocromo-C férrico em 50% e determina-se de acordo com a
seguinte equagao:

0.5x (i—‘:) controlo Vtotal

U= y X
(i—‘:‘) amostra Vamostra

(Equacéo 10)

onde (AA/At) é o declive da variagdo da absorvancia a 550 nm com o tempo; Vtotal é o
volume da mistura reacional (mL) e Vamostra corresponde a quantidade de extrato
utilizado (mL).
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Para o célculo da atividade enzimatica da CAT, em unidades de atividade enzimatica,
recorreu-se a seguinte equacao:

1 27
X—X—
L

(Equacdo 11)

onde Abs/At é o declive da variagdo da absorvancia a 240 nm com o tempo; At 0
intervalo de tempo; ¢ é a absortividade molar do H202 a 240 nm (3,94 x 10 mL pmol™*
mm™?); L é a largura da célula (10 mm) e V é o volume de extrato utilizado (mL).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima
necessaria para catalisar a decomposi¢do de 1 umole H202 por minuto, a 25°C, nas

condigdes dos ensaios.

A atividade enzimatica da GPX é medida pela seguinte expressdo (adaptada de
(Gajewska et al., 2006), usando como coeficiente de absortividade molar do um valor de

26,6 mM™* cm™ do tetraguaiacol

Atividade GPOD = %’S x —n

mol min™ mL" = U mL"
266XV G ) (Equacdo 12)

onde AAbs/At é o declive da parte linear da curva da cinética enziméatica da GPX obtida
no espetrofotometro, durante um intervalo de tempo de 2 min; V é o volume de extrato

(mL); Vt é o volume total na cuvette (mL).

Os valores obtidos para as atividades enzimaticas SOD, CAT e GPX na parte aérea da
Typha spp. foram comparados com os valores da atividade das mesmas nas plantas do
Leito | (controlo), para os tempos 0 (referéncia de 100%), 3 e 7 dias de exposic¢ao e 0s

resultados estdo apresentados na figura 31.
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Figura 31 - Atividade enzimatica da SOD, CAT e GPX na parte aérea da Typha spp. aos 0, 3 e
7 dias de exposicao, sujeita as concentragdes de 0 (Leito I) e 2.5 mg/L de farmacos em solucéo
(Leito 1) (média £ DP, n=9). Diferentes letras indicam valores significativamente diferentes
para P<0,05.

Observa-se através da Figura 31 que ao fim de 3 dias de exposicdo, ocorreu um ligeiro
aumento da atividade da enzima SOD nas folhas das plantas do leito Il relativamente ao
controlo (leito 1), e que foi continuando ao longo do tempo a aumentar mais
acentuadamente (mostrando os testes ANOVA diferencas significativas), tendo aos 7
dias de exposi¢do ja um aumento mais expressivo. Isto mostra que a presenca dos
farmacos em solucdo estimulou a enzima SOD na parte aérea da Typha spp,
aumentando desta forma a sua atividade em resposta ao stress que é provocado nas
plantas. Este aumento da atividade pode ser atribuido ao provavel aumento da
concentracdo do ido radicalar superoxido (+O2-"), que resulta da situagdo de stress
provocada pela exposicdo das plantas aos farmacos. Estudos ja publicados demonstram
este aumento da atividade SOD na presenca de varios poluentes tanto organicos como
inorgénicos (Dordio et al., 2011; Ferrat et al., 2003). No entanto, este aumento da
atividade da SOD pode ser um indicativo de uma capacidade da planta em lidar com a

presenca dos farmacos, em resposta ao stress.
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Por outro lado, em relacdo a CAT, verificou-se um decréscimo da sua atividade
enzimatica nos primeiros tempos de exposicdo aos farmacos, o que poderd ter sido
consequéncia da excessiva producdo de ROS, devido a acumulacdo de farmacos dentro
dos tecidos da parte aérea da Typha spp., e, possivelmente, um efeito de inibicdo destas
enzimas em resultado destas condi¢des adversas, desta forma causadora de uma redugéo
da resposta enzimatica. Contudo ao fim de 7 dias de exposicdo aos farmacos, parece ter
havido uma recuperacdo da atividade enzimatica da CAT, apesar de os testes ANOVA
ndo comprovarem diferencas estatisticamente significativas. Significa isto que parece
haver um estimulo da enzima CAT na parte aérea da Typha spp. ao fim deste periodo
mais longo (7 dias). Este aumento da atividade pode ser atribuido ao provavel aumento
da concentragdo do seu substrato, H202, em resultado da agao da enzima SOD.

Relativamente a GPX, também responsavel pela eliminacdo de H203, verificou-se uma
diminuicdo da sua atividade nos primeiros dias da experiéncia (3 dias), indicando uma
inibicdo desta enzima. A sua estimulagdo foi retardada, aumentando a sua atividade ao
longo do tempo (7dias) ap6s o decréscimo inicial (apesar de os testes ANOVA nao
comprovarem diferencas estatisticamente significativas), sendo este aumento um pouco
lento. Observou-se um comportamento bastante idéntico ao da enzima CAT, uma vez
que esta enzima cumpre uma funcdo idéntica a da CAT. As variacdes de atividade desta
enzima GPX, poderdo ser resultado do mesmo tipo de efeitos que se discutiu para a
CAT. A conversdo de H>O> (resultante da atuacdo da SOD) em &gua, catalisada pela
guaiacol peroxidase, podera ajudar a diminuir os niveis de H20O- e limitar os potenciais
danos causados por elevados niveis de perdxido.

Devido a localizacdo celular da GPX, e porque esta atua em diversos substratos
fenolicos, esta enzima da uma menor informacdo em relacdo aos mecanismos de

tolerancia face ao stress oxidativo.

5.3.2. Ensaio Il

5.3.2.1. Condicdes relevantes dos ensaios
Neste ensaio que se iniciou em maio de 2021, as plantas dos microcosmos de LCMs
encontravam-se ja numa fase avangada do crescimento, com uma altura media de 85
cm, apresentando a folha menor um tamanho médio de cerca de 48 cm e a folha maior

122 cm e uma densidade média das plantas nos leitos era agora de 114 plantas/m?.
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a) Evaporacéo e condi¢des climatéricas
Sob influéncia das condi¢es climatéricas durante o periodo do ensaio as taxas de
evaporacao/evapotranspiracdo para os varios leitos foram semelhantes as do Ensaio I, e

os valores encontram-se apresentados na tabela 11.

Tabela 11 - Volume (mL) de liquido adicionado diariamente aos leitos e valores médios da taxa
de evaporagao/evapotranspiracdo de cada leito.

Leito Volume de liquido adicionado (mL)
| 1100 1110 860 1050 1200 1140 1240 14,6 4,05 1,83 8 11,05
I 1140 1120 890 1072 1220 1180 1280 15,05 4,16 1,77 8,5 11,43
m 252 260 196 270 300 280 340 3,61 -—-- -—-- -—-- -—--
v 0 0 0 0 0 0 0 - - - - -
Leito | - Planta + matriz (controlo); Leito Il - Planta + matriz + farmacos; Leito Ill - matriz +

farmacos; Leito IV - farmacos

Tal como seria de esperar, e a semelhanca do que aconteceu no ensaio |, o Leito Ill, que
é constituido somente pela matriz, apresentou taxas de perda de dgua bastante inferiores,
nomeadamente de 3,6 mm/d, em relagdo aos Leitos plantados (I e I1). O volume de
liguido perdido deve-se neste caso apenas a evaporacdo, que condicionada pela
temperatura e humidade relativa do ar. Os valores destas condi¢des climatéricas estdo
apresentados na tabela 12, onde se pode deduzir a influéncia destas duas variaveis na
taxa de evaporacdo, nomeadamente observando que para o dia 26 em que se registou a
maior perda de agua se observou simultaneamente a temperatura mais elevada e uma

diminuicdo da humidade.
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Tabela 12 - Registo das condi¢es meteoroldgicas no periodo de 22 a 28 de maio de 2021

Temperatura média

o0 148 147 16 189 228 204 225 18,6
Tempera(toucr;" minima 155 g5 106 94 13 132 153 115
Temperag‘é;" maxima .57 218 233 293 311 259 308 26,1
Humidade média (%) 51,3 515 617 50 42 47 391 490
Humidade minima (%0) 28,7 26,5 39,5 23,7 23,5 32,9 24,2 28,4

H”mida(ﬂ/‘f))mé’“ma 777 853 817 833 742 667 572 76,0
Precipitacdo (mm) 0 0 0 0 0 0 0 0
Vel. Vento (m/s) 815 4,3 2,7 2,8 2 1,4 2,4 2,7

R, G"(’\ll’va/'mrg?"ima 873 1027 741 998 988 582 988 885,3

Ja nos Leitos plantados, além da evaporacdo, também a taxa de transpiracao das plantas
constitui uma importante contribuicdo para as perdas de agua, tendo variado assim a
taxa de evapotranspiracdo entre 14,6 e 15 mm/dia, respetivamente para os Leitos | e Il.
Tendo em conta que o Leito | (2 réplicas) tinha em média 8 plantas enquanto o Leito Il
(igualmente com 2 réplicas) tinha em média 8,5 plantas, a diferente densidade de
plantas dos Leitos explica 0 motivo da taxa de evapotranspiragdo ser superior no

segundo caso.

Assim, é possivel estimar os valores de agua perdidos através da transpiracdo das
plantas, sendo estes de 11 e 11,43 mm/dia para os Leitos I e Il, o que constitui uma

importante contribuicdo para a perda de dgua nos Leitos.

Analisando-se os resultados das Kc (Et/Eo) obtidas na tabela 11, com o Leito Il a
presentar-se um valor de Kc ligeiramente superior em relacdo ao Leito I, verificou-se
influéncia uma vez das condi¢des climatéricas, a humidade e temperatura, bem como
também pela espécie a que pertence a macrofita. A ligeira diferenca pode deve-se
principalmente a efeitos da exposicao aos farmacos (no Leito Il) sobre o comportamento

das plantas.
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b) pH do meio

Como ja foi referido anteriormente, o pH do meio é um dos fatores que influencia
significativamente a capacidade dos materiais argilosos para adsorver compostos, bem
como o desenvolvimento da vegetacdo e da populagcdo microbiana nos LCMs. Por esta
razdo, determinaram-se os valores de pH da solugdo em contacto com a matriz de
suporte ao longo do periodo de realizacdo dos estudos. Os resultados obtidos

encontram-se apresentados na figura 32.

Ensaio Il
10
8 i /‘ H = 4.
6 I/
T
o
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2 -
O 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo (h)
—&— Matriz+farmacos Matriz+plantas+farmacos Matriz+plantas+agua Farmacos

Figura 32 - Valores do pH do meio nos leitos ao longo do periodo de estudo.

Da analise dos dados, observou-se que os valores de pH da solu¢do em contacto com as

diferentes matrizes variaram entre 6 e 7,6 ao longo do periodo de realizacdo do ensaio.

Os valores de pH da solugédo do Leito IV (sem plantas nem matriz) foram aqueles que
apresentaram menores variagdes ao longo do tempo, mantendo-se praticamente
constantes. Os valores iniciais de pH mantiveram-se ligeiramente &cidos devido as
caracteristicas 4cidas dos farmacos presentes em solucdo e também em resultado da
exposicdo da solucéo ao ar.

Verifica-se por outro lado que no Leito 1l (onde ndo se colocaram plantas, mas apenas
a solucdo em contacto com a matriz) houve um maior aumento de pH durante o estudo,
partindo de um valor inicial de 6,0 até um valor de ~7.6, 0 qual se manteve constante a

partir das 48h em diante. O valor de pH final atingido é fortemente condicionado pela
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composicao quimica e mineraldgica dos materiais da matriz, tal como ja foi referido e

discutido anteriormente (secgdo 5.3.1.1).

E de realcar também que nos Leitos plantados (I e 11) os valores de pH foram muito
semelhantes, sofrendo poucas alteracbes ao longo do ensaio, situando-se no final em

valores intermédios e proximos da neutralidade.

Estes resultados demonstram que as plantas tém um efeito moderador da alcalinidade da
matriz, o que podera resultar da libertacdo de exsudados pelas plantas, os quais contém
normalmente &cidos organicos de baixo peso molecular, tais como o &cido oxalico, o
malico, o férmico ou o acético, que contribuem para a diminuicdo do pH do meio
contendo a matriz e as plantas (Zhang et al., 2012). Tais condicdes de pH (meio neutro
ou ligeiramente alcalino), sdo favoraveis ao desenvolvimento das plantas e da populagédo

microbiana.

5.3.2.2. Remocéo dos farmacos pelos microcosmos de LCM

O procedimento para avaliar a eficiéncia de remocdo dos farmacos neste ensaio 1l, bem
como a caracterizacao da cinética do processo global em cada caso, foram 0s mesmos
que os descritos no ponto 5.3.1.2 (Remocao dos farmacos pelos microcosmos de LCM -
Ensaio I). As unicas diferencas foram nas concentracbes dos farmacos utilizados na
solucdo, bem como o aumento da variedade de farmacos nessa mistura.

Assim sendo, os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 33 e 34, onde
constam as percentagens de remocgdo de FUR, SMZ, DCF e NAP nos diferentes Leitos
apenas para alguns dos tempos de contato mais determinantes em termos cinéticos,
nomeadamente 0,5; 8,5 e 168 h, correspondendo estes tempos, como veremos
posteriormente, a diferentes etapas do processo e, no fim, a um estado ja proximo do
equilibrio.
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Ensaio Il - LCM
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Figura 33 - Percentagem de remocédo de FUR, SMZ, DCF e NAP para os tempos de contato de
0,5 h; 8,5he 168 h. — Ensaio Il — Leitos plantados (I1).

Como se pode observar na figura 33, & medida que se vai aumentando o tempo de
contacto com os farmacos no Leito plantado, a taxa de remog¢do dos mesmos vai sempre
aumentando até estabilizar, quando o sistema atinge o seu equilibrio. Uma vez mais e a
semelhanca do que se verificou no ensaio I, o farmaco que apresenta maior taxa de
remocdo é o DCF, atingindo ao fim da experiéncia uma eficiéncia de remog&o a rondar
0s 96%.

Ensaio Il - Matriz
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Figura 34 - Percentagem de remocédo da FUR, SMZ, DCF e NAP para os tempos de contato de
0,5; 8,5e 168 h. — Ensaio Il — Apenas Matriz (Leito I1).
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E de notar também que relativamente a quantidade total de farmacos removida, a por¢ao
que o é logo na primeira meia hora de contacto, tal como a porcdo removida ao fim de
8,5 h e até ao final da experiéncia é muito diferente para os dois tipos de Leitos (fig. 33
e 34). Assim as capacidades maximas de remocdo dos farmacos em estudo para 0s
Leitos plantados sdo muito superiores as obtidas nos ensaios efetuados s6 com as
matrizes, uma vez que ocorrem processos de remocgdo associados com a presenca das
plantas que se observam no Leito plantado e que obviamente estdo ausentes nos Leitos
ndo plantados, conforme ja foi mencionado no ensaio I, 0 que contribui de certa forma

para que se atinjam eficiéncias de remocéo mais elevadas nos leitos plantados.

Observa-se ainda que, tanto no Leito plantado como no ndo plantado, a remoc¢éo do
DCF é superior a remocdo dos outros farmacos. Na realidade, dada a diferenca entre os
valores da hidrofobicidade desses compostos, seria previsivel uma remocdo pelas

plantas diferenciada.

O DCF, sendo um composto mais hidrofébico (log Kow = 4.51), embora possa sofrer
absorcdo radicular e consequente translocacdo/metabolizacdo no interior dos tecidos
vegetais, seria de esperar que estivesse maioritariamente sujeito a adsor¢do/imobilizacéo
nas paredes celulares e camada lipofilica das raizes das plantas. Assim, a maior remogao
deste composto nos Leitos plantados contraria a visdo comummente aceite (Van
Hoewyk et al., 2005).

A presenca de FUR em folhas de Typha, ja foi detetada noutros estudos, tais como em
Machado et al. (2020), o que demonstra que esta planta consegue efetivamente absorver
e translocar para a parte aérea este composto. Entretanto, farmacos moderadamente
hidrofobicos, tais como a carbamazepina (log Kow = 2,45), também ja foram detetados

nas partes aéreas de plantas (Dordio et al., 2011).

Deste modo, ao fim de 168h de experiéncia, a percentagem de remocéo dos 4 farmacos,
foram superiores nos Leitos plantados relativamente aos leitos que continham s6 a
matriz, tendo a presenca das plantas contribuido, direta ou indiretamente, para uma
remog&o adicional de entre 19 % (NAP) a 35% (FUR).

Estes valores confirmam o que foi referido anteriormente, que apesar dos processos
associados com a matriz terem um efeito mais rapido na remoc¢do dos farmacos, os

processos mais lentos que ocorrem nos Leitos plantados associados a componente biota
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permitem atingir maiores percentagens de remocdo ao fim de um periodo mais longo.
Esta maior eficiéncia de remocdo obtida nos Leitos plantados podera estar relacionada
com a ocorréncia de Vvarios processos que, direta ou indiretamente, contribuiam para a
remocao de farmacos, nomeadamente a adsor¢do dos farmacos as raizes e rizomas das
plantas; a absor¢do dos farmacos pelas raizes e sua eventual translocacdo para as partes
aéreas da planta com uma possivel metabolizacdo ou sequestracdo em compartimentos
celulares adequados; um aumento da biodegradacdo na matriz, em particular na
rizosfera, a qual é potenciada pelo efeito estimulante de alguns exsudados libertados
pelas raizes das plantas no desenvolvimento dos micro-organismos; e ainda a
transformacéo/degradacdo dos compostos catalisada por enzimas presentes nesses

exsudados

5.3.2.3. Resposta fisioldgica e bioquimica das plantas ao stress abiotico
Para avaliar os efeitos causados na planta Typha spp pelos farmacos que séo objeto de
estudo neste ensaio Il, realizou -se, a semelhanca do Ensaio |, a avaliagdo dos seguintes
parametros:
- TCR,
- a determinacdo das concentracBes de pigmentos fotossintéticos, nomeadamente
clorofila a, clorofila b, clorofila total (a+b) e carotenoides
- a determinacdo da atividade enzimatica de algumas enzimas antioxidantes (neste caso,
a CAT e a SOD) envolvidas na resposta ao stress oxidativo das plantas sujeitas a uma
determinada concentracdo de farmacos.
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a) Determinacdo da TCR

Ensaio Il
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Figura 35 - Taxa de crescimento relativo média da folha maior, da menor e do crescimento

médio das plantas de Typha nos Leitos dos Leitos | e Il ao fim de 168h de experiéncia (média +
DP, n=6). Diferentes letras significam valores significativamente diferentes para P<0.05.

Neste ensaio, a TCR das folhas apresentou uma reducdo em todas as plantas que
estiveram em contacto com os farmacos relativamente as plantas do Leito de controlo,
embora estas diferengas ndo possam ser consideradas estatisticamente significativas em
resultado dos testes ANOVA.

Verificou-se um comportamento semelhante ao observado para o ensaio I, com as
folhas mais jovens a mostrarem-se mais sensiveis a exposi¢ao aos farmacos (cresceram,
em média, menos aproximadamente 25% do que nos controlos) do que as folhas mais
desenvolvidas (cresceram em média menos cerca de 0,005 do que nos controlos). Tal
seria de esperar face as menores necessidades nutricionais e estado de desenvolvimento
mais avangado das folhas maiores, o que torna menos evidente o efeito da diminuicdo

do crescimento nestes casos.

Os resultados obtidos vao de encontro aos trabalhos publicados por outros autores, que
observaram também que a exposi¢do das plantas aos farmacos, provocava inibi¢do no
crescimento da raiz (Marques & Nascimento, 2013; Singh & Prasad, 2014) bem como
da parte aérea (Fernandez et al., 2013; Marques & Nascimento, 2013), com possivel

efeito toxico dos farmacos no crescimento destas folhas.
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b) Determinacao dos Pigmentos Fotossintéticos

Com o intuito de avaliar o efeito que a exposicdo das plantas aos farmacos tem nas
concentracOes de clorofila total (a + b), clorofilas a e b e carotendides da Typha spp.,
procedeu-se a quantificacdo destes pigmentos nas folhas das plantas do Leito Il e
compararam-se 0s resultados com os obtidos nas plantas do controlo (Leito 1) para o
tempo de exposicao de 0, 3 e 6 dias.

Assim, para a determinagdo das concentragdes dos varios pigmentos seguiu-se 0 método
de extracdo de Lichtenthaler modificado, previamente otimizado e os valores medios
obtidos para a concentracdo de cada um dos pigmentos para o Leito | e Il encontram-se

representados na Figura 36.
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Figura 36 - Pigmentos fotossintéticos presentes na parte aérea da Typha spp. ap6s 0, 3 e 6 dias
de exposicdo, sujeita as concentracdes de 0 (Leito I) ou 2,5 mg/L dos farmacos em solugédo
(Leito II).

Pode-se observar na figura 36 que as concentracdes da clorofila total, clorofila a e b,
clorofila a/ clorofila b e carotenoides das plantas expostas aos farmacos (Leito I1) e das
plantas controlo (Leito I) partem de valores muito proximos no inicio do ensaio (0 dias).

No entanto, para 3 e 6 dias de estudo observou-se uma ligeira diminuicdo das
concentragOes da clorofila total, clorofila a e b, e clorofila a/clorofila b nas plantas
expostas aos farmacos, com excec¢do para clorofila a/clorofila b que ao fim de 6 dias de
experiéncia a concentracdo destes pigmentos passou a ser ligeiramente superior a das

plantas controlo. Isto podera ser a indicacdo de que as plantas inicialmente ressentiram-
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se da exposicdo ao agente tdxico, mas que com o passar de tempo foram capazes de
lidar com a presengca do composto (destoxificacdo) e reagir de forma positiva,

recuperando dos seus efeitos nocivos.

No que concerne aos carotendides, durante todo o tempo da experiéncia, as
concentragdes mantiveram-se praticamente iguais nas plantas do controlo (Leito I) e nas
plantas do Leito 11, o que pode ser indicativo do papel importante que carotendides tém
na resposta ao stresse causada pela sua exposi¢do continuada aos fa&rmacos presentes na

solucéo.

De facto, para além da sua funcdo de pigmento acessério na fotossintese, 0s
carotendides possuem ainda uma capacidade antioxidante, i.e. de eliminacdo de espécies

reativas de oxigenio.

c) Determinacédo da atividade enzimatica
Como ja foi dito anteriormente, o sistema enzimético antioxidante é um dos
mecanismos protetores que eliminam ou reduzem os niveis de ROS, por acbes
sequenciais e simultaneas de varias enzimas como SOD, CAT, GPX, entre outras.
Procurou-se neste ensaio Il, a semelhanca do que é relatado na sec¢do 5.3.1.3,
determinar a atividade das enzimas SOD, CAT e GPX em folhas das plantas do Leito Il
e do Leito | (controlo), para os tempos O, 3 e 7 dias de exposicdo a solucdo com

farmacos.

Deste modo, os resultados obtidos para as atividades enzimaticas da SOD, CAT e GPX,

determinadas na parte aérea da Typha spp., encontram-se apresentados na figura 37.
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Figura 37 - Atividades enzimaticas da SOD, CAT e GPX na parte aérea da Typha spp. aos 0, 3
e 7 dias de exposicao as concentracdes de 0 mg/L (Leito I) e 2.5 mg/L de farmacos em solucéo
(Leito 11) (média £ DP, n=9). Diferentes letras indicam valores significativamente diferentes
para P<0,05.

Neste ensaio, a resposta enzimética das plantas Typha spp. a presenca dos farmacos em
solucdo é muito semelhante ao que se verificou no ensaio I, tendo-se observado,
conforme € visivel na figura 37, um aumento significativo na atividade enzimatica da
SOD, com a CAT e a GPX a sofrerem uma ligeira diminuicdo nas suas atividades

quando comparadas com as atividades enzimaticas observadas no Leito I.

Como se pode observar na figura 37, logo no periodo inicial do ensaio (3 dias) a
atividade enzimatica da SOD nas folhas das plantas expostas aos farmacos (Leito I1) é
superior a das plantas do Leito I (controlo). Ao fim de 7 dias de exposi¢éo, observa-se a
continuacdo deste comportamento sendo este aumento até significativamente maior do
que no periodo inicial. Como foi anteriormente referido para o ensaio I, 0 aumento da
atividade da SOD provavelmente deve-se ao aumento da concentracdo em anido
radicalar superoxido (e0O2’), provocada pela situacdo de stress a que as plantas foram

sujeitas quando expostas aos farmacos, ocorrendo assim a conversdo do ido radicalar
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superoxido em H20», o qual devera ser posteriormente eliminado pela acéo catalitica da

CAT e restantes peroxidases.

Os efeitos da exposi¢do aos farmacos bem como a produgdo e acumulagdo de ROS
podem ser responsaveis pela inibicdo de algumas enzimas. Esta podera ser a razdo para
a significativa diminuicdo da atividade das enzimas CAT e GPX que se observam na
figura 37. Ao fim de 7 dias de exposicdo, porém, parece haver uma recuperagdo destas
enzimas, CAT e GPX, com um aumento ligeiro das suas atividades (embora em ambos
0S €asos ndo se possam considerar estes aumentos como estatisticamente significativos),
0 que podera dever-se ao estimulo destas enzimas induzido pelo crescimento da

concentragdo de H>O, em resultado da eficiente acdo da SOD.

Por outro lado, observa-se que os efeitos na atividade da GPX sdo um pouco mais
pronunciados do que para a CAT, verificando-se uma maior inibicdo inicial desta

enzima e também uma mais lenta recuperacdo posterior.

5.3.3. Ensaio Il

5.3.3.1. Condicdes relevantes dos ensaios
O Ensaio Il decorreu em maio de 2022. Na altura da realizacdo dos ensaios as plantas
ja se encontravam em final de ciclo de vida, com a maioria das suas folhas ja
plenamente desenvolvidas, sendo a sua densidade média nos leitos de 134 plantas / m?.
Durante a realiza¢do do ensaio, contudo, surgiram ainda novos rebentos nos dois leitos

(Ensaio 1 e 11).

a) Evaporacéo e condicges climatéricas
Os niveis da coluna de agua nos leitos foram controlados diariamente, a semelhanca do
que aconteceu anteriormente com 0s outros ensaios, e 0s valores de agua de reposi¢édo

para manutencdo dos respetivos niveis encontram-se apresentados na tabela 13.
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Tabela 13 - Volume (mL) de liquido adicionado diariamente aos leitos e valores médios da taxa
de evaporacdo/evapotranspiracdo de cada leito.

Volume de liquido adicionado (mL)

| 1300 1500 1600 1640 1710 1640 1580 20,9 50 20 10 167

T 1378 1540 1640 1650 1810 1680 1620 216 5.2 22 10 17.4

= 240 280 320 280 400 330 320 A

v 0 0 0 0 0 0 0
Leito | - Planta + matriz (controlo); Leito Il - Planta + matriz + farmacos; Leito I11 - matriz + farmacos;

Leito IV — farmacos

Pode-se constatar que, no Leito 111, o qual continha apenas a matriz de suporte, a perda
diéria de agua foi inferior em relacdo aos Leitos plantados (I e Il), tal como seria de
esperar. De facto, nos Leitos sem plantas a perda de agua é devida apenas a evaporacao,
enquanto nos leitos plantados, para além da evaporacao, ocorre também transpiracdo
das plantas. Os dados da temperatura e da humidade relativa do ar registados durante o
periodo do ensaio estdo apresentados na tabela 14, onde se pode verificar que no dia 08
de maio houve um aumento de temperatura e uma diminui¢cdo da humidade, situacéo
que devera ter favorecido a elevada taxa de evaporacao que se observou nesse dia. No
entanto, apesar de continuar o aumento gradual da temperatura no dia seguinte, nao se
registou um aumento da evapotranspiracdo, podendo esse facto estar relacionado com o

aumento de humidade que também se verificou nesse dia.
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Tabela 14 — Registo das condi¢des meteoroldgicas no periodo de 04 a 10 de maio de 2022

Temperatura média

0 183 207 21,7 223 243 251 239 22,3
Tempera(toucr)a minima 16 199 159 148 182 183 178 15,5
Temperag‘cr;" maxima o4, 273 281 287 301 32 31,7 28,8
Humidade média (%) 588  47.9 439 422 312 354 449 434
Humidade minima (%0) 31,6 23,5 24 15,8 15,8 16,8 25,4 21,8
H”mida(ﬂ/‘f))mé’“ma 014 843 656 783 551 531 709 71,2
Precipitacdo (mm) 0 0 0 0 0 0 0 0
Vel. Vento (m/s) 2,5 19 2,1 19 2 2,1 1,8 2,0
R, G"(’\l,’va/'mrg?"ima 1006 979 903 973 960 951 966 962,5

Em relacdo aos Leitos | e IlI, verificaram-se pequenas diferencas nas taxas de
transpiracdo, com valores de 16,7 e 17,4 mm/dia respetivamente. Estas ligeiras
diferengas podem dever-se ao fato de a transpiracéo ser afetada por varios fatores, entre
0s quais a quantidade de massa verde, ja que quanto maior esta for, maior a quantidade
de &gua que é perdida pelas plantas. A data da realizaco deste ensaio, as plantas destes
Leitos ja ndo se encontravam em ativo crescimento, e muitas delas ja se encontravam
mesmo no final do seu ciclo de vida. Além disso, 0s novos rebentos que, entretanto,

foram surgindo eram ainda demasiado pequenos aquando do final dos ensaios.

A semelhanca do que se verificou nos ensaios | e Il, o Kc (Et/Eo) é ligeiramente
superior no Leito Il em relagdo ao Leito I. Uma vez mais, os efeitos da exposi¢éo aos
farmacos (no Leito Il) poderdo estar na base dessa ligeira diferenca de valores de Kc
para os dois leitos.

Assim, pelas diferencas residuais das taxas de transpiracdo observadas no Leito | e 1l,
pode-se afirmar que, neste caso, a presenca dos farmacos em solucdo ndo parece afetar
de forma significativa a taxa de evaporagéo/transpiracéo.
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b) pH do meio
No decorrer deste ensaio, procedeu-se também ao registo dos valores do pH das
solucdes em cada um dos leitos para os tempos de contato com a matriz de suporte ao
longo do periodo de realizacdo dos estudos e os resultados obtidos encontram-se

representados na figura 38.
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Figura 38 - Valores do pH do meio nos leitos ao longo do periodo de estudo.

Verificou-se que, no decorrer da realizacdo dos estudos, os valores de pH para os varios
Leitos variaram entre 6,0 e 7,4. A solucdo inicial contendo os seis farmacos estava
ligeiramente &cida (pH ~ 6,0), o que se deve ao facto de a maioria dos farmacos

estudados serem &cidos.

O Leito 1V (que continha os farmacos apenas num recipiente sem plantas nem matriz),
foi o que apresentou menores oscilacdes de valores de pH ao longo do periodo em que
decorreu o estudo, sofrendo variacéo apenas entre 6,0 e 6,2. Tal como ja referido, pelo
facto de a maioria dos farmacos presentes na solucdo terem caracteristicas acidas (como
0 NAP, DFC, IBU e SMZ) e devido a exposi¢do da solucdo ao ar, esta apresentou-se

ligeiramente acida.

O Leito I (matriz + farmacos), foi 0 que exibiu uma maior variacdo de pH, tendo
iniciado com um valor de 6,0, que, entretanto, foi aumentando até ao final do estudo,

atingindo entdo um valor de 7,4, 0 que sugere que o principal componente do sistema
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responsavel por este aumento tera sido o material que constitui a matriz, conforme
anteriormente sugerido. A subida do pH neste leito deverd ter sido determinada
essencialmente pela matriz, nomeadamente pelos materiais que a compdem, em especial
alguns 6xidos e carbonatos que, como ja se disse anteriormente, entram na composi¢do

da LECA e Ihe conferem um caracter ligeiramente alcalino.

Em relacdo aos Leitos plantados (I e I1) as variagdes de pH da solu¢do em contato com a
matriz foram menores, tendo-se mantido estes valores ao longo de toda a experiéncia,
préximos da neutralidade (pH ~ 7). Esta tamponizacdo, conferindo caracteristicas
aproximadamente neutras a solucdo, é provavelmente um efeito devido as plantas,

nomeadamente através de exsudados libertados por estas.

5.3.3.2. Remocéo dos farmacos pelos microcosmos de LCM
A avaliagdo da capacidade de remocéo dos farmacos bem como a caracterizacdo da
cinética neste ensaio Ill, foram realizadas da mesma forma que foi descrito no ponto
5.3.1.2. Os ensaios tiveram uma duracdo total de 168h, tendo sido utilizada nos Leitos
I, 1l e IV uma solucdo contendo 2,5 mg/L de cada um dos seis farmacos,
nomeadamente, a CBZ, IBU, NAP, DCF, TMP e SMZ e os resultados estdo

apresentados nas figuras 39 e 40.
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Figura 39 - Eficiéncia de remocdo de SMZ, DCF, NAP, CBZ e IBU para 0s tempos de contato
de 0,5; 8,5 e 168 h. — Ensaio Il — Leitos Plantados.
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Figura 40 - Eficiéncia de remocdo de SMZ, DCF, NAP, CBZ e IBU para os tempos de contato
de 0,5; 8,5 e 168 h. — Ensaio Il — Leitos apenas com matriz.

Em relacdo aos valores da eficiéncia de remoc¢do dos 5 farmacos presentes nos Leitos
com plantas e com a matriz, verifica-se que nos Leitos que continham apenas a matriz,
foram sempre inferiores aos dos Leitos plantados, observando-se alguma remocéo logo
na primeira meia hora de contacto em ambos os Leitos para todos os fa&rmacos, devendo
esta remocdo inicial destes compostos ser devida essencialmente a adsorcdo a matriz de

suporte.

Ao fim de 168h de contato, a diferenca comeca a acentuar-se entre a percentagem de
remocao nos Leitos plantados e nos Leitos contendo s6 a matriz. Tornou-se a partir
deste periodo bastante importante a contribuicdo da componente biota, especialmente
das plantas (uma vez que a carbamazepina, um dos compostos mais removido, é
dificilmente biodegradavel pelos microrganismos), na remocdo dos 5 farmacos
presentes na solucdo. Em condicdes semelhantes, ja tinha sido constatado o mesmo
comportamento em ensaios realizados anteriormente, para alguns desses compostos
(Dordio et al 2010). De acordo com estes autores, a capacidade da Typha spp. para
remover alguns farmacos como a carbamazepina também ja tinha sido demonstrada em

estudos de hidropoénica.

Assim, no final da experiéncia, nas 168 h, a percentagem de remocdo dos 5 farmacos
nos Leitos ndo plantados foram bastantes inferiores (SMZ - 55 %, DCF - 76%, NAP -
75%, CBZ - 82% e IBU - 84%) relativamente aos Leitos plantados (SMZ - 81 % , DCF-
96%, NAP - 92%, CBZ - 91% e IBU - 96%), , tendo a presenga das plantas

contribuido, direta ou indiretamente, com um acréscimo de entre 9 % (IBU) a 26%

112



(SMZ) para a eficiéncia de remocdo destes farmacos. Assim, a semelhanca do que se
registou nos ensaios | e Il, neste ensaio também se verificou uma maior remocao dos
farmacos no Leito plantado, o que sugere que a contribuicdo da componente biota,
especialmente as plantas, desempenham um papel bastante benéfico para o
funcionamento do sistema, contribuindo para um aumento significativo da sua
eficiéncia. A contribui¢do das plantas pode ser de possibilitar a adsor¢do farmacos as
suas raizes, absorcdo e translocacdo para as partes aéreas, e/ou estimulacdo das

populacdes microbianas que biodegradam os compostos.

Desta forma, pode-se concluir que Leitos que tenham na sua constituicdo plantas

macrofitas tém uma eficiéncia superior em relacdo aos ndo plantados.

5.3.3.3. Resposta fisioldgica e bioquimica das plantas ao stress abiotico

a) Determinacdo da TCR
Os valores de TCR foram calculados utilizando a equacdo de Hunt, utilizada também
nos outros dois ensaios, e os resultados obtidos estdo apresentados no gréafico da figura
41.
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Figura 41 - Taxa de crescimento relativo média da folha maior, da menor e do crescimento
médio das plantas dos leitos | e 1l ao fim de 168h de experiéncia (média + DP, n = 6). Diferentes

letras significam valores significativamente diferentes para P<0.05.
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Da observacao do gréfico 41, verifica-se que a TCR tanto da folha maior como da folha
menor das varias plantas na presenca dos farmacos (Leito 11) € menor em média do que
a das plantas controlo (sendo a diferenca significativa no caso das folhas menores), pelo
que se pode concluir que os farmacos presentes na solucdo inibem ou dificultam o seu
crescimento, o que é sinal de alguma toxicidade, seguindo deste modo o mesmo

comportamento que 0s outros ensaios anteriores.

A semelhanca do que aconteceu nos outros ensaios, as diferencas nas TCR sdo mais
acentuadas nas folhas menores (mais jovens) do que nas folhas maiores, podendo esta
facto ser devido as diferentes fases de crescimento em que as folhas se encontravam e
estdo de acordo com o esperado. Assim na presenca dos farmacos as plantas jovens
cresceram em média menos cerca de 27,87 % do que nos controlos, enquanto as folhas
maiores cresceram em média menos de 13,6 % do que nos controlos. E notdrio que a
presenca dos famacos afetou mais as folhas jovens, podendo as plantas aqui estarem a

exibir alguns sinais de efeitos toxicos causados pelos farmacos.

b) Determinacéo dos Pigmentos Fotossintéticos
De forma a avaliar os efeitos causados na Typha spp. pela sua exposi¢cdo aos farmacos
estudados neste ensaio, determinou-se a concentracdo da clorofila total (a + b),aebe
carotendides nas plantas de Typha spp. A quantificacdo destes pigmentos determinados
nas plantas expostas aos farmacos (Leito 1) foi comparada com os valores obtidos nas
plantas do controlo (Leito I), para os 0, 3 e 6 dias de exposicao. A concentracao de cada

um dos pigmentos nas plantas para o Leito I e 1l encontram-se na Figura 42.
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Figura 42 - Pigmentos fotossintéticos presentes na parte aérea da Typha spp. apés 0, 3 e 6 dias
de exposicdo, sujeita as concentracdes de 0 (leito I) ou 2,5 mg/L dos farmacos em solugdo (leito

).
Comportamento semelhante aos dos ensaios | e Il foi observado neste ensaio Ill. Logo
no inicio da experiéncia aos 0 dias de exposicdo todos os pigmentos (clorofila total,
clorofila a e b, clorofila a/clorofila b e carotenoides) permaneceram com concentracdes
idénticas entre as plantas do Leito | e as plantas do Leito Il, tal como seria de esperar.
No entanto, as concentracdes destes pigmentos fotossintéticos apds 3 e 6 dias de
exposicdo, comecaram a demonstrar uma inibicdo da sua sintese apresentando ligeiras
diminuicdes em relacdo as plantas do controlo. No entanto, essas diferencas parecem ser
ligeiramente menores ao fim de 6 dias, 0 que podera indicar uma ligeira diminuicdo do
efeito inibitério e recuperacdo das plantas. Em relacdo aos carotenoides as
concentracdes mantiveram-se praticamente constantes nos dois Leitos (controlo e com

farmacos) em todos os dias de exposicdo a que estiveram sujeitos.

c) Determinacao da atividade enzimatica
Os mesmos procedimentos utilizados para os ensaios | e 11, foram aplicados para este
ensaio para determinar as atividades enzimaticas da SOD, CAT e GPX nas folhas das
plantas Typha spp. Os valores obtidos e que estdo apresentados na figura 43, foram
comparados com os valores das atividades determinados nas plantas do controlo (Leito

I) para os tempos 0, 3 e 7 dias de exposicao das plantas aos farmacos.
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Figura 43 - Atividade enzimatica da SOD, CAT e GPX na parte aérea da Typha spp. aos 0, 3 e
7 dias de exposicao, sujeita as concentracdes de 0 (leito 1) e 2.5 mg/L de farmacos em solucao
(leito 1) (média + DP, n=9). Diferentes letras indicam valores significativamente diferentes para
P<0,05.

Ao longo de 3 dias de experiéncia, verificou-se um aumento da atividade da SOD nas
plantas do Leito Il relativamente as do Leito | (controlo), com maior incidéncia aos 7
dias onde atinge um aumento ainda mais significativo. Este aumento da atividade
enzimatica da SOD pode ser um parametro indicativo da capacidade da planta em lidar
com a presenca dos farmacos, em resposta ao stress, combatendo desta forma o aumento
da quantidade de ROlIs.

A atividade da CAT ao fim de 3 dias de exposic¢do ao farmaco sofreu uma diminuicédo
nas plantas do Leito Il relativamente as do Leito I, podendo esta alteracdo ser indicativa
de inibicdo desta enzima em resultado da exposic¢do aos farmacos. Porém, ao fim de 7
dias observa-se um aumento na atividade enzimética da CAT nas plantas do Leito 1l
comparativamente ao controlo, mostrando-se a planta, assim, capaz de tolerar a
presenca dos farmacos presentes na solucdo e reagir a situagdo de stress, cujos efeitos

foram observados no inicio dos ensaios.

Relativamente a resposta enziméatica da GPX, causada pela exposi¢do das plantas aos
farmacos, observou-se, através da figura Z, uma diminuicdo da atividade da GPX nas

folhas das plantas expostas aos farmacos, em particular ao fim de 3 dias de contato,
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parecendo haver ja alguma recuperagédo dessa atividade ao fim de 7 dias de exposicéo.
Deste modo, a exposi¢do aos farmacos parece causar algum stress a Typha spp., mas ao
fim de 7 dias, as plantas parecem comecar a ser capazes de tolerar a presenca desses

farmacos e a reagir, assim, a situacéo de stress.

Note-se, no entanto, que tal como nos ensaios anteriores, 0s aumentos de atividade da
CAT e da GPX dos 3 para os 7 dias, dadas as proximidades das médias e as grandezas

dos desvios padrdes, ndo podem ser considerados estatisticamente significativos.

5.3.4. Evolucao da eficiéncia dos Leitos na remocao dos varios farmacos
Ao longo dos trés ensaios efetuados ao longo do tempo nestes microcosmos de LCMs,
foi observada a evolucdo das eficiéncias de remocdo dos farmacos que se podem

constatar na Tabela 15.

Tabela 15 — Evolugdo das eficiéncias de remog¢ao dos farmacos ao longo dos trés ensaios

% remocao ao fim de 168h

Ensaio | Ensaio Il Ensaio 11
Farmacos
L.Plantados Matriz L.Plantados Matriz L.Plantados Matriz
FUR 71,3 37,6 72,9 37,9
SMZ 76,1 53,2 78,5 54,2 81,1 55,4
DCF 91,1 67,8 95,6 73,8 96,4 76,4
NAP 90,9 72,1 91,9 75,3
CBz 90,9 81,5
IBU 95,8 83,9
Condicdes de ensaio

T sdiaar CC) 21,3 18,6 22,3
Humidade atmosférica 49,7 49,0 435
(%)
Evapotranspiragdo 115 35 15,1 36 21,6 41
(mm/d)
Densidade média d

ensidade mé |a2as &7 114 134
plantas (planta/m")
pH da solucéo 6,9 8,5 7,0 7,7 7,0 7.4
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Pode-se constatar pela tabela 15 que a % de remocdo dos farmacos pelos leitos
plantados em todos os ensaios foi elevada (> 70%), sendo a FUR o farmaco menos
removido e o DCF aquele com maior remocdo. Esta diferenca pode estar relacionada
com a diferenca de solubilidades do DCF em relacdo a FUR (esta € muito mais soltvel
em agua), o que contribuiu favoravelmente para a adsorcdo do DCF, nos diferentes

constituintes da matriz.

A retencdo na matriz tem o papel de maior contribuicéo, sendo responsavel pela maior
parte da remocdo, tendo também as plantas desempenhando um papel bastante benéfico
para o funcionamento do sistema, contribuindo direta ou indiretamente, com um
acréscimo de remocéo dos farmacos: Ensaio | (23 % a 34 %); Ensaio Il (19 % a 35 %) e
Ensaio 111 (9 % a 26 %).

Observou-se também que a % de remocdo nos leitos plantados aumentou de ensaio para
ensaio. Este aumento da remogdo é parcialmente devido a um aumento da retencdo pela
matriz, mas também por uma maior contribuicdo das plantas, motivada por maiores
densidades de plantas nos leitos e maiores taxas de evapotranspiracdo, conforme se

pode verificar na tabela 15.

De modo a obter a maior eficiéncia de remocdo dos farmacos nos LCMs, torna-se
fundamental avaliar a influéncia do tempo de retencdo na eficiéncia de remocao dos
poluentes nos leitos, o que implica ter conhecimento do comportamento cinético dos

processos de remogao.

Assim, efetuou-se o estudo cinético de remocdo dos farmacos em estudo para 0s
diferentes ensaios e leitos. Na figura 44 estdo apresentados os perfis cinéticos

determinados nos diferentes ensaios/leitos para a FUR.
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Figura 44 - Cinética de remocao da FUR nos diferentes ensaios/ Leitos.

Comparando as eficiéncias de remocdo da FUR nos Leitos constituidos por matriz +
plantas e nos Leitos constituidos apenas por matriz, pode-se observar que a cinética é
caracterizada por duas etapas: uma etapa inicial de remocdo muito rapida durante as
primeiras 8,5h horas de contacto, em que se obtém remocGes de cerca de 60% e 36%,
nos leitos 11 e 11l respetivamente. Estas observacdes sugerem que a remocéo inicial,
mais rapida, é devida essencialmente a processos a ocorrerem por contacto direto com a
superficie da matriz, provavelmente através de adsorcao (elevada porosidade da matriz,
em particular da vermiculite, que devido a sua estrutura laminar, disponibiliza uma
grande area superficial facilmente acessivel para a adsor¢do dos farmacos), embora nos
Leitos plantados deva, também, ter ocorrido uma forte adsorcdo as raizes das plantas
que na altura da realizacdo dos ensaios apresentavam um sistema radicular muito
desenvolvido. Este altimo processo devera ser o principal responsével pela diferenca
observada na percentagem de remocdo da FUR, na primeira meia hora de contacto,

entre os Leitos ndo plantados, que corresponde a uma taxa menor de remocao.

Posteriormente, verifica-se uma etapa de remogdo mais lenta onde continua a ocorrer
uma diminuicdo da quantidade da FUR na solugdo. A remocdo aqui € mais lenta, pois, a

adsorcdo mais extensa a superficie interna dos poros microscépicos, principalmente da
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LECA, implica um processo de difusdo, mais lento, para o seu interior. Adicionalmente,
pode ter ocorrido a biodegradacdo do composto pelos microrganismos e/ou absorcao

pelas plantas, mas ambos 0s processos séo relativamente lentos.

Verifica-se que a remocdo da FUR para o Leito constituido por matriz + planta,
aumentou continuamente durante todo o periodo da experiéncia nos dois ensaios (I e 1)
até atingir o equilibrio. A partir das 120h o aumento da remocéo é ja muito pequeno,
podendo-se considerar estar-se a partir deste tempo numa situacdo de equilibrio ou

muito proximo dele.

Ja no Leito contendo somente a matriz, nota-se que os perfis cinéticos da FUR sao

muito semelhantes para os ensaios | e 1l, tendo sido atingido o equilibrio ao fim de 48h.

Deste modo, verifica-se que ao fim de 168h de contacto, a matriz apenas é responsavel,
através de processos de adsorcdo, por uma remocdo de aproximadamente 38% da
quantidade inicial da FUR presente em solucdo para os ensaios | e Il. E nos Leitos
plantados, a percentagem de remocdo da FUR situa-se a volta de 71% e de 73%
respetivamente para os ensaios | e Il. Com base nestes valores, pode-se concluir entdo
que Leitos que tenham na sua constituicdo plantas macrofitas tém uma eficiéncia
superior, as quais contribuem com 35 % para uma remocao adicional de farmacos. Estas
plantas contribuem assim diretamente com absorcdo de farmacos para o seu interior,
adsorcdo as raizes e/ou estimulos ao desenvolvimento da popula¢do microbiana e,
indiretamente, através da libertacdo de enzimas entre os exsudados que também podem
ter um papel importante na remogao de compostos.

Comparando as eficiéncias de remoc¢do dos farmacos entre os ensaios | e Il, observa-se
que a matriz mantém a sua capacidade de remocdo, ja que os resultados obtidos nos
Leitos ndo plantados nos dois ensaios sdo praticamente idénticos. Nos Leitos plantados
verifica-se um ligeiro aumento na taxa de remocao, apesar de se irem acrescentando
novos farmacos nos novos ensaios. Isto parece mostrar que as plantas se vao tornando
mais eficientes na remoc¢do dos f&rmacos nos novos ensaios, sendo sugestivo de que 0s
sistemas plantados se vao gradualmente adaptando a exposicdo aos farmacos e

tornando-se mais capazes de lidar com eles.
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Figura 45 - Cinética de remogédo da SMZ nos diferentes ensaios/ Leitos.

Em relacdo ao SMZ, como ¢é possivel verificar na figura 45, as cinéticas de remocéo
tanto no Leito plantado como no Leito ndo plantado, sdo muito rapidas, pois ao fim de
meia hora, a quantidade removida deste composto durante os trés ensaios, situava-se
acima dos 46% da remocdo e 32 % respetivamente, 0 que pode dever-se a adsorcéo do
SMZ na superficie da matriz mais facilmente acessivel, embora nos Leitos plantados

deva, também, ter ocorrido alguma adsorcdo as raizes das plantas.

Numa fase posterior, observou-se uma fase mais lenta de remocéo do farmaco nos dois
Leitos (plantados e ndo plantados) em todos 0s ensaios. Esta remocao mais lenta pode
ter ocorrido através dos processos de biodegradacdo do SMZ pelos microrganismos, ou
também por adsorcdo adicional as porosidades internas dos materiais da matriz de
suporte, o que implica um processo de difusdo para o interior das estruturas da LECA e
da Vermiculite que é mais lento. Adicionalmente, nos Leitos plantados podera ter

ocorrido absorgéo pelas plantas.

Assim perante essa fase lenta de remocéo, nota-se que ao fim da experiéncia ainda néo
tinha sido atingido o equilibrio para os processos de remo¢éo do SMZ no Leito plantado.

Entretanto, nos Leitos s6 com matriz, o equilibrio foi atingido por volta 48 a 72 h, nao
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havendo deste modo aumentos significativos na remocdo do farmaco a partir deste
tempo.

Assim sendo, a remogdo de SMZ no Leito plantado é bastante superior ao verificado nos
Leitos apenas com matriz ao longo do periodo de realizacdo da experiéncia para os trés
ensaios, pelas razoes ja anteriormente explicadas. Comparando a taxa de remocéao nos 3
ensaios, verifica-se que, tanto para o Leito plantado como para o ndo plantado, o 3°

ensaio é o que apresenta maior de eficiéncia de remogé&o.

Quando comparamos o desempenho de remocao nos trés ensaios é possivel verificar um
aumento da eficiéncia de remoc¢éo a medida que se foram realizando novos ensaios. Esta
melhoria poderd estar associada a uma capacidade das plantas se adaptarem aos
farmacos e a sua toxicidade e se irem tornando mais eficientes na sua remoc¢do. Em
relacdo a matriz, embora haja uma variacdo pequena no aumento da eficiéncia de
remocao, os valores estatisticamente ndo séo significativamente diferentes, pelo que a
matriz mantém aproximadamente a mesma eficiéncia de remo¢do ao longo dos 3

ensaios.
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Figura 46 - Cinética de remocao da CBZ nos diferentes ensaios/ Leitos.

No caso da CBZ (a qual, como se disse, foi estudada apenas no 3° Ensaio), verifica-se
através da figura 46, uma cinética bastante rapida logo nos tempos inicias (até as 8,5 h)

néo se observando nesse periodo diferencas significativas nas eficiéncias de remocéo da
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CBZ no Leito plantado e no Leito s6 com a matriz. Foram alcangadas em ambos os
Leitos remocgOes elevadas, sendo removida mais de metade da quantidade da
carbamazepina nessa etapa. A razdo podera estar relacionada com a natureza da matriz

de suporte e o tipo de interacdes entre esta e a carbamazepina.

E de notar que ao fim ao de 24 - 48 h os sistemas atingiram o equilibrio tanto para o
Leito plantado como para o0 ndo plantado respetivamente, pois ndo existem variacoes
significativas na percentagem de remocao da carbamazepina a partir deste tempo. Nesta

fase a cinética é mais lenta.

No final da experiéncia, a percentagem de remocdo da CBZ no Leito plantado foi
superior ao do leito ndo plantando, apresentando cerca de 90 % e 81 % taxa de remogéo
respetivamente. Foi concluido deste modo, que Leitos que tenham na sua constituicdo
plantas macrdfitas de Typha conseguem uma eficiéncia superior na remocdo deste

farmaco frequentemente reportado como recalcitrante.

Como se pode observar pelo grafico da Figura 47, durante o tempo em que decorreu 0
ensaio (168 horas), a matriz, através do processo de adsorcdo, & responsavel pela
remocao de cerca de 72% e 75 % do NAP para os ensaios Il e Ill, respetivamente,
enguanto para o Leito Plantado, a quantidade removida deste composto ao fim dos 168h
foi de 91 % para o ensaio Il e 92 % para o ensaio Ill. Verifica-se, portanto, que em
ambos os leitos, plantados ou s com matriz, as eficiéncias de remocdo do NAP
aumentam do ensaio Il para o ensaio IlI.

A cinética aqui tem um comportamento semelhante aos outros farmacos, com uma fase
inicial bastante rapida (até as 8.5h) e depois é caraterizada por uma fase mais lenta com
poucas variagdes na percentagem de remocao do composto nos dois ensaios. Verifica-se
ainda que os Leitos que tenham na sua constituicdo plantas macrofitas tém uma

eficiéncia superior em relacéo ao leito apenas com a matriz.
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Figura 47 - Cinética de remocéo da NAP nos diferentes ensaios/ Leitos.

Em relacdo a cinética de remoc¢do do DCF nos diferentes ensaios realizados (figura 48),
observa-se que é na fase inicial até as 8,5 horas, que 0 processo de remocdo € mais
rapido, e que a evolucdo vais -se tornando mais lenta ao longo do tempo até atingir o

equilibrio por volta das 120h.

A eficiéncia da remocdo deste composto vai aumentando de ensaio para ensaio, tendo o
ensaio 3 a maior de taxa de remogdo em comparacdo com 0s restantes. Isto pode dever
ao facto de que nos Leitos ndo plantados, possivelmente por haver mais materiais finos
e, eventualmente, biofilmes para adicional adsor¢do e biodegradacdo e nos Leitos
plantados, para além destas razdes, maior desenvolvimento das raizes que aumenta a
capacidade de adsor¢do dos mesmos, e por outro lado, maior robustez das plantas e
melhor toleréncia, permitindo maiores absorcdes pelas plantas.

Comparando as eficiéncias de remocdo do DCF nos diferentes ensaios, novamente salta
em evidéncia a contribui¢do das plantas para 0 aumento da percentagem de remocéo do
DCF, com percentagens de remogéo nos Leitos plantados com Typha de 91%, 95 % e
96% respetivamente para os ensaios I, Il e I1l enquanto nos Leitos s6 com a matriz a

percentagem situava na 68%, 74% e 76% para ensaio | 11 e 111 respetivamente.
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Figura 48 - Cinética de remogédo da DCF nos diferentes ensaios/ Leitos.

No que se refere ao IBU, verifica-se através do grafico da figura 49, que sdo nas
primeiras de contato (até 8.5h) que ocorre a primeira fase, caracterizada por um pico de
remocdo bastante rapida do farmaco, devido provavelmente a adsor¢do do composto na
superficie da matriz mais facilmente acessivel, embora nos Leitos plantados deva
também ter ocorrido alguma adsorcdo as raizes das plantas. Depois desta fase, o
crescimento continua a ocorrer, mas de uma forma lenta em todos os ensaios, atingindo

assim o seu equilibrio por volta das 96h.

Ao fim da experiéncia (168h), constata-se que a matriz foi responsavel, através de
processos de adsor¢do, por uma percentagem de remocdo de aproximadamente 84% do
IBU, enquanto no Leito plantado com Typha a percentagem de remogdo era bem
superior, atingindo assim os 96%. A semelhanca dos outros compostos em estudo,
verifica-se que a presenca de plantas no leito contribui para uma maior eficiéncia de

remocao no sistema.

125



IBU

3 r

25 r
-
> 2r
E
[5+}
S 15
>
o
S i
oL 1
)
c
(@}
O 05

O 1 1 1 1 1 1 1 ]

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Tempo (h)
3° Ensaio-LCM 3° Ensaio-M

Figura 49 - Cinética de remog&o do IBU nos diferentes ensaios/ Leitos.

Em relacdo a taxa de crescimento relativo (TCR) da folha maior e da menor, € possivel
verificar na figura 50, que a medida que vai se alargando o espectro dos farmacos
testados (tanto quanto ao numero como quanto a sua variedade), a TCR tanto da folha
maior como da folha menor diminui de ensaio para ensaio, pelo que se pode inferir que
os farmacos causam algum tipo de efeito nas plantas, levando deste modo a um atraso
de crescimento ou inibicdo. Podemos assim supor que a carga toxica para as plantas se
vai tornando crescente, o que podera ser devido ao aumento das quantidades totais de
farmacos, mas também possivelmente por alguns dos novos farmacos introduzidos em

novos ensaios terem maior toxicidade do que os de ensaios anteriores.
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Figura 50 - Comparacdo entre ensaios da TCR da folha maior e da menor.

No que concerne aos pigmentos fotossintéticos, observa-se nas figuras 51 e 52 que ao fim
de 3 e 6 dias de exposicdo dos Leitos plantados aos farmacos parece haver uma inibicdo na
sintese dos pigmentos logo no ensaio | (com a excecdo a Clorofila a/Clorifila b e
carotenoides). Os carotenoides por terrem na sua estrutura ligagdes duplas conjugadas,
podem desempenhar acdo antioxidante. J& nos ensaio Il e 1l observa-se menores efeitos
de inibicdo, o que podera ser sugestivo de que o meio dos sistemas plantados se esta a
tornar mais adaptado e tolerante aos efeitos toxicos produzidos pelos farmacos, isto
apesar de a carga toxica estar a ser aumentada gradualmente ao longo dos varios

ensaios.
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Figura 51 - Comparacéo entre ensaios dos pigmentos fotossintéticos ao fim de 3 dias.
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Figura 52 - Comparacao entre ensaios dos pigmentos fotossintéticos ao fim de 6 dias.

Observa-se que nos trés ensaios, a atividade enzimatica da SOD (figura 53) aumenta de
uma forma significativa nas plantas expostas aos farmacos comparativamente a do
controlo, demonstrando, deste modo, que o radical superoxido esta a ser convertido em
H>O. Verifica-se que a atividade da SOD, a primeira linha do mecanismo enzimatico
de defesa antioxidante contra a producgédo excessiva de ROS, foi fortemente estimulada
pela presenca dos farmacos e a medida que ia se diversificando e aumentando o niumero

dos farmacos em contacto com as plantas, a atividade da SOD foi-se tornando
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significativamente maior, 0 que seria a alteracdo esperada dado o aumento da carga
toxica e consequentemente aumento de producdo de ROS. Esta evolugdo ao longo dos
varios ensaios mostra o papel ativo desta enzima nos mecanismos de defesa
antioxidante, sendo que com o agravamento das condi¢cdes de toxicidade ndo se
verificou uma perda de eficiéncia ou até de inibicdo desta enzima, tendo se mostrado

capaz de lidar de modo adequado com as condig¢des de cada um dos ensaios.
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Figura 53 - Atividade enzimatica do SOD (média = DP, n=9). Diferentes letras indicam valores

significativamente diferentes para P<0,05.

Por outro lado, em relacdo as restantes enzimas estudadas do sistema enzimatico
antioxidante, a CAT e a GPX, notou-se ja alguns efeitos negativos que parecem
relacionados com a toxicidade dos farmacos, os quais causaram inibi¢cdo nestas duas
enzimas (figura 54 e 55).

Assim, relativamente a CAT (figura 54), verifica-se o referido efeito de inibicdo da
atividade desta enzima, sobretudo no periodo inicial de cada ensaio, mas que de ensaio
para ensaio ha um aumento da atividade enzimatica desta enzima (ou seja, a inibicao
inicial vai-se tornando menos pronunciada). Este facto provavelmente podera estar
associado com a crescente atividade, de ensaio para ensaio, da enzima SOD que
verificamos anteriormente, a qual tera originado a um crescimento mais rapido da
concentracdo de H202, 0 que, por sua vez, podera ter induzido mais cedo a reacdo da

enzima CAT com o crescimento da sua atividade apds um efeito inicial de inibicdo da
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enzima que, assim, tera sido mais curto. Este resultado reforca o papel importante que
esta enzima desempenha aquando do controle dos niveis de H202 que é produzido em
situagdes de stress, fazendo diminuir os danos oxidativos que estes possam provocar.
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Figura 54 - Atividade enzimatica da CAT (média + DP, n=9). Diferentes letras indicam valores

significativamente diferentes para P<0,05.

Na atividade enzimatica da enzima GPX (figura 55), a qual sofreu um efeito de inibicao
inicial tal como se observou para a CAT e que ja foi discutido anteriormente, ndo se
observaram, contudo, diferencas significativas entre os trés ensaios, ocorrendo apenas
uma ligeira diminui¢do da atividade a medida que se iam diversificando os farmacos
nos respetivos ensaios. Uma hipotese de explicacdo podera ser que, no caso desta
enzima, existiu fortuitamente um maior equilibrio entre, por um lado, o efeito inibitério
da carga toxica crescente dos farmacos ao longo dos ensaios e, por outro, o efeito
estimulante da producdo de H»O. pela atividade crescente da SOD, tal como se

verificou anteriormente.

Assim, estes dois efeitos opostos poderdo neste caso em particular ter sido de magnitude
idéntica, o que tera levado a um certo cancelamento de ambos os efeitos e traduzindo-se

numa aparente constancia do comportamento da enzima de ensaio para ensaio.
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Figura 55 - Atividade enzimatica da GPX (média £ DP, n=9). Diferentes letras indicam valores

significativamente diferentes para P<0,05.

Em suma, ao longo destes trés ensaios as plantas de Typha spp. parecem ter sido
capazes de lidar com os efeitos toxicos causados pelos farmacos e ser tolerantes a sua
presenca e constata-se que ao fim do terceiro ensaio, as plantas parecem ir tornando-se
cada vez mais resistentes e a reagir, assim, a situacdo de crescente stress cujos efeitos
foram observados desde o inicio dos ensaios. Perante a variedade dos compostos e pela
quantidade que se foi adicionando nos ensaios, parece que as plantas estdo a conseguir

ativar as enzimas no combate a situagdes de stress, reagindo melhor ao longo do tempo.

5.4. Avaliacéo da fibra de coco como potencial material para matriz de suporte

Na tentativa de melhorar as propriedades da matriz de suporte utlizada nos LCMs, fez-
se um estudo das propriedades de adsorcédo da fibra de coco. Escolheu-se este material
em especial por ser um subproduto das atividades agricolas em Cabo Verde. Sendo este
material de baixo custo, por ser um material natural e facilmente reciclavel, com
utilidade em varias areas, além de ser produzido em grandes quantidades em Cabo
Verde, apresenta-se como uma hipGtese interessante para o tratamento de efluentes. E
por estas razdes que se decidiu avaliar a capacidade de adsorcdo da fibra de coco na
remocao dos farmacos testados e sua possivel utilizagdo como componente da matriz de

suporte no tratamento de aguas residuais.
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Assim, realizou-se um estudo de adsorcédo pela fibra de coco de uma solucéo aquosa da
mistura de trés farmacos, SMZ, CBZ e NAP, com uma concentra¢do de 2 mg/L da cada

dos farmacos, cujos resultados se encontram apresentados na figura 56 e na figura 57.
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Figura 56 - Percentagem de remocdo de SMZ, CBZ e NAP ao fim de 48h de contato.

Neste estudo verificou-se que a CBZ é o farmaco onde se obteve uma maior taxa de
remocao na presenca da fibra de coco (Fig. 56), apresentando, deste modo, 42 % de
remocdo ao fim de 48h de contato. Esse fato pode ser justificado pela maior superficie
de contato apresentada pela fibra de coco a CBZ, apresentando uma interacdo do tipo
van der Waals, de tal modo que permite uma maior adsorcdo a este composto (que é

apolar) em detrimento de SMZ e NAP, que sdo compostos polares.

Deste modo, concluiu-se que a fibra de coco pode contribuir para a remogéo de alguns
micro-poluentes orgénicos tais como os farmacos contidos na solugdo testada, embora
alguns dos farmacos também tenham apresentado valores de remocdo baixos e,

portanto, menor afinidade pela fibra de coco do que é a da carbamazepina.

Na Figura 57 é apresentado o perfil cinético da remocéo dos farmacos em estudo, SMZ,

CBZ e NAP, em funcdo do tempo de contacto com a fibra de coco.
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Figura 57 - Cinética de adsor¢do do SMZ, CBZ e NAP em funcéo do tempo de contato com a

fibra de coco.

Da observacédo da figura 57, pode-se verificar que a cinética de remocao dos farmacos
pela fibra de coco é caracterizada por duas etapas, de modo idéntico ao comportamento
que ¢ verificado frequentemente para outros adsorventes, nomeadamente a vermiculite e
a LECA, ja estudados anteriormente. Assim, num passo inicial acontece um processo
mais rapido logo durante as primeiras horas de contato (5, 5 h) em que pelo menos boa
parte da quantidade dos farmacos é removida, provavelmente através de adsorcdo a

superficie da fibra de coco mais facilmente acessivel.

Na fase seguinte, verifica-se um passo de remoc¢do mais lenta onde continua a ocorrer
uma diminuicdo da quantidade dos farmacos presentes na solucdo, sendo atingida a
concentracdo de equilibrio por volta 24h das de contacto. Esta remocdo adicional pode
dever-se a adsorcdo mais extensa a uma parte da superficie interna menos acessivel da

fibra de coco, que implica um processo de difusdo mais lento para o interior do material.

Deste modo, como mostra a figura 57, a fibra de coco é capaz de remover cerca de 42 %
de um dos farmacos presente em solucdo (CBZ) durante o tempo em que decorreu o

ensaio (48 horas), tempo este suficiente para se comegar a atingir o equilibrio.

133



Pelos resultados apresentados, verifica-se que a fibra de coco € um adsorvente eficaz
para alguns farmacos bastante recalcitrantes, como é o caso da carbamazepina, e por
isso tem algum potencial para aplicacdo no tratamento de aguas residuais contaminadas
com farmacos apresentando-se assim como uma op¢do que € complementar aos
materiais argilosos, como a LECA e a Vermiculite utilizadas também neste estudo como
matriz de suporte nos microcosmos de LCM que testamos. Onde estes materiais
argilosos sdo menos eficientes, a fibra de coco podera ser uma mais-valia, colmatando
assim algumas das suas deficiéncias.

Tendo em conta que a fibra de coco é um residuo que € produzido em grande escala em
Cabo Verde e que requer o desenvolvimento de novas formas de aproveitamento, a
possibilidade de utilizagio da mesma como material biossorvente, torna-se uma
alternativa extremamente atrativa para o complemento da matriz usada nos LMC para o

tratamento de aguas residuais.
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Conclusoes e perspetivas

futuras
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6.1. Concluséo
Neste estudo avaliou-se a eficiéncia de um microcosmos de leitos construidos de
macrofitas, utilizando uma mistura de dois materiais argilosos (LECA 2/4 e vermiculite
esfoliada 3) como matriz de suporte e plantado com Typha spp., para a remoc¢édo de
varios farmacos: Sulfametoxazol, Trimetoprim, lbuprofeno, Diclofenac, Naproxeno,
Furosemida e Carbamazepina de uma solucdo aquosa, tendo-se obtido elevadas
eficiéncias de remogdo dos farmacos (71% - 96%), ao fim de 168 horas de exposicao a
uma solugdo dopada com 2,5 mg L de cada um dos farmacos presentes em solucéo,
demonstrando assim o enorme potencial destes sistemas para tratar efluentes com este

tipo de poluentes.

Verificou-se que a matriz de suporte utilizada nos leitos (LECA + Vermiculite), foi, so
por si, responsavel pela remocdo da maior parte da quantidade de farmacos presentes
em solugdo (38% - 84%). No final da experiéncia a remogdo dos farmacos em todos 0s
ensaios, foi superior nos Leitos plantados relativamente aos Leitos ndo plantados que
continham s6 a matriz, tendo a presenca de plantas contribuido, direta ou indiretamente
para uma remocao adicional desses farmacos (9% - 35%). Assim, a componente biota,
especialmente as plantas, desempenharam um papel determinante para o bom
funcionamento do sistema, contribuindo para um aumento significativo da sua

eficiéncia.

Deste modo, pode-se concluir que a utilizacdo de certas espécies macrofitas nestes leitos
pode contribuir para o seu bom desempenho permitindo alcancar uma eficiéncia
superior em relacdo aos leitos ndo plantados. Esta maior eficiéncia de remocéo obtida
nos Leitos plantados podera estar relacionada com a ocorréncia de Varios processos que,
direta ou indiretamente, podem contribuir para a remocdo de farmacos, nomeadamente a
adsorcdo dos farmacos as raizes e rizomas das plantas; a absor¢do dos farmacos pelas
raizes e sua eventual translocacdo para as partes aéreas da planta com uma possivel
metabolizacdo ou sequestracdo em compartimentos celulares adequados; um aumento
da biodegradacdo na matriz, em particular na rizosfera, a qual é potenciada pelo efeito
estimulante de alguns exsudados libertados pelas raizes das plantas no desenvolvimento
dos micro-organismos; e ainda a transformacédo/degradacdo dos compostos catalisada

por enzimas presentes nesses exsudados.
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A cinética do processo de remocao caracterizou-se por um passo inicial muito rapido
(primeiras horas de exposicdo, até cerca de 8.5h), devendo-se essencialmente a
processos que ocorrem por contacto direto com a superficie da matriz, provavelmente
através de adsorcdo (elevada porosidade da matriz, em particular da vermiculite, que
devido a sua estrutura laminar, disponibiliza uma grande area superficial facilmente
acessivel para a adsor¢do dos farmacos), embora nos Leitos plantados deva, também, ter
ocorrido uma forte adsorc¢do as raizes das plantas que na altura da realizacdo dos ensaios
apresentavam um sistema radicular muito desenvolvido. Subsequentemente, observou-
se um processo mais lento onde continua a ocorrer uma diminuicdo da quantidade dos
farmacos presentes na solucéo, sendo atingida a concentragdo de equilibrio entre as 24 e
as 48 horas de contacto entre as solugdes de farmacos e os sistemas de LCM, com
algumas excecbes em que equilibrio s6 foi atingido apds 96 horas de contacto. Esta
remocao adicional pode dever-se a adsorcdo mais extensa a uma parte da superficie
interna dos poros microscépicos, principalmente da LECA, que implica um processo de
difusdo, mais lento, para o interior desses poros. Adicionalmente, pode ocorrer
biodegradacdo dos compostos pelos microrganismos ou absorcdo pelas plantas, mas
ambos 0s processos sdo também lentos.

Ao longo dos 3 anos de ensaios, verificou-se que o sistema dos Leitos plantados
manteve a eficiéncia na remogdo dos farmacos. Foi possivel verificar um aumento da
eficiéncia de remoc¢do a medida que se iam realizando novos ensaios, com a introducéo
de novas classes de farmacos, tendo o ensaio 3 a maior de taxa de remocdo em
comparagdo com os restantes. Esta melhoria de desempenho do sistema podera estar
associada a uma capacidade das plantas gradualmente se adaptarem aos farmacos e a
sua toxicidade e se irem tornando mais eficientes na sua remocao. Esta capacidade dos
Leitos plantados podera dever-se ao facto de um maior desenvolvimento das raizes que
aumenta a capacidade de adsor¢do dos mesmos, e por outro lado, maior robustez das
plantas e melhor tolerancia, permitindo maiores absorgdes pelas plantas.

Em relacdo & matriz, embora tenha havido uma variacdo pequena no aumento da
eficiéncia de remog&o, os valores estatisticamente ndo sdo significativamente diferentes,
pelo que a matriz manteve aproximadamente a mesma eficiéncia de remocé&o ao longo
dos 3 ensaios. Isto pode dever ao facto de nos leitos ndo plantados, possivelmente haver
nos ultimos ensaios mais materiais finos, com maior capacidade de adsorcgéo, e,

eventualmente, desenvolvimento de biofilmes para adicional adsorcéo e biodegradacéo,
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0 que podera ter eventualmente compensado positivamente alguma degradacdo da

eficiéncia dos leitos com o tempo.

Apesar dos excelentes resultados obtidos para a mistura utilizada como matriz de
suporte (LECA + Vermiculite), decidiu -se avaliar a capacidade de adsorcao da fibra de
coco na remocdo dos farmacos testados e sua possivel utilizagdo como componente
adicional da matriz de suporte no tratamento de aguas residuais, procurando desta forma
aumentar a capacidade da matriz na retencdo dos farmacos. Pelos resultados obtidos,
conseguiu-se obter um aumento significativo das percentagens de remocdo para alguns
farmacos, principalmente para a carbamazepina (42%) embora para os outros farmacos
tenha apresentado valores de remoc¢do mais modestos. De qualquer modo, sendo a
carbamazepina um dos poluentes notoriamente recalcitrantes, esta capacidade da fibra
de coco de remover este farmaco é de salientar. Deste modo, concluiu-se que, ndo sendo
a fibra de coco uma solucdo para a remocdo de todo o tipo de micro-poluentes
organicos, pode, no entanto, ser um eficiente complemento para a remoc¢do de alguns
deles, podendo assim ser um potencial componente de uma mistura de diversos
materiais, com uma eficiéncia mais alargada para diversos tipos de poluentes. Em
resumo, estes resultados demonstram as potencialidades deste material para aplicacdo
no tratamento de aguas residuais contaminadas com farmacos, apresentando-se como
uma opcdo que é complementar aos materiais argilosos, como a LECA e a Vermiculite
utilizadas também neste estudo, para inclusdo na composi¢do da matriz de suporte de
LCMs com uma eficiéncia mais alargada para diversos tipos de micro-poluentes. Onde
estes materiais argilosos sdo menos eficientes, a fibra de coco podera ser uma mais-

valia, colmatando assim algumas das suas deficiéncias.

No que toca a potencial fitotoxicidade para as plantas de Typha spp. provocada pela
exposicao aos farmacos estudados, a partir da determinacdo das suas taxas relativas de
crescimento, observou-se de modo geral crescimento das plantas, embora tenha sido
menor nas plantas expostas ao farmaco, sendo também essa diminui¢cdo mais acentuada
nas folhas menores, i.e., as mais jovens. As taxas de crescimento foram diminuindo ao
longo dos anos, de ensaio para ensaio, pelo que se pode inferir que os farmacos poderao
ter causado algum tipo de efeito nas plantas. No entanto, estes efeitos observados
deverdo ser principalmente devidos ao aumento das quantidades totais de farmacos, bem

como a uma maior variedade, com a introducdo nos ensaios de novos farmacos com um
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potencial aumento da toxicidade em relagdo aos ensaios anteriores, o que se terd
refletido nestes parametros. De referir ainda que no decorrer das varias experiéncias as
plantas expostas aos farmacos mostraram-se sempre vigosas e ndo apresentaram

cloroses (amarelecimento das folhas), folhas murchas ou secas na parte superior.

Avaliou-se ainda a eventual influéncia da exposi¢cdo aos farmacos nos niveis de
concentracdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofila total, a e b e carotenoides) nas
folhas da Typha spp., tendo-se constatado uma inibicdo da sua sintese, apresentando
ligeiras diminui¢Ges em relacdo as plantas do controlo. No entanto, de modo geral este
efeito foi diminuindo para o final das experiéncias, o que podera indicar uma ligeira

diminuicdo do efeito inibitdrio e recuperacdo das plantas ao longo do tempo.

A resposta enzimatica ao stress abidtico provocado pela presenca dos farmacos foi
também avaliada na parte aérea das plantas, tendo-se observado, relativamente as
plantas de controlo, um aumento significativo da atividade da enzima superdxido
dismutase nos 3 ensaios, demonstrando deste modo, uma resposta enzimatica adequada
ao aumento dos niveis do radical superoxido. Assim, este aumento da atividade desta
enzima pode ser indicativo de uma capacidade da planta de lidar com a presenca do
composto xenobidtico (destoxificacdo), parecendo haver assim uma resposta da planta a

esta situagéo de stress.

Relativamente a enzima catalase, verificou-se um efeito de inibicdo da atividade desta
enzima, sobretudo no periodo inicial de cada ensaio, mas que de ensaio para ensaio foi-
se tornando menos pronunciado. Em todos os ensaios, notou-se sempre alguma
recuperacdo dessa atividade no final dos ensaios, observando-se, assim, uma reagédo

positiva a situacdo de stress cujos efeitos foram observados no inicio dos ensaios.

Relativamente a atividade enzimética da enzima guaiacol peroxidase, a qual sofreu um
efeito de inibicdo inicial tal como se observou para a catalase. ndo se observaram,
contudo, diferencas significativas entre os trés ensaios, ocorrendo apenas uma ligeira
diminuicdo da atividade a medida que se iam diversificando os farmacos nos respetivos

ensaios.
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Entretanto, deve-se notar que ndo foi quantificada nas amostras a quantidade total de
proteina, pelo que as atividades enzimaticas se encontram expressas em unidades de
atividade enzimatica (U) por massa fresca de planta, ndo se tratando, portanto, de
atividades especificas (por unidade de massa de proteina). Assim, as diferencas entre as
atividades enzimaticas medidas poderdo ser afetadas por problemas experimentais na

extracdo da enzima.

Da observagcdo dos efeitos nos crescimentos das folhas, nas concentragbes dos
pigmentos fotossintéticos e aparente auséncia de sinais visuais de toxicidade, e na
atividade enzimatica anti-oxidante, parece poder concluir-se que as plantas de Typha
spp. conseguem tolerar os efeitos toxicos provocados pela exposicdo aos farmacos
presentes no meio aquatico em concentracfes de 2,5 mg/L. Ao longo dos trés ensaios as
plantas de Typha spp. parecem ter sido capazes de lidar com os efeitos toxicos causados
pelos farmacos e ser tolerantes a sua presenca e constata-se que ao fim do terceiro
ensaio, as plantas parecem ir tornando-se cada vez mais resistentes e a reagir, assim, a
situacdo de crescente stress cujos efeitos foram observados desde o inicio dos ensaios.
Perante a variedade dos compostos e pela quantidade que se foi adicionando nos
ensaios, parece que as plantas estdo a conseguir ativar as enzimas no combate a

situacOes de stress, reagindo melhor ao longo do tempo.

Durante o desenvolvimento/otimizacdo da metodologia analitica, a aplicar a analise dos
farmacos presentes nas amostras colhidas dos ensaios, verificou-se haver um problema
com a ocorréncia da retencdo dos compostos a analisar pelos filtros que sdo usados no
passo de filtracdo prévia das amostras que é necessario efetuar em anélises por HPLC.
Assim, fez-se um estudo de avaliacdo deste efeito em alguns tipos de filtros mais
comuns e procurou-se otimizar o volume das solucdes a filtrar para saturar os filtros, de
forma a minimizar as perdas dos analitos durante a filtragdo. Este estudo foi submetido
para publicacdo de um artigo. Conclui-se assim, que dos 3 filtros testados no estudo,
aquele que apresentou melhor resultado foi o da membrana PTFE (marca Labfil),
embora o filtro de nylon (Labfil) tenha apresentado percentagens de recuperagéo
bastante préximas deste, com um relativamente baixo volume de filtrado (~5 mL).
Devido a qualidade do material, os filtros de PTFE apresentam um custo mais elevado
em relacdo aos filtros de nylon. Por esta razdo, e apesar dos filtros de PTFE
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apresentarem uma retencdo minima para todos os farmacos testados, a escolha recaiu na
utilizacdo do filtro de nylon (marca Labfil), que é um dos tipos de filtro mais comuns e
menos dispendiosos. No entanto, de modo a mitigar o problema da retencdo dos
compostos por este tipo de filtro, é necessario antes de os utilizar efetuar um tratamento
prévio que consiste em filtrar um volume da solucéo a analisar em quantidade suficiente
para saturar a membrana com o composto. Foi determinado que esse volume teria de ser

no minimo de 5 mL.

6.2. Limitacdes do estudo e recomendacdes para futuras investigacoes
Em estudos deste tipo existem sempre limitagcdes que eventualmente poderiam ter sido
encaradas de outra forma. Uma destas limitacGes que se observou neste estudo foi o
curto periodo de tempo para que as plantas pudessem atingir o pleno de
desenvolvimento, bem como o acompanhamento ao longo das varias fases de
desenvolvimento das plantas. Como ja foi dito, durante a Primavera e o Verdo, ocorre o
desenvolvimento e crescimento das plantas, e este é o periodo, de maior atividade, em
que o papel das plantas se fara sentir com maior importancia. No Outono e no Inverno,
por outro lado, verifica-se uma diminuicdo do seu crescimento, com morte de alguns
componentes das plantas, resultando numa diminuicdo da atividade das plantas e num
acréscimo de matéria organica no leito, o que pode interferir nos processos de

tratamento.

Poderia se também estudar a relacdo entre a densidade das plantas e a eficiéncia dos
leitos, e tentar otimizar este parametro uma vez que esta é tida como um pardmetro

muito importante na remocdo dos farmacos.

Tendo em conta os resultados positivos obtidos neste trabalho, seria muito importante
numa perspetiva futura de trabalho alargar a gama de farmacos testados, dada a
diversidade das varias classes farmacéuticas que normalmente sdo encontradas no meio

aquatico.

Seria interessante considerar tambem a hipotese de serem utilizadas outras especies de

macrofitas nos LCM que poderiam complementar a elevada eficiéncia da Typha spp.
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Seria também interessante avaliar estas macrofitas em sistemas de LCM a escala piloto,

nas condi¢des de campo, por longos periodos.

Um outro especto a ter conta seria testar juntamente com a LECA e Vermiculite outras
matrizes compostas por sub-produtos resultantes de atividades agricolas, como o caso
da fibra de coco, que é produzido em grande escala em Cabo Verde e que foi objeto de
avaliacdo neste estudo para avaliacdo da capacidade de adsorcdo que este material
apresenta na remocao dos farmacos e consequentemente a sua possivel utilizacdo como

matriz de suporte no tratamento de aguas residuais.
Sugere-se ainda testar outras concentracGes dos farmacos que estejam mais proximas
das concentracGes ambientais.

E por ultimo, seria interessante avaliar a atividade enzimatica de outras enzimas

antioxidantes ndo sé no fim da experiéncia, mas sim ao longo de todo o processo.
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Retas de Calibracéo dos farmacos
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