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Resumo 

 

A presença de fármacos no ambiente representa uma crescente preocupação, 

impulsionando o desenvolvimento e aperfeiçoamento de tecnologias sustentáveis para a 

sua remoção. Entre estas, os leitos construídos de macrófitas (LCMs) têm-se destacado, 

combinando eficiência na remoção de poluentes emergentes com viabilidade económica. 

Todavia, a sua performance pode ser melhorada. Neste trabalho, estudaram-se novos 

materiais (cortiça) para matriz de suporte e microrganismos (Bacillus subtilis) para 

otimizar o desempenho de LCMs na remoção de fármacos, como diclofenaco e 

naproxeno, de águas contaminadas.  

Os granulados de cortiça estudados apresentam capacidade de adsorção de 

diclofenaco e naproxeno, mas quando adicionados à matriz vermiculite+LECA, estudada 

anteriormente, não contribuem com um aumento significativo da sua performance.  

A capacidade do Bacillus subtilis em remover os fármacos de um meio em que 

estão presentes está fortemente associada com a taxa de crescimento do microrganismo, 

sendo a adição de glucose o principal fator de estímulo do crescimento. 
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New strategies for the removal of anti-inflammatory drugs in 

Constructed Wetlands Systems. Naproxen and Diclofenac, two 

study cases. 

 

Abstract 

 

The presence of pharmaceuticals in the environment is of increasing concern, 

driving the development and refinement of sustainable technologies for their removal. 

Among these, Constructed Wetlands Systems (CWSs) have gained prominence by 

combining efficiency in removing emerging pollutants with economic feasibility. 

However, their performance can still be enhanced. In this study, novel materials (cork 

granules) were investigated as support matrix components, along with microorganisms 

(Bacillus subtilis), to optimize the performance of CWSs for the removal of 

pharmaceuticals such as diclofenac and naproxen from contaminated waters. 

Cork granules exhibited adsorption capacity for diclofenac and naproxen. 

However, when incorporated into a previously studied matrix composed of 

LECA+vermiculite, they did not result in a significant improvement in overall 

performance. The ability of Bacillus subtilis to remove pharmaceuticals from the growth 

medium was found to be closely linked to its growth rate, with addition of glucose 

emerging as the key factor stimulating microbial growth. 
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1 Introdução 

Nas últimas décadas, tem sido detetada a presença contínua de fármacos e 

respetivos metabolitos, na ordem dos ng L-1 aos µg L-1, em águas residuais tratadas, 

lençóis de água, rios, lagos, oceanos e até em água potável (Y. Li et al., 2019; Quesada et 

al., 2019; Soares et al., 2022). A presença destes fármacos no ambiente tem gerado 

preocupação a nível mundial devido aos seus possíveis efeitos tóxicos para os humanos, 

animais, ecossistemas aquáticos e ambiente no geral (Dey et al., 2019a; Kanakaraju et al., 

2018a; Khan et al., 2020; Y. Li et al., 2019). 

As Estações de Tratamento de Águas Residuais (ETARs) recebem diariamente 

descargas urbanas, hospitalares, veterinárias e industriais, totalizando volumes enormes 

de águas residuais para tratamento. No entanto, as ETARs não foram desenhadas para a 

remoção de poluentes complexos, pseudo-persistentes,  pouco biodegradáveis e presentes 

em baixas concentrações, como é o caso dos fármacos, não sendo por isso eficientes para 

a sua remoção, o que as torna na principal porta de entrada destes compostos no ambiente 

(Kanakaraju et al., 2018a; Khan et al., 2020). Assim, torna-se evidente que é necessário 

implementar processos de tratamento alternativos ou complementares aos atualmente 

existentes nas ETARs convencionais. 

Os Leitos Construídos de Macrófitas (LCMs) são zonas húmidas artificiais ou 

seminaturais que visam a remoção de poluentes de águas. Para tal, estes sistemas utilizam 

a combinação de processos físicos, químicos, biológicos e bioquímicos por ação dos três 

componentes principais: matriz de suporte, plantas (macrófitas) e microrganismos 

(Abbassi & Yadav, 2020; Omondi & Navalia, 2020). São sistemas robustos e 

relativamente baratos, uma vez que são autoajustáveis, fáceis de operar e manter, 

apresentando uma elevada eficiência na remoção de muitos poluentes incluindo alguns 

fármacos (Abbassi & Yadav, 2020; Dordio et al., 2018, 2021; Omondi & Navalia, 2020). 

Nas últimas décadas, os LCMs têm sido utilizados para o tratamento de águas 

residuais, podendo ser utilizados individualmente ou inseridos nas fases de tratamento 

secundárias e terciárias das ETARs. Estes sistemas têm revelado alguma eficácia na 

remoção de muitos tipos de micropoluentes, incluindo fármacos e respetivos metabolitos 

(Carrajola, 2021; Dordio et al., 2018). 
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Atualmente, os LCMs continuam a ser alvo de estudos, focando a otimização dos 

vários componentes (matriz, plantas e microrganismos) de forma a acelerar a cinética e 

aumentar a eficiência de remoção dos fármacos por estes sistemas (Dordio et al., 2018; 

Vymazal et al., 2021). 

A população microbiana existente nos LCMs varia com a composição da matriz, 

o clima e o tipo de plantas, desempenhando um papel muito importante na remoção de 

poluentes, quer diretamente através dos processos de biodegradação ou sorpção, quer 

indiretamente ajudando no desenvolvimento vegetativo das plantas. Alguns estudos 

referem que a inoculação de microrganismos nestes sistemas podem aumentar 

significativamente a sua performance (Varma et al., 2021; Vymazal et al., 2021). 

A vegetação desempenha também um papel fundamental na retenção ou 

transformação/degradação dos poluentes, sendo responsável por processos como a 

adsorção dos compostos na raiz, absorção, metabolização e translocação, libertação de 

exsudados e oxigenação da rizosfera, que favorecem os processos aeróbicos de 

degradação microbiana (Dordio et al., 2018; Varma et al., 2021; Vymazal et al., 2021). 

Relativamente à matriz de suporte, alguns estudos já efetuados com materiais 

argilosos demonstraram que os agregados de argila expandida (LECA) e a vermiculite 

esfoliada apresentam uma boa capacidade de adsorção de alguns fármacos em solução 

aquosa (Carrajola, 2021; Dordio et al., 2017; Dordio & Carvalho, 2013), sendo agora 

necessário apostar em novos materiais de forma a tornar o processo mais rápido e 

eficiente (Mateus & Pinho, 2020a; Varma et al., 2021; Vymazal et al., 2021). 

 

1.1 Objetivos  

O objetivo principal deste trabalho é contribuir para melhorar a eficiência dos 

microcosmos de LCMs (compostos por uma matriz de suporte feita de uma mistura de 

LECA 2/4 e vermiculite esfoliada 2 (1:1, v/v) e plantados com a espécie de planta Typha 

spp.) para a remoção de naproxeno e diclofenaco de uma solução aquosa contendo quatro 

fármacos (carbamazepina, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno). 
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Adicionalmente, e de modo a alcançar o objetivo principal, é também necessário 

considerar alguns objetivos específicos tais como: 

• Otimizar e validar o método analítico para a quantificação dos fármacos 

presentes na solução aquosa, por cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) com um detetor de UV-Vis; 

• Estudar outros materiais, nomeadamente granulados de cortiça expandida, com 

o objetivo de melhorar a capacidade da componente matriz de suporte dos 

LCMs, constituída por LECA 2/4 e vermiculite 2, para remover o naproxeno e 

o diclofenaco, e caracterizar os processos responsáveis pela remoção dos 

fármacos; 

• Otimizar a composição da matriz de suporte e quantificar a capacidade de 

adsorção da matriz relativamente aos fármacos em estudo; 

• Otimizar as condições de crescimento da bactéria do género Bacillus em meio 

de cultura líquido; 

• Caracterizar a curva de crescimento em descontínuo da bactéria e determinar os 

parâmetros cinéticos de crescimento; 

• Avaliar a capacidade da bactéria de biodegradar/remover os fármacos em 

estudo (diclofenaco e naproxeno). Distinguir adsorção e metabolização; 

•  Avaliar os possíveis efeitos na curva de crescimento da bactéria e nos 

parâmetros cinéticos provocados pela sua exposição aos fármacos; 

• Avaliar a suscetibilidade do diclofenaco e do naproxeno para sofrer outro tipo 

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

fotodegradação. 
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2  Revisão bibliográfica  

2.1 Poluentes emergentes 

Os poluentes emergentes são um grupo de químicos e dos seus produtos de 

transformação, que ocorrem no ambiente e que têm o potencial de causar danos 

ambientais, afetando de forma negativa os ecossistemas e a saúde humana (Dey et al., 

2019b). A libertação destes compostos no ambiente tem ocorrido de forma continua há 

várias décadas, no entanto, a sua deteção e monitorização só se tornou possível 

recentemente, com o desenvolvimento de novos métodos analíticos, sendo detetados 

atualmente em concentrações que variam entre a ordem dos micro e os nanogramas por 

litro (µg L-1, ng L-1) (Dey et al., 2019b). 

A União Europeia e a Agência de Proteção Ambiental (EPA) dos Estados Unidos 

elaboraram uma lista de 129 poluentes prioritários, que representam um risco 

significativo para o meio ambiente e para a saúde humana, com base na sua frequência 

de deteção, estabilidade, estrutura, composição e risco ambiental (Dey et al., 2019b; Ellis, 

2006). Em 2005, a Comissão Europeia iniciou o projeto NORMAN, de forma a 

estabelecer uma rede de laboratórios e centros de pesquisa de referência, que conta com 

a participação de 70 membros e de mais de 20 países, mantendo um dos maiores registos 

de poluentes emergentes no ambiente (Dey et al., 2019b; Mohammed Taha et al., 2022; 

NORMAN, 2014). Os compostos farmacêuticos são considerados uma das principais 

categorias de poluentes emergente presentes nos ambientes aquáticos, sendo adicionados 

regularmente novos compostos a esta lista (Dey et al., 2019b; Papagiannaki et al., 2022a).  

Nas últimas décadas a presença de micropoluentes, tais como reguladores 

lipídicos, antidepressivos, agentes quimio-terapêuticos, contracetivos, aditivos 

industriais, pesticidas, nanopartículas e disruptores endócrinos, nos ambientes aquáticos 

tem vindo a aumentar e representa um novo obstáculo global à qualidade da água, 

levantando preocupações sobre a sua toxicidade para os organismos aquáticos e sobre os 

seus efeitos na saúde humana (Mirzaei et al., 2017; Oliveira et al., 2020; Palma et al., 

2020a).  

A EPA define estes compostos como contaminantes de preocupação emergente 

(CECs), não sendo ainda claro como estes podem afetar o ambiente e a saúde, sendo 
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necessário continuar a realizar estudos com o objetivo de avaliar os seus impactos na 

saúde humana e nos ecossistemas (Oliveira et al., 2020; Schröder et al., 2016). 

A industrialização, a agricultura e o desenvolvimento urbano são alguns dos 

fatores que têm contribuído para a ocorrência de fármacos e outros xenobióticos no 

ambiente. No entanto, a principal fonte destes contaminantes no ambiente são as Estações 

de Tratamento de Águas Residuais (ETARs), uma vez que estas foram desenvolvidas para 

a remoção de poluentes biodegradáveis e os fármacos são substâncias pseudo-persistentes 

e pouco biodegradáveis (Awfa et al., 2018; Oliveira et al., 2020). 

 

2.2 Entrada, destino e impacto dos fármacos no ambiente 

Micropoluentes como os fármacos são introduzidos no ambiente diariamente 

através de efluentes domésticos, hospitalares e industriais. Isto acontece, pois os 

processos convencionais de tratamento das águas residuais baseiam-se em 

biotransformação e biodegradação, não sendo capazes de remover fármacos de forma 

eficiente, uma vez que muitos destes compostos são pouco biodegradáveis e pseudo-

persistentes (Awfa et al., 2018; Gomes et al., 2017; Kanakaraju et al., 2018b; Madikizela 

et al., 2017; Maycock & Watts, 2011).  

As ETARs são consideradas as principais fontes de contaminação das águas. Os 

fármacos apresentam estruturas e propriedades físico-químicas muito diversas, exigindo 

a aplicação de uma certa variedade de processos de remoção. Isto faz com que a eficiência 

do tratamento das águas residuais nas ETARs convencionais seja variável, causando de 

um modo geral, ao fracassar a sua remoção, um aumento da presença de fármacos e dos 

seus metabolitos nas águas superficiais (rios, lagos, oceanos) e subterrâneas (Awfa et al., 

2018; Kanakaraju et al., 2018b; Palma et al., 2020a). Além das ETARs, outras atividades 

humanas, como a pecuária, agricultura e aquacultura, bem como a deposição inadequada 

de medicamentos com o prazo de validade expirado fora dos pontos de coleta apropriados, 

também representam fontes de contaminação (Kanakaraju et al., 2018b; Palma et al., 

2020b, 2020a).  
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Na figura 2-1 estão representadas de forma esquemática as principais fontes e os 

principais destinos dos fármacos no ambiente.  

 

 

Figura 2.1 Ocorrência e destino dos fármacos no ambiente 

 

Os fármacos são substâncias que foram desenvolvidas para induzir uma ação 

perturbadora nos sistemas biológicos (Gomes et al., 2017; Palma et al., 2020a). A 

existência destes compostos na água potável, embora em baixas concentrações (na ordem 

dos micro ou nanogramas por litro) gera preocupação em relação ao seu efeito para a 

saúde pública, que é agravada quando se consideram os potenciais efeitos sinérgicos 

resultantes de misturas complexas de fármacos (Oliveira et al., 2020; Palma et al., 2020a). 

De facto, é possível que diferentes fármacos, que tenham modos de ação semelhantes, 

possam ter efeitos cumulativos ou até mesmo sinérgicos, que vão além dos efeitos 

induzidos por cada um isoladamente. Além disso, considerando que muitos fármacos são 

poluentes persistentes, a exposição contínua a estes compostos pode, a longo prazo, 

resultar em efeitos crónicos. Alguns autores reportam que, dependendo do tempo de 

exposição, algumas dessas substâncias podem estar associadas ao desenvolvimento de 

cancro testicular, cancro da mama, cancro da próstata, síndrome dos ovários policísticos 

e redução da fertilidade (Oliveira et al., 2020; Palma et al., 2020a). 
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Adicionalmente, a presença constante de fármacos em águas potáveis levanta 

outras preocupações, nomeadamente o desenvolvimento de bactérias ou outros agentes 

patogénicos multirresistentes e de disrupções endócrinas nos organismos (Oliveira et al., 

2020).  

 

2.2.1 Presença de fármacos nas águas em Portugal 

Vários estudos reportam a presença de fármacos em efluentes, águas naturais e 

águas potáveis em todo o mundo, sendo necessário um esforço mundial para a 

monitorização constante destas substâncias (Oliveira et al., 2020; Schröder et al., 2016).  

Em Portugal, tem sido detetada a presença de fármacos em efluentes, estuários, 

rios, lagos e em outras águas superficiais (Fernandes et al., 2020; Reis-Santos et al., 2018; 

Sousa et al., 2020). Na tabela 2-1 são apresentados os principais fármacos detetados em 

Portugal, divididos por classe farmacoterapêutica, bem como a sua concentração em 

várias amostras ambientais. 
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Tabela 2.1 Fármacos detetados em águas em Portugal 

Composto  Local 
Concentração detetada min-máx 

(ng L-1) 
Referências bibliográficas 

Analgésicos e anti-inflamatórios não esteroides 

Paracetamol 

Bacia do Guadiana 5.23-173 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 6.69-36.9 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 3.45-21.5 

Águas Superficiais Nd- 30 (Papagiannaki et al., 2022b) 

Diclofenaco 

Bacia do Guadiana 18.09-1152.5 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 3.14-83.9 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 2.49-76.0 

Rios  3200 

(Soares et al., 2022) Oceano Atlântico 241 

ETARS 6200 

Foz do Tejo 1.60-51.80 (Reis-Santos et al., 2018) 

Águas Superficiais Nd-12 (Papagiannaki et al., 2022b) 

Estuários Nd-346 (Sousa et al., 2020) 

Ibuprofeno 
Bacia do Guadiana 72.14-1020.46 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 3.69-58.1 (Silva et al., 2021) 
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Composto  Local 
Concentração detetada min-máx 

(ng L-1) 
Referências bibliográficas 

ETAR Faro (FNW-RL) 5.09-28.8 

Idometacina  Bacia do Guadiana 5.38-43.21 (Palma et al., 2020a) 

Cetoprofeno Bacia do Guadiana 12.88-98.92 (Palma et al., 2020a) 

Naproxeno 

Bacia do Guadiana 9.09-978.77 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 2.14-11.0 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 2.79-8.48 

Paracetamol  Foz do Tejo 0.12-10.60 (Reis-Santos et al., 2018) 

Propifenazona Bacia do Guadiana Nd-10 (Palma et al., 2020a) 

Antibióticos 

Claritromicina 
Bacia do Guadiana 4.05-57.62 (Palma et al., 2020a) 

Leça (Wsl.1) 269 (Fernandes et al., 2020) 

Eritromicina 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 2.16-20.0 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 3.0-18.5 

Águas Superficiais Nd-32 
(Papagiannaki et al., 2022b) 

Estuários  Nd-184 

Ofloxacina 

Bacia do Guadiana 27.87-31.70 (Palma et al., 2020a) 

Leça (Wsl.1) 120 (Fernandes et al., 2020) 

Estuários  Nd-9.45 (Sousa et al., 2020) 
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Composto  Local 
Concentração detetada min-máx 

(ng L-1) 
Referências bibliográficas 

Mar  Nd-98.6 

Sulfadiazina 

Bacia do Guadiana Nd-75.24 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 3.30 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 2.69-21.7 

Sulfadimidina Bacia do Guadiana 1.62-59.58 (Palma et al., 2020a) 

Sulfametoxazol 

Bacia do Guadiana 1.70-105.65 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 2.17-17.3 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 3.24-10.2 

Rios 43 
(Soares et al., 2022) 

ETARS 600 

Trimethoprima Bacia do Guadiana 3.06-21.89 (Palma et al., 2020a) 

Medicamentos psicotrópicos 

Carbamazepina 

Bacia do Guadiana 6.90-689.65 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 9.42-55.1 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 10.3-45.3 

Leça (Wsl.1) 354 (Fernandes et al., 2020) 

Estuários  Nd-257 
(Sousa et al., 2020) 

Mar  Nd-475 
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Composto  Local 
Concentração detetada min-máx 

(ng L-1) 
Referências bibliográficas 

Águas Superficiais Nd-19 (Papagiannaki et al., 2022b) 

Diazepam Bacia do Guadiana 0.78-4.70 (Palma et al., 2020a) 

Lorazepam Bacia do Guadiana 27.08-76.78 (Palma et al., 2020a) 

Paroxetina Bacia do Guadiana Nd-60.65 (Palma et al., 2020a) 

Reguladores lipídicos 

Bezafibrato 

Bacia do Guadiana Nd-328.02 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 2.10-4.80 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 3.36-3.77 

Foz do Tejo 1.89 (Reis-Santos et al., 2018) 

Estuários  Nd-41.3 (Sousa et al., 2020) 

Fenofibrato Bacia do Guadiana 1.91-16.21 (Palma et al., 2020a) 

Genfibrozila 
Bacia do Guadiana Nd-69.74 (Palma et al., 2020a) 

Foz do Tejo 11.50-77.00 (Reis-Santos et al., 2018) 

Bloqueadores beta 

Atenolol 

Bacia do Guadiana Nd-130.08 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 3.46-9.33 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 2.20-5.32 

Foz do Tejo 0.49 (Reis-Santos et al., 2018) 
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Composto  Local 
Concentração detetada min-máx 

(ng L-1) 
Referências bibliográficas 

Águas Superficiais Nd-4 (Papagiannaki et al., 2022b) 

Metoprolol 

Bacia do Guadiana 1.65-115.08 (Palma et al., 2020a) 

ETAR Beirolas (BEI-REC) 2.01-57.2 
(Silva et al., 2021) 

ETAR Faro (FNW-RL) 3.63-14.7 

Estuários  Nd-161 (Sousa et al., 2020) 

Propranolol 

Bacia do Guadiana Nd-46.71 (Palma et al., 2020a) 

Foz do Tejo 0.02-1.89 (Reis-Santos et al., 2018) 

Estuários  Nd-285 (Sousa et al., 2020) 

Sotalol Bacia do Guadiana Nd-240.03 (Palma et al., 2020a) 

Diuréticos 

Furosemida Bacia do Guadiana 5.49-886.79 (Palma et al., 2020a) 

Hidroclorotiazida Bacia do Guadiana 49.96-1057.53 (Palma et al., 2020a) 

Losartan  Foz do Tejo 1.52-64.70 (Reis-Santos et al., 2018) 

Opioides 

Codeína Bacia do Guadiana Nd-131.96 (Palma et al., 2020a) 

Nd- não detetado
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2.2.2 Métodos analíticos utilizados na quantificação de fármaco em amostras 

ambientais 

A deteção de fármacos em amostras ambientais tornou-se possível nos finais do 

séc. XX com o desenvolvimento de métodos analíticos sensíveis e robustos, capazes de 

detetar, quantificar e identificar poluentes em quantidades vestigiais (ng L-1 – µg L-1) 

(Paíga et al., 2019; Papagiannaki et al., 2022b). 

Existem várias técnicas utilizadas na quantificação de fármacos em amostras 

ambientais. Essas técnicas incluem a espectrofluorimetria, espectrofotometria de 

absorção molecular, eletroforese capilar e alguns métodos voltamétricos (Carrajola, 

2021). No entanto, a técnica mais amplamente utilizada é a Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC) isolada ou acoplada à espectrometria de massa (LC-MS ou LC-

MS/MS), devido à sua capacidade de deteção e identificação simultânea de diferentes 

compostos, com alta resolução em um curto período. Além disso, é uma técnica seletiva 

e sensível, que oferece uma boa precisão (Carrajola, 2021; Paíga et al., 2019; 

Papagiannaki et al., 2022b).  

 

2.2.3 Características físico-químicas do diclofenaco e do naproxeno 

Os grupos de fármacos que geram maior preocupação ambiental incluem anti-

inflamatórios não esteroides, antibióticos, β bloqueadores, antiepiléticos, antidepressivos, 

hormonas e anti-histamínicos (Awfa et al., 2018; Kanakaraju et al., 2018b). 

Assim, para selecionar os fármacos a estudar neste trabalho foram usados os 

seguintes critérios: 

• Consumo anual em Portugal e em outros países; 

• Frequência de deteção em amostras ambientais; 

• Comportamento e remoção em ETARs convencionais; 

• Biodegrabilidade; 

• Classes farmacoterapêuticas e propriedades físico-químicas 

(características ácido-base, log Kow, solubilidade em água, etc) 
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Com base nos critérios mencionados anteriormente, foram selecionados para este 

estudo os fármacos naproxeno e diclofenaco. A tabela 2.2 apresenta as respetivas 

características físico-químicas para cada um dos fármacos. 

 

Tabela 2.2 Principais características físico-químicas do diclofenaco e do naproxeno 

Nome 

comum 
Nome IUPAC  

Formula 

molecular e 

estrutura  

Massa 

molecular 

(g/mol) 

pKa  

Solubilidade 

(mg L-1) 

25ºC 

log 

Kow 

Diclofenaco 

a,b 

2-[(2,6-

dichlorophenyl) 

amino]benzene 

acetic acid 

 

296,1 4,15 2,37 4,51 

Naproxeno 

a,c 

(S)-6-methoxy-α-

methyl-2-

naphthaleneacetic 

acid 

 
230,26 4,15 15,9 3,18 

a-(Madikizela & Chimuka, 2017); b-(Castellari & Ottani, 1997); c-(King et al., 2011) 

 

O naproxeno é um ácido orgânico fraco e polar que pertence ao grupo dos anti-

inflamatórios não esteroides. Possui propriedades analgésicas e anti-inflamatórias. É 

comumente utilizado no tratamento de artrite, febre e dores intensas, quando administrado 

em doses elevadas. A sua disponibilidade sem receita médica contribuiu para a sua 

popularidade significativa no mercado farmacêutico, o que resulta na sua consequente 

presença no ambiente (Guzik, 2020; Madikizela & Chimuka, 2017; Reza & 

Ahmaruzzaman, 2016). A presença de naproxeno na água gera grande preocupação pois 

a sua bioacumulação pode levar à suspensão da atividade metabólica de alguns enzimas 

(Guzik, 2020). Para além disso, a sua fotodegradação pode levar à formação de outros 

compostos mais tóxicos e persistentes (Guzik, 2020). 

Nas ETARs, a remoção e degradação do naproxeno varia entre os 40% e a sua 

eliminação quase total (Guzik, 2020). Devido à decomposição incompleta do naproxeno, 

este é detetado, em Portugal e no resto do mundo, em águas subterrâneas e em todos os 

tipos de águas superficiais como rios, lagos e até mesmo em água potável, sendo que a 
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sua concentração nos mesmos e nas ETARs é superior à concentração recomendada pela 

agência europeia de medicamentos (Guzik, 2020). 

O diclofenaco, assim como o naproxeno, é um medicamento pertencente ao grupo 

dos anti-inflamatórios não esteroides, que possui propriedades analgésicas e anti-

inflamatórias. Pode ser administrado por via oral, cutânea, oftálmica, retal, injeção 

intramuscular e perfusão endovenosa (Castellari & Ottani, 1997; Gan, 2010; NSH, 2021). 

É utilizado no tratamento da dor, da inflamação e de edemas pós-traumáticos, sendo 

indicado para artrites, inflamações dentárias, estados inflamatórios em ginecologia, 

síndromes dolorosas da coluna vertebral, reumatismos não articulares, crises de 

enxaquecas, etc. (Castellari & Ottani, 1997; INDICE, 2023; NSH, 2021). 

 

2.3 Remoção dos fármacos nas ETARs convencionais 

Como anteriormente mencionado, as ETARs são a principal fonte de 

contaminação do ambiente aquático, uma vez que é maioritariamente a partir destas que 

os fármacos, respetivos metabolitos e produtos de transformação são lançados para o 

ambiente (Awfa et al., 2018; Kanakaraju et al., 2018b). 

As ETARs recebem águas residuais provenientes de diversas fontes, como 

atividades domésticas, urbanas, industriais, agrícolas e hospitalares, resultando em 

efluentes com diferentes propriedades físicas, químicas e microbiológicas (Santos et al., 

2022). Além disso, as ETARs não foram projetadas para remover fármacos persistentes 

e resistentes aos métodos químicos e biológicos convencionais, o que as torna ineficientes 

na remoção dessas substâncias (Kanakaraju et al., 2018b). 

Em geral, a eficiência de remoção de fármacos por processos biológicos depende 

dos processos de tratamento, das propriedades físico-químicas dos fármacos, da 

população microbiana presente e dos parâmetros de operação, tais como pH, temperatura, 

tempo de retenção nas lamas, concentração da biomassa e tempo de retenção hidráulica. 

Portanto, a percentagem de remoção pode variar de uma ETAR para outra (Kanakaraju 

et al., 2018b). 

O tratamento convencional numa ETAR segue 4 etapas antes de devolver as águas 

à natureza. As etapas de tratamento preliminar e tratamento primário têm como objetivo 
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a remoção de sólidos por processos físicos, como gradagem, desarenamento e 

sedimentação, além da remoção de substâncias como gorduras, óleos e outros materiais 

flutuantes (Águas do Vale do Tejo & EpaL, 2021; Gaffney et al., 2017; Jasim, 2020). 

Nessas duas etapas, há uma remoção limitada de micropoluentes orgânicos, incluindo 

fármacos. Devido à baixa atividade microbiológica nessas etapas, qualquer remoção de 

fármacos e respetivos metabolitos deve-se à sua adsorção às partículas dos sólidos 

suspensos que são removidas nos sedimentadores (Dordio & Carvalho, 2015). 

O tratamento secundário é um tratamento biológico levado a cabo por 

microrganismos como bactérias e fungos e tem como objetivo a remoção da matéria 

orgânica solúvel facilmente biodegradável e alguns compostos inorgânicos como nitratos 

e fósforo (Dordio & Carvalho, 2015). É também nesta fase que se inicia a remoção dos 

fármacos. No entanto, este tratamento apresenta uma capacidade de remoção limitada 

para muitos fármacos uma vez que muitos deles são poucos biodegradáveis (Dordio & 

Carvalho, 2015; Jasim, 2020). 

Finalmente, no tratamento terciário, a água é submetida a processos de desinfeção, 

como radiação ultravioleta ou adição de hipoclorito de sódio, entre outros. Esta última 

etapa assegura uma higienização da água tratada e também a remoção de alguns 

compostos específicos, incluindo fármacos e respetivos metabolitos. No entanto, é 

importante destacar que este último tratamento não é implementado em todas as ETARs 

(Águas do Vale do Tejo & EpaL, 2021; Dordio & Carvalho, 2015). 

 

Figura 2.2 Esquema de funcionamento de uma ETAR convencional 
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2.4 Leitos Construídos de Macrófitas 

Os leitos construídos de macrófitas (LCMs) são zonas húmidas artificiais ou 

seminaturais que visam a remoção de poluentes de águas residuais industriais, urbanas ou 

agrícolas. Estes sistemas usam a combinação de processos físicos, químicos, biológicos 

e bioquímicos por ação dos 4 componentes principais, água, matriz de suporte, plantas 

(macrófitas) e microrganismos, para a remoção de poluentes, simulando os processos que 

ocorrem nas zonas húmidas naturais (Abbassi & Yadav, 2020; Dires et al., 2019; global 

wetland tecnhology, 2021 Omondi & Navalia, 2020; Scholz, 2016). A remoção dos 

poluentes nos LCMs pode ser feita por degradação microbiana, absorção, armazenamento 

e/ou metabolização pelas plantas, bem como por oxidação-redução, fotodegradação, 

adsorção e filtração física através da matriz (Dordio & Carvalho, 2018, 2013; Omondi & 

Navalia, 2020). 

Os LCMs podem ser utilizados individualmente ou inseridos nas fases de 

tratamento secundário e terciário das ETARs para o tratamento das águas residuais 

(Abbassi & Yadav, 2020; Dordio & Carvalho, 2018; Omondi & Navalia, 2020). Por outro 

lado, a utilização de LCMs também apresenta alguns desafios uma vez que a sua 

eficiência pode apresentar alguma sazonalidade devido a variações de temperatura e 

diferentes períodos de exposição solar. Estes fatores afetam de forma direta a fisiologia 

da planta e de forma indireta o metabolismo dos microrganismos, uma vez que as baixas 

temperaturas tendem a desacelerar o metabolismo dos mesmos, resultando numa 

eficiência de remoção inferior. Para além disto, os LCMs requerem uma grande área para 

a sua instalação quando comparados com as ETARs convencionais, limitando a sua 

utilização a aglomerados populacionais pequenos (Dordio & Carvalho, 2018; Omondi & 

Navalia, 2020; M. Wang et al., 2017). 

A eficiência dos LCMs na remoção dos fármacos depende do tipo, manutenção e 

interação entre os seus componentes. Desta forma a seleção dos componentes é 

extremamente importante de forma a maximizar o desempenho de cada um deles, e do 

seu conjunto, na remoção dos poluentes. Adicionalmente, os LCMs também constituem 

o habitat de vários organismos e podem ser construídos de forma harmoniosa com o 

ambiente circundante, apresentando não só vantagens ecológicas e económicas como 

também vantagens estéticas (Omondi & Navalia, 2020). A figura 2.3 apresenta os 
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principais processos que ocorrem num LCMs, bem como os principais fatores que afetam 

a sua performance. 

 

Figura 2.3 LCMs e os fatores que afetam a sua performance 
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2.4.1 Papel dos componentes dos LCM na remoção dos fármacos 

Nos LCMs, os três componentes (a matriz de suporte, as plantas e os 

microrganismos) atuam de forma integrada na remoção de fármacos, por meio de uma 

grande variedade de processos físicos, químicos e biológicos, tal como se apresenta na 

figura 2.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4 Papel dos componentes dos LCMs e principais processos envolvidos na 

remoção de fármacos 

 

2.4.1.1 Matriz de suporte  

A matriz é um dos componentes principais dos LCMs e desempenha várias 

funções. A matriz pode filtrar as águas poluídas, retendo alguns poluentes. Serve também 

como suporte para as raízes das plantas e constitui um ambiente favorável ao 

desenvolvimento de microrganismos que têm um papel crucial na transformação e 

remoção dos poluentes (Omondi & Navalia, 2020; J. Wang et al., 2021).  

A matriz pode ser constituída por diversos materiais naturais ou artificiais. No 

entanto, existem alguns parâmetros a ter em consideração na seleção da mesma. Na 

seleção da matriz deve ter-se em consideração a resistência mecânica e química dos 
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materiais que a compõem, bem como a toxicidade para o ambiente, plantas e 

microrganismos, porosidade e capacidade de sorção dos poluentes (Dordio et al., 2017). 

Os agregados de argila expandida (LECA) têm sido amplamente utilizados como 

um dos componentes da matriz, devido às suas diversas capacidades. Entre elas destacam-

se a eficiente remoção de fosfatos, elevada resistência mecânica, ótima condutividade 

hidráulica e estrutura favorável, que possibilita o enraizamento das plantas e o 

desenvolvimento de biofilmes (Mlih et al., 2020). Para além da LECA, a vermiculite é 

um dos materiais mais utilizados na composição da matriz de suporte, uma vez que 

apresenta uma elevada capacidade de remoção de nutrientes como o azoto e o fósforo 

(Abdelhakeem et al., 2016; C. J. Li et al., 2011). 

A cortiça tem uma elevada importância económica para Portugal, uma vez que é 

um dos principais setores de exportação do país. Além do seu valor económico, a cortiça 

também possui uma importante valorização ambiental devido às suas características 

sustentáveis e biodegradáveis (Branco & Lopes, 2018; Mestre et al., 2014). A indústria 

corticeira tem procurado cada vez mais alternativas para aproveitar os resíduos gerados 

durante o processo de produção, e uma das possibilidades promissoras é utilizá-los como 

componentes com elevada capacidade de sorção em matrizes de LCMs para o tratamento 

de águas residuais (Mallek et al., 2018). Essa abordagem inovadora permite, não apenas 

reduzir o impacto ambiental dos resíduos, mas também contribuir para a eficiência dos 

sistemas de tratamento de águas, promovendo um ciclo mais sustentável e equilibrado 

para a indústria corticeira e para o meio ambiente (Lei et al., 2021; Mateus & Pinho, 

2020b). 

 

2.4.1.2 Vegetação  

A componente vegetal utilizada em LCMs deve preencher alguns requisitos, 

nomeadamente (Scholz, 2016): 

• Adaptabilidade ecológica; 

• Resistência a doenças, pragas e variações climáticas; 

• Elevada tolerância aos poluentes a tratar; 

• Fácil propagação, colheita e crescimento rápido; 
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• Elevada capacidade de remoção de poluentes por assimilação direta, indireta 

ou processos microbianos  

Normalmente, nos LCMs, as plantas mais utilizadas são as macrófitas uma vez 

que estas se desenvolvem em solos húmidos ou inundados e, portanto, estão adaptadas a 

ambientes alagados tais como os que se têm para tratamento de águas residuais. Uma 

outra característica interessante das macrófitas é que promovem uma elevada oxigenação 

junto às suas raízes, o que cria condições aeróbicas favoráveis para processos microbianos 

mais eficientes na biodegradação de compostos orgânicos como os fármacos (Dordio & 

Carvalho, 2018; Kataki et al., 2021). A espécie de macrófita utilizada varia com a região. 

No entanto, existem algumas macrófitas que são mais comuns a todos os climas 

temperados tais como a Phragmites spp., a Typha spp. ou a Scirpus spp. 

As macrófitas são responsáveis pelo processo de fitorremediação que ocorre nos 

LCMs e desempenham um papel importante na remoção de alguns fármacos através de 

processos de adsorção, absorção, bioacumulação e metabolização (figura 2.5) (X. Li et 

al., 2021). Para além disto, atraem uma grande quantidade de “vida” como aves e formam 

ambientes propícios para protozoários, zooplâncton, fitoplâncton que participam na 

remoção de poluentes e ajudam na integração visual dos LCMs (Dordio & Carvalho, 

2018; Omondi & Navalia, 2020).  

 

Figura 2.5 Mecanismos principais envolvidos na fitorremediação 
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Tendo em conta os critérios referidos anteriormente, alguns estudos sugerem que 

a Typha spp. é a melhor opção de macrófita para os LCMs uma vez que apresenta elevada 

tolerância a compostos farmacêuticos, contribuindo para a sua remoção das águas 

contaminadas (Dordio et al., 2010, 2017, 2009, 2011; Nocetti et al., 2020).  

A Typha spp. é uma macrófita com ampla distribuição geográfica e relevância 

ecológica numa grande variedade de ecossistemas e de fácil cultivo (figura 2.6). Para 

além disto, apresenta uma elevada resistência a pragas e doenças, sendo também 

resistente a diversos poluentes ambientais como fármacos e pesticidas (H. B. Sharma et 

al., 2019). É uma planta natural da região alentejana, o que a torna menos suscetível a 

variações que possam ocorrer no seu habitat. As características da Typha spp. encontram-

se registadas na tabela 2.4. 

 

 

Figura 2.6 Mapa da distribuição da Typha spp. em Portugal (Botânico UTAD, n.d.) 
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Tabela 2.3 Características da Typha spp. (Azevedo, 2022; Botânico UTAD, n.d.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.1.3 População microbiana 

As condições geradas pelas macrófitas utilizadas nos LCMs tornam favorável o 

desenvolvimento de microrganismos e a formação de biofilmes que auxiliam na remoção 

dos fármacos por mecanismos como biossorção, bioprecipitação, bioacumulação e 

bioimobilização (Davis, 1995; Kataki et al., 2021; Varma et al., 2021). Os biofilmes 

possuem uma elevada capacidade de absorção de nutrientes sendo capaz de reter fosfatos 

e nitratos, transformando-os em formas biodisponíveis, regulando, desta forma, a 

biodisponibilidade de nutrientes. Adicionalmente, a população presente nos LCMs 

estimula o desenvolvimento e crescimento das raízes das macrófitas e fornece proteção 

às mesmas contra agentes patogénicos e stresses abióticos (Davis, 1995; Kataki et al., 

2021; Omondi & Navalia, 2020; Varma et al., 2021).  

A acumulação e espessamento excessivo do biofilme pode causar a diminuição da 

porosidade da matriz, diminuir a absorção de CO2 e O2, e limitar a eficiência de remoção 

de nitratos, afetando de forma negativa o sistema (Kataki et al., 2021). 

A biodiversidade da população microbiana é dependente de vários fatores 

nomeadamente do tipo de macrófitas, substrato e composição do efluente. Outros fatores 

como o pH, a temperatura, a salinidade, a eventual presença de compostos tóxicos e a 

Género Typha 

Família Typhaceae 

Nome comum Foguetes, Tábua-estreita 

Ocorrência Ambientes húmidos, arenosos e pantanosos 

Distribuição geral Cosmopolita 

Porte 1-3 m de altura 

Época de floração Junho-Novembro 

Reprodução Sementes 

Indicador ecológico Solos arenosos 
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quantidade de nutrientes disponível também afetam a composição e atividade da 

população microbiana (Kataki et al., 2021; Vymazal et al., 2021). 

O Bacillus subtilis é uma bactéria GRAS, Gram-Positiva, esporulada, aeróbia 

facultativa em forma de bastão que habita no solo, nas raízes das plantas e em ambientes 

aquáticos (Errington & van der Aa, 2020; Mohsin et al., 2021). É cultivada em meios de 

cultura simples, contendo apenas sais essenciais e fontes de carbono, nitrogénio, e 

fósforo, a temperaturas entre os 10 e os 55ºC, sendo a temperatura de crescimento ótima 

entre os 30º e 37ºC (Errington & van der Aa, 2020; Martinez, 2013; Piggot, 2009). É uma 

bactéria amplamente estudada pois é de fácil manipulação genética e tem uma elevada 

relevância económica, uma vez que é utilizada na produção de enzimas como proteases e 

amilases, na indústria alimentar para a produção de produtos fermentados e na indústria 

farmacêutica para a produção de antibióticos, vitaminas e vacinas (Martinez, 2013; 

Piggot, 2009; Su et al., 2020). Adicionalmente, é também utilizada na biorremediação de 

águas (Mohsin et al., 2021) . 

Na natureza, o B. subtilis é comumente encontrada nos solos, associada a raízes 

de plantas, o que melhora significativamente a qualidade dos solos, o conteúdo de carbono 

e promove o crescimento das plantas (Su et al., 2020). A formação de biofilmes impede 

o crescimento de bactérias patogénicas, aumenta a assimilação de nutrientes, oferece 

proteção para organismos contra condições desfavoráveis e propicia a resistência a 

antibióticos (Martinez, 2013; Su et al., 2020).  

A capacidade do B. subtilis para formar esporos e produzir inúmeras enzimas que 

degradam uma variedade de substâncias, torna-a resistente a alterações ambientais como 

temperatura e pH, sendo capaz de se adaptar a ambientes com elevados níveis de oxigénio 

e com elevados stresses osmóticos (Su et al., 2020; Weinstock, 2001).  

Alguns estudos referem que bactérias do género Bacillus, nomeadamente o B. 

subtilis, podem ser utilizadas como uma ferramenta de biorremediação de baixo custo 

para o tratamento de efluentes municipais e industriais, em particular para a remoção de 

substâncias como fármacos, pesticidas e metais pesados (Marchlewicz et al., 2016a; 

Mohsin et al., 2021; Wróbel et al., 2023). 
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3 Metodologia Experimental  

3.1 Materiais e Reagentes 

Para a realização do trabalho experimental, foram utilizadas soluções aquosas 

preparadas a partir de quatro compostos farmacêuticos puros: a carbamazepina, o 

diclofenaco, o ibuprofeno e o naproxeno. Na tabela 3.1 apresentam-se as principais 

características das substâncias utilizadas e os respetivos fornecedores . 

Tabela 3.1 Principais características das substâncias químicas utilizadas 

Substância química 
Formula 

química 

Riscos e 

segurança 

Massa 

molar 

(g/mol) 

Grau de 

pureza 

(%) 

Fornecedor 

Acetonitrilo C2H3N 
Tóxico; 

inflamável 
41,05 > 99.9 Merck 

Ácido fosfórico H3PO4 Corrosivo 98,00 85,0 JMGS 

Água para HPLC H2O - 18,02 - 
Fisher 

Chemical 

Carbamazepina C15H12N2O 
Nocivo; 

Cancerígeno 
236,269 98,8 Acofarma 

Cloreto de amónio NH4Cl 
Tóxico: 

Nocivo 
53,49 ≥99,5 ACS reagent 

Diclofenaco C14H11Cl2NO2 Tóxico 296,148 99,4 Acofarma 

Fosfato de potássio 

monobásico 
KH2PO4 Tóxico 136,09 ≥99,0 

Sigma 

Aldrich 

Glucose  C16H12O6 - 180,16 ≥99,0 Himedia 

Hidrogenofosfato de 

sódio di-hidratado  
NaHPO4

.2H2O - 177,99  
Sigma 

Aldrich 

Ibuprofeno  C13H18O2 Tóxico 206,28 ≥98,0 Biosynth 

Metanol CH3OH 
Tóxico; 

Inflamável 
32,4 99.8 

Fisher 

Chemical 

Naproxeno C14H13NaO3 Nocivo 252,24 98-102 Sigma 

Sulfato de magnésio 

hexa-hidratado  
MgSO4

.6H2O - 228,46 ≥99,0 
Riëdel-de 

Haën 
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A matriz de suporte a otimizar nos ensaios era composta por dois materiais 

argilosos processados industrialmente, a vermiculite esfoliada (Aguiar & Mello, Lda, 

Portugal) com granulometria 2 e agregados de argila expandida (LECA) com 

granulometria 2/4 (MaxitGroup, Portugal). Estes dois materiais foram misturados 

uniformemente numa proporção de 1:1 (v:v). Esta mistura dos dois matérias nestas 

proporções já tinha sido utilizada em estudos anteriores como matriz de suporte de 

microcosmos de LCMs para a remoção de alguns fármacos (Carrajola, 2021). 

Adicionalmente, foram testados granulados de cortiça expandida de granulometrias 0,5/3 

e 3/5 mm (Amorim Cork Insulation S.A.), com o objetivo de incorporar na composição 

da matriz de suporte os granulados de cortiça com a granulometria que apresentar 

melhores resultados em função dos objetivos do trabalho. 

Na tabela 3.2 apresentam-se algumas características físico-químicas da LECA, da 

vermiculite e da mistura final entre os dois materiais. É possível verificar que a mistura 

entre os dois materiais apresenta características físico-químicas intermédias. 

Tabela 3.2 Características físico-químicas da vermiculite, da LECA e da mistura dos 

dois materiais 

Material LECA a Vermiculite a 

Mistura 

LECA/Vermiculite 

(1:1 v/v) b 

Granulometria (mm) 2-6.3 0.8-5 - 

Porosidade (%) 66 ± 1 49± 1 54 ± 2 

Densidade aparente 

(kg m-3) 
88 ± 2 394 ± 10 291 ± 14 

pH (H2O) 7,44 ± 0.06 9,04±0.08 8,67 ± 0.05 

a) Dordio et al. 2017; b) Valores determinados anteriormente no laboratório  

Nas figuras seguintes são apresentadas, respetivamente, a mistura dos dois 

materiais argilosos (figura 3.1) e os dois tipos de cortiça avaliadas (figura 3.2), materiais 

a usar na composição da matriz de suporte dos microcosmos de LCMs. 
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Figura 3.1 Mistura de LECA 2/4 e vermiculite 2 (1:1, v/v) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2 Cortiça 3/5 (à esquerda) e cortiça 0.5/3 (à direita) 
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3.2 Metodologia analítica 

A quantificação do naproxeno e do diclofenaco em solução aquosa foi realizada 

utilizando cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) com detenção UV-Vis, com 

recurso a um equipamento VWR HITACHI com uma bomba L-2130 (Elite Lachrom), 

equipado com um autosampler VWR HITACHI L 2200 (Elite Lachrom) e com um detetor 

UV L-2400 (Elite Lachrom).  

A cromatografia líquida é uma técnica muito seletiva e sensível que oferece uma 

boa precisão e exatidão nos resultados. Assim, optou-se pela utilização desta técnica 

analítica uma vez que as soluções utilizadas no trabalho experimental continham uma 

mistura de quatro fármacos (carbamazepina, diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno), sendo 

assim necessário efetuar a separação completa e a quantificação seletiva de cada um deles. 

A necessidade de quantificar todos os quatros fármacos apesar de apenas dois deles serem 

o alvo deste estudo justifica-se pela circunstância de que o trabalho experimental foi 

realizado em conjunto com outra colega de mestrado, que estudou os outros dois 

fármacos, o naproxeno e o diclofenaco. Assim, havia a necessidade de que o método 

analítico utilizado permitisse a quantificação de todos estes quatro compostos em 

simultâneo. 

Antes de quantificar os fármacos em solução aquosa utilizando esta técnica 

analítica, foram realizados procedimentos de otimização das condições de análise e 

validação do método analítico. 

 

3.2.1 Otimização das condições de quantificação dos fármacos por 

HPLC/UV-Vis 

3.2.1.1 Determinação do comprimento de onda de quantificação 

Na quantificação dos compostos por HPLC foi utilizado um detetor de UV-Vis de 

comprimento de onda (c.d.o.) único variável. Os detetores UV-Vis estão entre os mais 

amplamente empregados em HPLC, devido ao seu custo relativamente baixo e à sua baixa 

sensibilidade a variações pequenas no fluxo e na temperatura. Existem várias 

configurações de detetores UV-Vis, sendo o de c.d.o. único variável uma das mais 

comuns, principalmente por ser uma das alternativas mais económicas. Contudo, esse tipo 

de detetor limita a análise a um único c.d.o. durante o processo cromatográfico, embora 
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esse c.d.o. possa ser escolhido arbitrariamente e ajustado de acordo com a análise 

realizada. 

Com o intuito de otimizar a quantificação dos compostos em estudo, e 

considerando as limitações do detetor utilizado, que não permite a deteção simultânea a 

múltiplos c.d.o. (ou seja, a cada máximo de absorvência de cada fármaco em simultâneo), 

foi necessário selecionar um c.d.o. que representasse um valor de compromisso. Este 

c.d.o. foi escolhido de modo a maximizar a absorvência de todos os fármacos presentes, 

permitindo, assim, a sua quantificação simultânea. 

Dado que os ensaios foram realizados utilizando uma solução contendo quatro 

fármacos (carbamazepina, diclofenaco, ibuprofeno e naproxeno), como já foi referido 

anteriormente, foi necessário otimizar as condições de análise de modo a conseguir 

quantificar cada composto na solução.  

Inicialmente, foram determinados os c.d.o. em que a absorvência é máxima para 

cada um dos compostos. Neste trabalho, uma atenção especial foi dada aos fármacos aqui 

estudados, i.e. naproxeno e diclofenaco, os quais, de acordo com a literatura consultada 

(Naveed & Qamar, 2014; Primrose et al., 2019), apresentam máxima absorvência a 230 

nm e 276 nm, respetivamente. Esses valores foram confirmados por meio da obtenção do 

espectro de absorção molecular de uma solução de 10 mg L-1 no intervalo de c.d.o. entre 

190 e 340 nm (Anexo A). O mesmo procedimento foi utilizado para determinar o c.d.o. 

correspondente à absorvência máxima dos outros dois fármacos das misturas 

(carbamazepina e ibuprofeno). Foi selecionado o c.d.o. de 220 nm para a quantificação 

de todos os compostos nas análises por HPLC/UV-Vis, uma vez que este c.d.o., não sendo 

o máximo de absorvência de nenhum dos compostos em solução, corresponde ao c.d.o. 

em que todos os compostos apresentam absorvência elevada, sendo possível detetar e 

quantificar os 4 fármacos em solução, em simultâneo. 

 

3.2.1.2 Condições de quantificação dos fármacos por HPLC/UV-Vis 

Para o doseamento dos fármacos em solução aquosa,  por HPLC/UV-Vis utilizou-

se uma coluna analítica de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies, 

Alemanha) com dimensões de 250 mm x 4,6 mm e com um tamanho de partículas de 

5,0 µm e, como fase móvel, recorreu-se a um sistema binário de eluentes: A- acetonitrilo, 
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B- água acidificada com 0,1% (v/v) de ácido fosfórico (H3PO4). A eluição foi realizada 

de forma isocrática, tendo sido testadas diferentes proporções de A e B para obter uma 

composição de fase móvel que permitisse uma boa separação entre os quatro fármacos 

presentes na solução e a realização dessa separação no menor tempo possível. A 

proporção de eluentes que apresentou os melhores resultados foi de 60% de eluente A e 

40% de eluente B. 

As análises foram realizadas à temperatura ambiente, o volume de amostra 

injetado foi de 20 µL e o caudal da fase móvel foi de 1 mL min-1. Foram realizadas no 

mínimo três réplicas das injeções de cada amostra, as quais foram previamente filtradas 

usando filtros de 0,45 µm com membrana de PTFE da Labfil, selecionados anteriormente 

(ver seção 3.2.1.3). 

Para a quantificação dos fármacos utilizou-se o método do padrão externo. Para 

isso, uma série de soluções padrão foram preparadas com concentrações de 0,25; 0,5; 

0,75; 1,0; 1,5; 2,5 e 5,0 mg L-1, para cada um dos fármacos. Estas soluções foram obtidas 

a partir de uma solução padrão stock de 10 mg L-1 de cada um dos quatro fármacos. 

Cada solução padrão foi injetada pelo menos três vezes no equipamento de 

HPLC/UV-Vis, utilizando as condições de trabalho previamente otimizadas.  

A solução padrão stock de 10 mg L-1 foi preparada com água ultrapura, tendo sido 

adicionado um pequeno volume (< 0,5%) de metanol para melhorar a solubilidade em 

água dos fármacos menos solúveis. Para minimizar a possível fotodegradação dos 

compostos mais fotossensíveis, nomeadamente o naproxeno e o diclofenaco, todas as 

soluções foram armazenadas no escuro até à sua utilização. 

 

3.2.1.3 Seleção dos filtros e otimização do volume de amostra a filtrar 

Em análises realizadas por HPLC, a filtração das amostras por meio de 

membranas filtrantes é um procedimento essencial para prevenir a obstrução dos capilares 

ou da coluna cromatográfica. Geralmente, essa filtração é realizada através de membranas 

de baixa porosidade, as quais devem remover partículas pequenas presentes na amostra 

sem, no entanto, reter o analito ou libertar substâncias interferentes. No entanto, estudos 

publicados na literatura e pesquisas conduzidas por membros da equipa de investigação 

revelaram que alguns tipos de membranas filtrantes, feitas de certos materiais e 
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produzidas por certas marcas comerciais, podem apresentar uma retenção significativa de 

determinados fármacos, dependendo do volume da amostra filtrada e da concentração dos 

analitos (Carrajola, 2021). 

Para selecionar o tipo de filtro a utilizar e otimizar a preparação do filtro, foram 

testados dois tipos de filtros diferentes, um com membrana de nylon com uma porosidade 

de 0,45 µm da marca Labfil e um filtro com membrana de PTFE com uma porosidade de 

0,45 µm, também da marca Labfil.  

Para a realização deste estudo procedeu-se à injeção de soluções com 2,5 mg L-1 

e 10 mg L-1 de cada fármaco (carbamazepina, diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno), antes 

e após serem filtradas utilizando cada um dos filtros, com recurso a seringas de plástico 

de 10 mL (Ecojet, Portugal). Foram testados volumes de 5, 10, 15, 20 e 25 mL, sendo que 

para cada um destes volumes apenas o último 1 mL de filtrado foi recolhido e injetado no 

HPLC. Cada ensaio foi repetido em triplicado para cada uma das membranas filtrantes 

estudadas. Para cada uma das concentrações testaram-se os vários volumes até se verificar 

qual era o menor volume de filtrado que permitia obter a maior percentagem de 

recuperação do composto (idealmente, próxima de 100%). Na tabela 3.3 apresentam-se 

as principais características e fabricantes dos filtros utilizados. 

Tabela 3.3 Características e fabricantes dos filtros usados 

Filtro PTFE Nylon 

Tamanho dos poros da membrana (µm) 0,45 0,45 

Diâmetro (mm) 25 25 

Fabricante Labfil Labfil 

Código C0000609 C0000605 

 

3.2.1.4 Validação do método analítico 

O método analítico foi validado através da determinação da exatidão, precisão 

(repetibilidade e reprodutibilidade), linearidade da reta de calibração e dos limites de 

deteção e de quantificação, de acordo com os procedimentos descritos no guia 

“ICHValidation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1)” (ICH, 1994). 
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Para a avaliação da exatidão e da repetibilidade do aparelho foram utilizadas três 

soluções com concentrações dentro da gama de valores das concentrações dos fármacos 

utilizadas nos ensaios: baixa (~ 0,5 mg L-1), média (~ 2,5 mg L-1) e alta (~ 5 mg L-1). 

Foram efetuadas, pelo mesmo analista, 3 injeções sucessivas da mesma solução padrão e 

utilizando a mesma composição da fase móvel de forma a que as condições de eluição se 

mantivessem inalteradas. A exatidão, expressa em percentagem, foi calculada através da 

razão entre a média das concentrações determinadas experimentalmente e a concentração 

teórica, previamente conhecida (ICH, 1994). A repetibilidade foi avaliada com base na 

dispersão dos resultados das medições, ou seja, com o desvio padrão relativo (% DPR) 

das áreas dos picos correspondentes a cada analito (ICH, 1994). 

A reprodutibilidade do aparelho foi avaliada por 3 injeções sucessivas das mesmas 

soluções em três dias diferentes. Foi avaliada ainda com base na dispersão ou desvio 

padrão relativo (% DPR) das áreas dos picos atribuídos ao analito (ICH, 1994). 

As retas de calibração foram obtidas através da representação gráfica das áreas 

resultantes das 3 injeções das soluções padrão em função das respetivas concentrações 

(0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,5 e 5,0 mg L-1). Foi utilizado o método dos mínimos quadrados 

(regressão linear) para a análise da correlação linear na gama de concentrações usadas, 

possibilitando a obtenção do declive e do coeficiente de determinação R2. 

O limite de deteção instrumental (LDI) é uma medida estatística que indica a 

menor quantidade de analito que pode ser detetada com confiabilidade acima do ruído de 

fundo num determinado instrumento analítico e é calculado como a concentração do 

analito correspondente ao sinal do branco mais um múltiplo do desvio padrão do sinal do 

branco (ICH, 1994). Este múltiplo é geralmente estabelecido como 3,3 vezes o desvio 

padrão, sendo este valor escolhido tendo por base critérios estatísticos que visam garantir 

que exista uma elevada probabilidade de que o sinal seja realmente devido à presença do 

analito em vez de se dever meramente a flutuações aleatórias (ICH, 1994). O LDI é 

expresso na mesma unidade de medida do doseamento do analito (por exemplo, mg L-1, 

ppm, etc.) e permite determinar o limite de aplicabilidade de um método analítico. 

O limite de quantificação instrumental (LQI) é uma medida mais rigorosa do que 

o LDI e é utilizado para avaliar a menor quantidade ou concentração de uma substância 

que pode ser quantificada com precisão e confiabilidade num instrumento analítico. É 

calculado como a concentração do analito correspondente ao sinal do branco mais um 
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múltiplo do desvio padrão do sinal do branco. Esse múltiplo é geralmente maior do que 

o utilizado para o cálculo do LDI, podendo ser, por exemplo, 10 vezes o desvio padrão 

(ICH, 1994). É expresso na mesma unidade de medida do doseamento do analito e é útil 

para estabelecer os limites de aplicabilidade de um método analítico não apenas para 

identificação qualitativa mas, sobretudo, para quantificação rigorosa dos analitos. 

Determinou-se ainda a percentagem de recuperação de cada fármaco pela 

membrana filtrante, com base na razão entre a concentração dos compostos na solução 

filtrada e a concentração dos mesmos na solução não filtrada." 

 

3.3 Otimização da composição da matriz a utilizar no microcosmo de 

LCMs 

Em estudos previamente conduzidos pela equipa de investigação, foi avaliada a 

eficiência de uma matriz de suporte composta por uma mistura de LECA 2/4 e vermiculite 

esfoliada 3, na proporção 1:1 (v/v), na remoção e retenção de diversos fármacos. Os 

resultados obtidos revelaram-se, de modo geral, promissores (Carrajola, 2021; A. Dordio, 

Miranda, et al., 2017). 

Com o objetivo de melhorar a eficiência de remoção de fármacos pela matriz de 

suporte previamente testada, foi avaliada a capacidade de adsorção de um novo material, 

granulados de cortiça expandida, para a sua potencial incorporação na composição da 

matriz composta pela mistura de LECA e vermiculite. Nesse contexto, foram investigadas 

duas granulometrias distintas da cortiça, como já foi referido na secção 3.1. 

 

3.3.1 Preparação dos materiais  

A LECA, a vermiculite esfoliada e os granulados de cortiça expandida foram 

previamente lavados sucessivamente com água ultra-pura (Fisher Chemical), de modo a 

remover as partículas e os sólidos em suspensão que estes materiais pudessem apresentar 

devido ao desgaste mecânico. Posteriormente, foram colocados numa estufa a uma 

temperatura de 105ºC, durante 24 horas, de forma a secarem. Esta etapa é, também, 

essencial para a redução da população microbiana, naturalmente presente no material. 

A LECA e a vermiculite foram uniformemente misturadas, na razão de 1:1 (v:v).  
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3.3.2 Seleção da classe granulométrica de cortiça a utilizar na composição da 

matriz  

Foram conduzidos ensaios utilizando duas granulometrias distintas de cortiça, 

com o objetivo de avaliar como o tamanho dos grânulos de cortiça influencia a remoção 

de fármacos presentes em solução: carbamazepina (CBZ), naproxeno (NAP), diclofenaco 

(DCF) e ibuprofeno (IBU). Nestes ensaios foram utilizados granulados de cortiça com 

granulometrias de 0,5/3 e 3/5 mm, os quais foram colocados em contacto com soluções 

aquosas contendo várias concentrações diferentes de cada fármaco (1; 2,5; 5 e 10 mg L­1), 

durante um período de 216 horas. Os ensaios foram realizados em descontínuo, à escala 

laboratorial, em triplicado e à temperatura ambiente. 

A razão entre o volume de solução e a massa do material foi ajustada 

cuidadosamente, para cada granulometria, de forma a garantir uma taxa de inundação 

correspondente a 100%. A taxa de inundação a 100% significa que o volume de solução 

utilizado é suficiente para cobrir totalmente o material de cortiça, assegurando que não 

haja espaços vazios, o que permite um contato mais eficiente entre as soluções e os meios 

filtrantes, replicando a situação encontrada em contextos práticos de aplicação, como em 

uma estação de tratamento. Para além disso, foram usadas nos ensaios massas de cortiça 

de tal modo que em todos os sistemas a cortiça, tanto a da granulometria menor como a 

da maior, ocupasse volumes aproximadamente idênticos (~200 mL). 

Todos os ensaios foram realizados no escuro, de forma a evitar a fotodegradação 

dos fármacos em solução, e sem agitação de modo a simular o comportamento hidráulico 

de um LCMs de fluxo sub-superficial, onde as velocidades de escoamento do efluente 

são, normalmente, baixas. 

A montagem de cada ensaio, para cada granulometria e cada concentração de 

fármacos testada, seguiram o esquema geral ilustrado na figura 3.3. 
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Assim, em cada ensaio foram realizadas 3 réplicas de sistemas contendo a solução 

da mistura de fármacos em contacto com a cortiça de uma dada granulometria, e 3 réplicas 

de sistemas contendo apenas água em contacto com a cortiça da mesma granulometria, 

sendo a função deste últimos sistema servir como controlo. 

Foram realizados no total 6 ensaios diferentes: 

- 2 ensaios com cortiça de granulometria 0,5/3 mm, em contacto com soluções de 

fármacos de 2,5 mg L-1 e 5 mg L-1; 

- 4 ensaios com cortiça de granulometria 3/5 mm, em contacto com soluções de 

fármacos de 1 mg L-1, 2,5 mg L-1, 5 mg L-1 e 10 mg L-1. 

Todos os ensaios tiveram a duração de 216 horas, período durante o qual foram 

recolhidas amostras a cada 24 horas até ao fim do ensaio. 

Nestes ensaios, além de se estudar a capacidade de remoção de fármacos por duas 

granulometrias de cortiça, também foram investigadas as influências de determinadas 

condições experimentais. Essas condições incluíram o tempo de contato entre os grânulos 

de cortiça e as soluções aquosas, bem como as diversas concentrações iniciais dos 

fármacos. 

Figura 3.3 Esquema de cada ensaio para uma dada granulometria de cortiça 

e uma dada concentração cada fármaco. F1, F2 e F3 correspondem às 

replicas dos ensaios e C1, C2 e C3 correspondem às replicas dos controlos 

Cortiça + 
Sol. de 4 
fármacos 

F1 
 

Cortiça + 
Sol. de 4 
fármacos 

F2 

Cortiça + 
Sol. de 4 
fármacos 

F3 

Cortiça 
+ Água 

C1 

Cortiça 
+ Água 

C2 

Cortiça 
+ Água 

C3 
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Dessa forma, os ensaios abrangeram a análise dos efeitos desses fatores nas 

eficiências de remoção dos fármacos e forneceram informações detalhadas sobre o 

comportamento dos meios filtrantes de cortiça em relação à remoção de substâncias 

farmacêuticas presentes na solução. 

 

3.3.3  Seleção da estratificação dos materiais a usar na composição da matriz 

de suporte 

Para a seleção da estratificação a utilizar na composição da matriz suporte para a 

montagem de um microcosmos de LCMs foram testadas três estratificações distintas 

utilizando a mistura de materiais argilosos já referida anteriormente e os granulados de 

cortiça expandida: 1:1:1; 5:3:4 e 5:2:5 (materiais argilosos:cortiça:materiais argilosos). 

Pretendeu-se com este estudo avaliar como a proporção dos materiais utilizada em cada 

estratificação influencia a remoção dos fármacos presentes em solução (CBZ, NAP, DCF, 

IBU). Nestes ensaios foram utilizados granulados de cortiça 3/5 mm e a mistura de LECA 

2/4 com vermiculite esfoliada 3 na proporção de 1:1, os quais foram colocados em 

contacto com uma solução aquosas contendo 2,5 mg L-1 de cada fármaco durante um 

período de 168 horas. Os ensaios foram realizados em descontínuo, à escala laboratorial, 

em triplicado e à temperatura ambiente. 

A razão entre o volume de solução e os volumes dos materiais foi ajustada 

cuidadosamente para cada estratificação de forma a garantir uma taxa de inundação 

correspondente a 100%, pelas mesmas razões referidas na secção 3.3.2. Todos os ensaios 

foram conduzidos sob as mesmas condições experimentais previamente descritas na 

secção 3.3.2. A figura 3.4 ilustra a montagem dos ensaios com as estratificações testadas.  

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4 Esquema de montagem dos ensaios das estratificações 
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No total foram realizados 3 ensaios distintos, destinados a avaliar a remoção dos 

fármacos de uma solução aquosa contendo 2,5 mg L-1 de cada fármaco, bem como 

determinar algumas propriedades físico-químicas (densidade aparente, porosidade, pH) 

da matriz. Todos os ensaios foram compostos por 6 copos, 3 contendo solução aquosa 

dos fármacos e os 3 restantes contendo apenas água, com a função de controlos. As 3 

estratificações testadas nestes 3 ensaios foram: 

 

E1. Estratificação 1:1:1, contendo 200 mL da mistura LECA + Vermiculite (1:1), 

200 mL de cortiça 3/5, 200 mL da mistura LECA + Vermiculite (1:1) e a 250 

mL de solução aquosa contendo 2,5 mg L-1 de cada fármaco; 

E2. Estratificação 5:3:4, contendo 200 mL da mistura LECA + Vermiculite (1:1), 

150 mL de cortiça 3/5, 250 mL da mistura LECA + Vermiculite (1:1) e a 250 

mL de solução aquosa contendo 2,5 mg L-1 de cada fármaco; 

E3. Estratificação 5:2:5, contendo 250 mL da mistura LECA + Vermiculite (1:1), 

100 mL de cortiça 3/5, 250 mL da mistura LECA + Vermiculite (1:1) e a 250 

mL de solução aquosa contendo 2,5 mg L-1 de cada fármaco. 

 

3.4 Estudo da capacidade de degradação do naproxeno e do 

diclofenaco pelo Bacillus subtilis  

3.4.1 Microrganismos 

Para este estudo a bactéria selecionada foi o B. subtilis QST 713 que foi isolada a 

partir de um pré-inóculo de uma suspensão concentrada (SC) com 14,1 g L-1 de Bacillus 

subtilis QST 713 (mínimo 1x109 UFC/g). A bactéria utilizada nesta suspensão comercial 

foi mais recentemente identificada como Bacillus amyloliquefaciens QST 713. 

 

3.4.2 Meio de cultura e condições de crescimento 

Microrganismos diferentes possuem condições de crescimento, como nutrientes, 

pH e temperatura diferentes e, por isso, o meio de cultura utilizado deve ser 
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cuidadosamente selecionado de forma a que este satisfaça as necessidades dos 

microrganismos em crescimento. 

O crescimento do B. subtilis foi realizado em meio líquido, e para tal procurou-se 

selecionar um meio de cultura que incorporasse os macro e micronutrientes necessários 

para o seu crescimento, os quais podem naturalmente ser disponibilizados pelos materiais 

que constituem a matriz de suporte (LECA, vermiculite e cortiça) dos microcosmos de 

LCMs, onde, mais tarde, serão inoculadas as bactérias. Na tabela 3.4 encontra-se a 

composição do meio de cultura utilizado. O seu pH foi ajustado inicialmente a um valor 

próximo da neutralidade (7,1). Quando necessário, uma fonte de carbono como  a glucose 

(C6H12O6 ) foi adicionada ao meio de cultura antes da inoculação.  

Tabela 3.4 Composição do meio de cultura usado para o crescimento do B. subtilis 

(adaptado de Greń et al., 2010; Marchlewicz et al., 2016b) 

Reagente Concentração (g L-1) 

NH4Cl 5,0 

KH2PO4 0.185 

Na2HPO4
.2H2O 1.879 

MgSO4.6H2O 0.5 

Quando necessário 

C6H12O6 1,0 

 

De modo a otimizar as condições de crescimento do B.subtilis, a cultura foi  

incubada numa orbital OHAUS, modelo ISLD04HDG, a uma temperatura constante de 

30º C. Foram testadas três velocidades de agitação 150 rpm, 160 rpm e 200 rpm, tendo 

sido selecionada a velocidade de 200 rpm para a realização dos ensaios, dado ter sido a 

que conduziu a melhores resultados. 

 

3.4.3 Preparação do inóculo 

Para preparar os inóculos (figura 3.5), inicialmente foram preparados pré-inóculos 

em Erlenmeyers de 250 mL, contendo 200 mL de meio de cultura com glucose e um 

volume da suspensão concentrada de B. subtilis, de forma a atingir uma densidade ótica 
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inicial de aproximadamente 0,8 medida a 600 nm (DO600nm). A cultura foi incubada a 

30º C e agitada a 200 rpm durante 24 horas, para garantir um elevado crescimento celular. 

Após as 24 h de incubação, prepararam-se os inóculos de trabalho num 

Erlenmeyer de 250 mL contendo 200mL de meio de cultura com glucose (1 g L-1) e um 

volume de pré-inóculo de forma que a DO600nm inicial apresentasse um valor próximo de 

0,03. A cultura foi, posteriormente, incubada a 30º C e agitada a 200 rpm durante 24 h. 

Estes inóculos foram utilizados para a realização dos estudos de crescimento microbiano 

e para os estudos de biodegradação do naproxeno e do diclofenaco pelo B. subtilis. 

Na figura 3.5 encontra-se a representação esquemática da preparação do pré-

inóculo e do inóculo de trabalho a partir da suspensão concentrada de B. subtilis. 

 

 

3.4.4 Estudo do crescimento de culturas líquidas de B. subtilis  em ensaios em 

descontínuo  

O crescimento de B. subtilis foi estudado em regime descontínuo (Batch) em meio 

líquido, com agitação orbital a 200 rpm e temperatura constante de 30º C. Utilizou-se o 

método de turbidimetria para obter a curva de crescimento da bactéria, com base na 

determinação das densidades óticas a 600 nm (DO600nm) das amostras recolhidas ao longo 

do tempo. 

Figura 3.5 Esquema de preparação dos inóculos de trabalho a partir da solução concentrada 

de B. subtilis 



 

51 

 

A preparação do inóculo para o estudo do crescimento da bactéria foi realizada de 

acordo com o descrito na secção anterior (secção 3.4.3). 

Para obtenção da curva de crescimento da bactéria inoculou-se um volume 

adequado da cultura do inóculo, de modo que a DO600nm da cultura bacteriana no início 

da experiência fosse próximo de 0,03. As culturas foram incubadas a 30º C e mantidas 

em agitação (200 rpm), e o crescimento da população foi acompanhado pela recolha de 

amostras em intervalos de 2 h, nas primeiras 12 h, tendo ainda sido recolhidas amostras 

às 24h, 28h, 33h e 48h e determinados os valores da DO600nm. O estudo do crescimento 

do B. subtilis foi, também, realizado na ausência de glucose no meio de cultura e seguiu 

o procedimento anteriormente descrito.  

 

3.4.5 Estudo da capacidade de degradação/remoção do naproxeno e do 

diclofenaco pelo B. subtilis em meio líquido 

Para avaliar a capacidade do B. subtilis na biodegradação dos fármacos naproxeno 

e diclofenaco durante o seu crescimento na presença desses compostos, foram realizados 

quatro ensaios. Nos dois primeiros ensaios, utilizou-se o meio de cultura previamente 

descrito, dopado com naproxeno ou diclofenaco em concentrações iniciais de 2 mg L⁻¹ 

ou 20 mg L⁻¹. 

Com o objetivo de avaliar a capacidade do B. subtilis se desenvolver e degradar 

os fármacos em estudo (naproxeno e diclofenaco) numa mistura mais complexa de 

fármacos, foi realizado um terceiro ensaio, no qual o meio de cultura foi dopado com uma 

mistura de quatros fármacos (carbamazepina, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno), com 

uma concentração inicial de 2 mg L-1 ou 5 mg L-1 de cada fármaco. Todos os ensaios 

foram realizados em meio líquido e em modo descontínuo, com agitação constante a 200 

rpm e incubados a 30ºC. Os ensaios seguiram o sistema de montagem ilustrado na figura 

3.6. 
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I. Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura, com glucose, inoculado 

com um volume de B. subtilis correspondente a uma DO600nm de 

aproximadamente 0,03, dopado com o(s) fármaco(s). 

Objetivo: avaliar a capacidade do B. subtilis para biodegradar o(s) 

fármaco(s) em solução, bem como avaliar os possíveis efeitos destes no 

desenvolvimento da cultura bacteriana, na presença da glucose no meio. 

II. Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura, sem glucose, inoculado 

com um volume de B. subtilis correspondente a uma DO600nm de 

aproximadamente 0,03, dopado com o(s) fármaco(s). 

Objetivo: avaliar a capacidade do B. subtilis para biodegradar o(s) 

fármaco(s) em solução, e avaliar os possíveis efeitos destes, no 

desenvolvimento da cultura bacteriana. 

III. Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura, com glucose, inoculado 

com um volume de B. subtilis correspondente a uma densidade ótica de 

aproximadamente 0,03. 

Objetivo: estudar a curva de crescimento do B. subtilis na presença de 

glucose no meio. Controlo para avaliar os efeitos da presença dos fármacos 

no desenvolvimento da cultura de bactérias, num meio contendo glucose, 

por comparação ao Erlenmeyer I. 

Figura 3.6 Esquema de montagem utilizado nos 3 ensaios (MC – Meio de 

Cultura) 
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IV. Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura, sem glucose, inoculado 

com um volume de B. subtilis correspondente a uma densidade ótica de 

aproximadamente 0,03. 

Objetivo: estudar a curva de crescimento do B. subtilis na ausência de 

glucose no meio. Controlo para avaliar os efeitos da presença dos fármacos 

no desenvolvimento da cultura de bactérias, na ausência de glucose, por 

comparação ao Erlenmeyer II. 

V. Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura, com glucose, inoculado 

com um volume de células mortas de B. subtilis correspondente a uma 

densidade ótica de aproximadamente 0,02, dopado com o(s) fármaco(s). 

Objetivo: avaliar o efeito da adsorção à biomassa, na remoção dos 

fármacos estudados. 

VI. Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura, sem glucose, inoculado 

com um volume de células mortas de B. subtilis correspondente a uma 

densidade ótica de aproximadamente 0,02, dopado com o(s) fármaco(s). 

Objetivo: avaliar o efeito da adsorção à biomassa, na remoção dos 

fármacos estudados. 

VII. Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura, com glucose, dopado 

com o(s) fármaco(s). 

Objetivo: estudar o efeito da fotodegração na remoção do(s) composto(s). 

VIII. Erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura, sem glucose, dopado 

com o(s) fármaco(s). 

Objetivo: estudar o efeito da fotodegração na remoção do(s) composto(s). 

 

As amostras foram recolhidas em intervalos de 2 h, durantes as primeiras 13 h de 

estudo, sendo ainda recolhidas amostras às 24 h de ensaio. Foi determinado o valor da 

densidade ótica, a um c.d.o. de 600 nm, para todas as amostras recolhidas, e a 

concentração dos fármacos em solução por HPLC/UV-Vis (de acordo com a metodologia 

descrita na secção 3.2) nas amostras recolhidas dos Erlenmeyers contendo fármacos. 
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3.5 Análise estatística dos resultados  

Os resultados obtidos de várias medições ou réplicas foram apresentados como a 

média e um intervalo de incerteza de mais ou menos um desvio padrão. Entretanto, na 

comparação de alguns resultados recorreu-se a testes de análise de variância (ANOVA 

fator único). Neste trabalho, os testes de ANOVA foram sempre realizados para um grau 

de significância de 95% (P = 0,05). 

O tratamento estatístico de todos os resultados foi feito com recurso ao software 

Microsoft EXCEL. 
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4 Resultados e Discussão 

4.1 Otimização e validação da metodologia analítica 

4.1.1 Condições de quantificação dos fármacos por HPLC/UV-Vis 

A quantificação do naproxeno e do diclofenaco foi feita com recurso a HPLC/UV-

Vis, utilizando as condições experimentais otimizadas, segundo o procedimento descrito 

na secção 3.2.1.2 da metodologia experimental. 

O perfil cromatográfico, que permitiu identificar os quatro fármacos presentes na 

solução, foi obtido a um comprimento de onda de 220 nm. 

A identificação dos picos correspondentes aos quatro fármacos presentes na 

solução (figura 4.3) foi realizada comparando os tempos de retenção obtidos nos 

cromatogramas das soluções padrão de cada composto isolado. Com base nas condições 

analíticas estabelecidas, os seguintes tempos de retenção foram identificados: 3,3 min 

para a carbamazepina, 4,2 min para o naproxeno, 6,1 min para o diclofenaco e 6,9 min 

para o ibuprofeno. 

 

 

Figura 4.1 Cromatograma obtido por HPLC/UV-Vis para a solução padrão contendo 

carbamazepina (2,5 mg L-1), naproxeno (2,5mg L-1), diclofenaco (2,5 mg L-1) e 

ibuprofeno (2,5 mg L-1) 
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De forma a quantificar o naproxeno e diclofenaco presentes na solução de trabalho 

(água ultrapura dopada com 4 fármacos) pelo método padrão externo, construíram-se 

retas de calibração utilizando 6 soluções padrão, cujas concentrações variaram entre 0,25 

e 5,0 mg L-1 (secção 3.2.1.2). As retas de calibração do naproxeno e do diclofenaco 

encontram-se apresentadas abaixo, nas figuras 4.4 e 4.5, respetivamente. 

 

 

Figura 4.2 Reta de calibração do naproxeno em solução aquosa 

 

 

Figura 4.3 Reta de calibração do diclofenaco em solução aquosa 
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As retas de calibração para ambos os fármacos (naproxeno e diclofenaco) 

apresentaram coeficientes de determinação (R2) de 0,9999, o que permite assegurar que 

os valores de concentração determinados, por regressão linear, utilizando estas retas são 

fiáveis dentro da gama de concentração de valores em que foi construída. 

 

4.1.2 Validação do método analítico 

A validação do método analítico foi realizada de acordo com o guia 

“ICHValidation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1), 1994”, tendo 

sido avaliados os parâmetros de exatidão, precisão (repetibilidade e reprodutibilidade) e 

os limites de deteção e quantificação instrumental (secção 3.2.1.4). 

Os valores do limite de deteção instrumental (LDI) e do limite de quantificação 

instrumental (LQI) correspondem à concentração do analito cujo sinal é igual ao branco 

adicionado de 3,3 e 10 vezes o desvio padrão, respetivamente (ICH, 1994). Para o 

naproxeno o valor do LDI foi de 0,022 mg L-1 e o valor do LQI foi de 0,069 mg L-1 e para 

o diclofenaco os valores do LDI e do LQI foram de 0,027 mg L-1 e 0,081 mg L-1, 

respetivamente. É possível observar que, embora os valores do LDI de ambos os fármacos 

sejam muito próximos, o LQI do naproxeno é inferior ao LQI do diclofenaco. De qualquer 

modo, em ambos os casos os limites de quantificação são adequados aos valores de 

concentração medidos nos ensaios realizados com os dois fármacos neste trabalho. 

Para a avaliação da repetibilidade e da reprodutibilidade, foram utilizadas 

soluções com três concentrações diferentes, dentro da gama de concentrações utilizadas 

nos ensaios: 0,5; 2,5 e 5,0 mg L-1 (secção 3.2.1.4). 

A metodologia analítica desenvolvida e otimizada para a quantificação do 

naproxeno e do diclofenaco por HPLC/UV-Vis apresentou uma repetibilidade elevada 

para ambos os fármacos (DPRNAP = 0,36 %; DPRDCF = 0,43 %, para uma concentração 

de 2,5 mg L-1), sendo que a repetibilidade para o naproxeno tem variações muito pequenas 

entre as concentrações (DPRNAP = 0,59 % para as concentrações de 0,5 mg L-1 e 

5,0 mg L­1). No entanto, para o diclofenaco esta é menor para as concentrações mais 

baixas (DPRDCF = 1,89 % para uma concentração de 0,5 mg L-1) e mais elevada para 

concentrações mais altas (DPRDCF = 0,53 % para uma concentração de 5,0 mg L-1), como 

seria de esperar, uma vez que as incertezas nas medições têm maior peso relativo quanto 
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menor for o valor medido, originando uma maior dispersão dos valores obtidos nestas 

condições. 

O método analítico utilizado apresentou também uma boa reprodutibilidade 

(DPRNAP = 0,25 %; DPRDCF = 068 % para uma concentração de 2,5 mg L-1) e uma elevada 

exatidão, tanto para o naproxeno (96,1 – 100%) como para o diclofenaco (95,9 – 100 %) 

para o intervalo de concentrações testadas (0,5–5,0 mg L-1). 

 

4.1.3 Seleção dos filtros e otimização do volume de solução a filtrar 

Estudos publicados referem que alguns tipos de membranas filtrantes, em 

particular as de nylon, podem reter alguns compostos orgânicos, incluindo certos 

fármacos (Carlson & Thompson, 2000; Machado et al., 2019; Pillai et al., 2016). 

Adicionalmente, a retenção de alguns fármacos em filtros de nylon tinha também já sido 

verificada em estudos efetuados por elementos deste grupo de investigação, o que 

demonstra que a utilização deste tipo de filtros requer algum cuidado. De facto, o nylon 

contém grupos funcionais amina, ácido carboxílico e ligações amida os quais podem 

estabelecer interações eletrostáticas ou por pontes de hidrogénio com analitos ácidos ou 

básicos, o que favorece a retenção deste tipo de moléculas pelos polímeros do filtro. 

Assim, a retenção dos fármacos por membranas filtrantes depende de diversos fatores 

como o tipo de polímero constituinte da membrana, da concentração dos compostos em 

solução e das suas características, tais como polaridade, grau de ionização e capacidade 

para estabelecer pontes de hidrogénio. 

Deste modo, dado que a filtração das amostras é um procedimento obrigatório 

para a utilização da técnica de HPLC, é necessário realizar alguns estudos prévios que 

tenham em vista a minimização das perdas de analito durante este passo preparativo das 

amostras. 

Neste trabalho foram testados dois tipos de filtros diferentes, um de membrana de 

nylon e outro de membrana de PTFE, ambos da marca Labfil, com o objetivo de avaliar 

qual deles apresenta maior percentagem de recuperação dos fármacos em estudo 

(naproxeno e diclofenaco), para que possam ser usados para filtrar as amostras a 

quantificar por HPLC/UV-Vis. Como a retenção dos fármacos nas membranas está 

dependente da quantidade de composto em contacto com a membrana, procurou-se 

também otimizar o volume de solução a filtrar previamente de modo a saturar a membrana 
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com o analito, com o objetivo de minimizar a sua perda posterior por retenção no filtro. 

Para tal foram testados, para cada tipo de membrana, vários volumes de duas soluções de 

naproxeno com concentrações de 2,5 mg L-1 e de 10,0 mg L-1. Na figura 4.1 compararam-

se as percentagens de recuperação (%R) do naproxeno para as concentrações de 

2,5 mg L­1 e 10 mg L-1, nos dois tipos de filtros testados, entre os diversos volumes de 

solução filtrada.  

 

Figura 4.4 Percentagem de Recuperação (%R) do naproxeno filtrado usando 

2 membranas filtrantes de 0,45 µm para as concentrações de 2,5 mg L-1 e 10 mg L-1 

(média ± DP; n = 3). 

As letras diferentes significam que, na comparação entre %R para diferentes volumes 

com a mesma membrana e a mesma concentração de fármaco, os valores apresentam 

diferenças significativas (p < 0,05). 

 

Como pode ser observado na figura 4.1, para a solução de 2,5 mg L⁻¹ e um volume 

filtrado de 5 mL, ambos os filtros apresentam uma percentagem de recuperação (%R)  

superior a 90%, sendo no entanto para o menor volume testado a %R com o filtro de 

PTFE ligeiramente superior à do filtro de Nylon. Já para a solução de 10 mg L⁻¹, a 

percentagem de recuperação é de aproximadamente 100% em ambos os filtros. 

Da comparação entre as %R obtidas para os vários volumes observou-se que a 

partir dos 10 mL não se verificam diferenças significativas entre as %R obtidas, com 

exceção do caso da membrana de Nylon e a solução de 2,5 mg L⁻¹ em que %R obtida 

(105%) foi anormalmente elevada, baixando para ~ 100% e tornando-se insensível ao 
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volume filtrado apenas para volumes a partir dos 15 mL. Assim, supondo que a %R do 

Nylon ao volume de 10 mL se deveu a algum problema circunstancial, uma filtração 

prévia com 10 mL da solução de naproxeno parece ser suficiente para assegurar uma 

recuperação praticamente total do analito. 

Na figura 4.2 compararam-se as percentagens de recuperação (%R) do 

diclofenaco para as concentrações de 2,5 mg L­1 e 10 mg L-1, nos dois tipos de filtros 

testados, entre os diversos volumes de solução filtrada.  

 

Figura 4.5 Percentagem de Recuperação (%R) do diclofenaco filtrado usando 

2 membranas filtrantes de 0,45 µm para as concentrações de 2,5 mg L-1 e 10,0 mg L-1 

(média± DP; n=3). 

As letras diferentes significam que, na comparação entre %R para diferentes volumes 

com a mesma membrana e a mesma concentração de fármaco, os valores apresentam 

diferenças significativas (p < 0,05). 

 

Dos resultados obtidos para o diclofenaco (figura 4.2) observou-se que, para a 

solução de 2,5 mg L-1 e o volume filtrado de 5 mL, o filtro de PTFE apresenta uma elevada 

percentagem de remoção, sendo esta de ~90%. Já o filtro de Nylon retém completamente 

o fármaco em estudo. Para os volumes filtrados de 10, 15, 20 e 25 mL, obtêm-se com o 

filtro de PTFE valores %R do diclofenaco de aproximadamente 100% em todos os casos 

e que não diferem significativamente entre eles. Em contraste, no filtro de Nylon obtêm-
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solução, atingindo cerca de 90% após se filtrarem 25 mL da solução com uma 

concentração de 2,5 mg L-1. 

Para a solução de 10,0 mg L-1, utilizando o filtro de PTFE, atingem-se %R de 

~100% para todos os volumes testados (5, 10, 15, 20 e 25 mL), não havendo diferenças 

significativas entre %R a partir do volume de 10 mL. Entretanto, para a mesma solução, 

com o filtro de Nylon obtém-se inicialmente uma %R de ~15% com 5mL de solução 

filtrados e, também para esta concentração, aumentando a %R com o filtro de Nylon à 

medida que aumenta o volume filtrado, gradualmente, até atingir uma %R de ~100% ao 

fim de 20 mL filtrados (não havendo diferenças significativas em %R obtido com 20 mL 

e com 25 mL de volume filtrado). 

Tendo em conta os resultados obtidos para ambos os fármacos, principalmente os 

referentes à concentração de 2,5 mg L-1 (uma vez que os ensaios posteriores serão 

realizados com soluções dentro desta ordem de concentrações), o filtro de PTFE da Labfil 

foi o que apresentou os melhores resultados. Desta forma, o filtro selecionado para os 

restantes ensaios foi o filtro de PTFE, com a passagem prévia de 10 mL de solução, sendo 

o último mililitro recolhido para ser utilizados na quantificação dos fármacos por 

HPLC/UV-Vis. 

 

4.2 Seleção da classe granulométrica de cortiça a utilizar na 

composição da matriz  

A cortiça é um produto natural, de origem vegetal que, em estudos anteriores, 

apresentou algum potencial para a remoção de poluentes como fármacos e nitratos 

(Aguilar et al., 2019; Bessadok et al., 2023; Machado et al., 2017). Neste estudo foram 

utilizados granulados de cortiça expandida com duas granulometrias diferentes, 

nomeadamente, de 3 a 5 mm (cortiça 3/5) e de 0,5 a 3 mm (cortiça 0,5/3), com o objetivo 

de avaliar a sua capacidade para a remoção dos fármacos naproxeno e diclofenaco. 

Procurou-se também avaliar como a concentração inicial de fármacos e o tempo de 

contacto podem influenciar a eficiência de remoção dos fármacos. 

Conforme descrito na secção 3.3.2, foram realizados 6 ensaios, com o objetivo de 

caracterizar o perfil cinético dos processos de remoção do naproxeno e do diclofenaco 

pela cortiça para diferentes concentrações iniciais. O estudo foi efetuado em modo 
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descontínuo, apesar de muitos sistemas reais operarem de facto em modo contínuo, pois 

este é o modo que mais facilmente permite a determinação de parâmetros operacionais, 

tais como, por exemplo, o tempo de retenção hidráulica.  

Na figura 4.6 estão apresentadas as cinéticas de remoção do naproxeno, a 

diferentes concentrações, pela cortiça 3/5, durante 216 h. 

 

 

Figura 4.6 Remoção ao longo do tempo do naproxeno, pela cortiça 3/5 

 

Na figura 4.7 estão apresentadas as cinéticas de remoção do diclofenaco, a 

diferentes concentrações, pela cortiça 3/5, durante 216 h. 
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Figura 4.7 Remoção ao longo do tempo do diclofenaco, pela cortiça 3/5 
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diclofenaco apresentou remoções pela cortiça superiores às do naproxeno, sendo que, em 

ambos os casos, a eficiência de remoção (quantidade removida em relação à quantidade 

inicial, em %) do fármaco aumentou com a diminuição da concentração das soluções.  

O naproxeno apresentou a maior eficiência de remoção no fim do ensaio realizado 
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ultrapura durante 24 h e seca posteriormente), atingindo uma eficiência de remoção de 

~30% ao fim das 216 h de contacto, seguindo-se o ensaio realizado com a solução de 

1,0 mg L-1, que apresentou uma eficiência de remoção de ~25% em igual período. Os 

ensaios realizados com as soluções de 5,0 mg L-1 e 10,0 mg L-1 apresentaram remoções 

de ~20%, ao fim das 216 h de ensaio. No entanto, é possível observar que nas primeiras 

168 h, o ensaio realizado com a solução de 5 mg L-1 apresentou remoções superiores às 
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do ensaio realizado com a solução de 10 mg L-1. O ensaio que apresentou uma menor 

remoção inicial foi o realizado com a solução de 2,5 mg L-1 em contacto com a cortiça 

sem tratamento prévio, atingindo posteriormente eficiências de remoção semelhantes aos 

ensaios realizados com 5,0 mg L-1 e 10,0 mg L-1. Comparando os dois ensaios realizados 

com as soluções de 2,5 mg L-1, podemos observar que o ensaio em que a cortiça não sofreu 

tratamento prévio apresentou remoções cerca de 10% inferiores ao ensaio realizado com 

a cortiça com tratamento prévio, indicando que o pré-tratamento da cortiça com água 

ultrapura, ajuda a uma maior remoção do naproxeno. 

Nos estudos realizados com o diclofenaco observou-se que o ensaio que obteve 

maior remoção foi o ensaio realizado com a solução de 2,5 mg L-1 com a cortiça 

previamente tratada, apresentando uma remoção de ~50% ao fim das 216 h de ensaio. 

Seguiram-se os ensaios realizados com a solução de 1,0 mg L-1 e com a solução 2,5 mg L­1 

com a cortiça sem tratamento prévio, que apresentaram remoções de ~40% ao fim das 

216 h de ensaio. No entanto, o ensaio realizado com a solução de 1,0 mg L-1 apresentou 

eficiências de remoção superiores ao longo das primeiras horas de ensaios, em 

comparação com o ensaio realizado com a solução de 2,5 mg L-1 com a cortiça sem 

tratamento prévio. 

Os ensaios realizados com as soluções de 5,0 mg L-1 e 10,0 mg L-1 apresentaram 

remoções de ~35% ao fim das 216 h de ensaio. No entanto, à semelhança do que foi 

observado nos ensaios realizados com o naproxeno, é possível observar que nas primeiras 

168 h, o ensaio realizado com a solução de 5 mg L-1 apresentou remoções superiores às 

do ensaio realizado com a solução de 10 mg L-1.  

Nos estudos realizados com ambos os fármacos para a cortiça 3/5 (figuras 4.6 e 

4.7) foi possível observar que os ensaios realizados sem o tratamento prévio da cortiça 

apresentam remoções mais baixas que os ensaio realizados com o tratamento, para a 

mesma concentração, indicando que o tratamento prévio da cortiça (submersão da cortiça 

em água ultrapura durante 24h) contribuiu para uma maior remoção dos fármacos em 

solução. Adicionalmente, foi possível observar que para ambos os fármacos obtiveram-

se remoções superiores para soluções de concentração mais baixa (1,0 e 2,5 mg L-1), 

indicando que a concentração dos fármacos em solução influencia a percentagem de 

fármaco removida. 
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Na figura 4.8 estão apresentadas as cinéticas de remoção do naproxeno, a 

diferentes concentrações, pela cortiça 0,5/3, durante 216 h.  

 

 

 

Na figura 4.9 estão apresentadas as cinéticas de remoção do diclofenaco, a 

diferentes concentrações, pela cortiça 0,5/3, durante 216 h.  
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Figura 4.8 Remoção ao longo do tempo do naproxeno, pela cortiça 0,5/3 

Figura 4.9 Remoção ao longo do tempo do diclofenaco, pela cortiça 0,5/3 
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À semelhança do que foi observado nos estudos realizados com a cortiça 3/5 

(figuras 4.6 e 4.7), os estudos realizados com a cortiça 0,5/3 (figuras 4.8 e 4.9) 

demonstraram que ambos os fármacos apresentaram comportamentos de remoção 

semelhantes, sendo que ocorre neste caso também uma remoção bastante rápida nos 

primeiros instantes de contacto entre as soluções dos fármacos e a cortiça e, de seguida, 

a remoção continua a aumentar, mais lentamente, ao longo das primeiras 72 h de ensaio, 

começando a estabilizar após esse período. Adicionalmente, os ensaios realizados com o 

diclofenaco apresentam eficiências de remoção superiores aos ensaios realizados com o 

naproxeno. No entanto, esta diferença é menos notória, sendo que para o diclofenaco 

foram obtidas eficiências de remoção máximas de ~65%, enquanto para o naproxeno 

atingiram-se eficiências de remoção máximas de ~60%. 

O efeito da concentração inicial dos fármacos na sua remoção pela cortiça é bem 

menos evidente nos estudos com esta granulometria menor (figuras 4.8 e 4.9) em 

comparação com os realizados com a cortiça 3/5 (figuras 4.6 e 4.7). Não foram observadas 

diferenças significativas nas eficiências de remoção para as diferentes concentrações nos 

ensaios com diclofenaco, onde as soluções de 2,5 e 5,0 mg L⁻¹ apresentaram 

comportamentos muito semelhantes, com eficiências de remoção próximas ao longo de 

todo o estudo, atingindo cerca de 65% de remoção após 216 horas. 

No caso do naproxeno, foi observado que a solução de menor concentração, 

2,5 mg L⁻¹, apresentou eficiências de remoção ligeiramente superiores em comparação 

com a solução de 5,0 mg L⁻¹ entre as 48 h e as 120 horas. No entanto, após esse período, 

a diferença entre as soluções deixou de ser significativa e, ao final de 216 horas, em ambas 

as soluções foi alcançada uma eficiência de remoção de ~60%. 

Na figura 4.10 estão apresentadas as cinéticas de remoção do naproxeno 

(concentrações iniciais de 2,5 e 5,0 mg L⁻¹) pelas duas granulometrias (0,5/3 e 3/5) dos 

granulados de cortiça expandida estudados, durante 216 h, de modo a comparar as 

eficiências obtidas pelos dois tipos de material e, eventualmente, selecionar o que parecer 

mais adequado para os estudos seguintes de avaliação de uma nova composição de matriz, 

em combinação com uma mistura de materiais argilosos.  
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Figura 4.10 Comparação da remoção do naproxeno das soluções de 2,5 e 5,0 mg L-1 

pelas cortiças 0,5/3 e 3/5 

 

Na figura 4.11 estão apresentadas as cinéticas de remoção do naproxeno 

(concentrações iniciais de 2,5 e 5,0 mg L⁻¹) pelas duas granulometrias (0,5/3 e 3/5) dos 

granulados de cortiça expandida estudados, durante 216 h 

 

Figura 4.11 Comparação da remoção do diclofenaco das soluções de 2,5 e 5,0 mg L-1 

pelas cortiças 0,5/3 e 3/5 
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A análise das figuras 4.10 e 4.11 revela que a cortiça 0,5/3 apresenta uma cinética 

de remoção de ambos os fármacos mais rápida. Durante a primeira etapa do ensaio 

(primeiras 72 horas) a remoção ocorre com maior velocidade com a cortiça de 

granulometria mais pequena, começando a estabilizar após esse período e, eventualmente, 

atingindo o equilíbrio. Por outro lado, a cortiça 3/5 apresenta uma cinética lenta, mas mais 

prolongada, uma vez que a remoção aumenta de uma forma menos acentuada ao longo 

das 216 h de ensaio, sem atingir um patamar, indicando que em ensaios mais longos 

poderiam ser atingidas eficiências de remoção superiores. 

 

 

Figura 4.12 Comparação da remoção do naproxeno e do diclofenaco, pelas cortiças 

0,5/3 e 3/5 ao fim das 216 h de ensaio 

 

Analisando a figura 4.12 é notório que, de uma forma geral, a cortiça 0,5/3 

apresentou eficiências de remoção superiores à cortiça 3/5 ao fim das 216 h de ensaio. 

Tal poderá dever-se a uma maior área superficial do material mais fino, o que permite 

uma maior capacidade de adsorção e um acesso mais rápido a essa maior área. 

Neste intervalo de tempo de 216 h, a cortiça 0,5/3 apresentou uma eficiência de 

remoção de ~60% do naproxeno e de ~65% do diclofenaco, enquanto a cortiça 3/5 

apresentou uma eficiência de remoção de apenas ~20% do naproxeno e ~40% do 

diclofenaco (figura 4.12). No entanto, note-se que enquanto no caso da cortiça 0,5/3 as 

eficiências de remoção referidas são os valores máximos atingíveis nestas condições, 
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dado que o equilíbrio já terá sido atingido ao fim deste período, no caso da cortiça 3/5 a 

remoção continua a crescer ao fim do mesmo tempo. Assim, é possível que, realizando 

os ensaios num período de tempo maior, se pudesse continuar a observar um aumento das 

eficiências de remoção pela cortiça 3/5 até estas se aproximarem das eficiências de 

remoção da cortiça 0,5/3 ou até as ultrapassarem. No entanto, em termos práticos, numa 

aplicação real, adotar tempos de tratamento tão longos seria uma enorme desvantagem 

que inviabilizaria esta solução.  

Adicionalmente, da comparação entre as remoções dos dois fármacos estudados 

para as mesmas concentrações iniciais nos vários ensaios, observou-se que o diclofenaco 

foi sempre mais eficientemente removido pela cortiça do que o naproxeno, o que parece 

evidenciar uma maior afinidade da cortiça por aquele fármaco. 

Embora a cortiça 0,5/3 apresente, num período de tempo curto, eficiências de 

remoção superiores para ambos os fármacos em comparação com a cortiça 3/5, optou-se 

por utilizar a cortiça de granulometria maior, ou seja, a cortiça 3/5, para prosseguir com 

o estudo. Esta decisão foi baseada em vários fatores práticos. A cortiça 0,5/3, além de ser 

mais difícil de manusear e confinar, dificulta a filtração das amostras e pode levar mais 

rapidamente à colmatação dos filtros. Por outro lado, a cortiça 3/5, com partículas 

maiores, é mais fácil de trabalhar, oferece uma maior estabilidade operacional, facilitando 

a implementação na matriz e mantendo a eficiência ao longo do tempo. 

 

4.3 Seleção da estratificação da matriz 

Conforme descrito na secção 3.3.3, foram realizados 3 ensaios com o objetivo de 

selecionar a melhor composição de uma matriz de suporte, composta de cortiça e uma 

mistura de materiais argilosos já estudada em trabalhos anteriores, a utilizar numa futura 

montagem de microcosmos de LCMs para a remoção de fármacos. Cada um dos ensaios 

teve como objetivo estudar uma de três diferentes estratificações em que se dispôs em 

camadas diferentes proporções de uma mistura de LECA 2/4 e vermiculite esfoliada 3 

(1:1;v:v) (já utilizada em estudos anteriores), colocada nas camadas superior e inferior, e 

granulados de cortiça expandida 3/5 mm, colocados na camada central, conforme 

esquematizado na figura 3.4. Assim, tal como se pode ver no esquema, foram estudadas 
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as três diferentes estratificações, correspondendo às proporções de 1:1:1; 5:3:4 e 5:2:5 

dos tamanhos das três camadas referidas. 

Pretendeu-se então com este estudo avaliar e comparar a eficiência de cada uma 

das estratificações na remoção dos fármacos naproxeno e diclofenaco e escolher a 

estratificação mais adequada para a referida otimização dos LCMs. Os resultados das 

cinéticas de remoção para cada fármaco e estratificação testada estão apresentados na 

figura 4.13. 
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Figura 4.13 Cinética de remoção do naproxeno e do diclofenaco para as estratificações 

1:1:1; 5:3:4 e 5:2:5 para a solução de 2,5 mL-1 (com ampliação da região entre 0h e 10h) 
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Da análise da figura 4.13, é possível observar que as três estratificações testadas 

apresentam cinéticas semelhantes, caracterizadas por uma fase inicial (primeiras 10h de 

contacto) em que a remoção do naproxeno e do diclofenaco é rápida, seguida de uma fase 

em que a remoção do naproxeno e do diclofenaco é mais lenta. A remoção observada na 

fase inicial deveu-se, principalmente, à adsorção dos fármacos à superfície da matriz, 

nomeadamente à LECA e à vermiculite, que apresentam cinéticas mais rápidas (Dordio 

et al., 2017; Manthiram Karthik & Philip, 2021) do que a cortiça 3/5 (ver secção 4.2, 

figuras 4.6 e 4.7). Por outro lado, a remoção do naproxeno e do diclofenaco na fase mais 

lenta da cinética deve-se principalmente à cortiça, que apresenta uma cinética mais lenta, 

sendo notório que, ao fim de 192 h de ensaio, não tinha ainda sido atingido o equilíbrio 

(secção 4.2, figuras 4.6 e 4.7) continuando, portanto, a matriz ainda com capacidade de 

remoção dos fármacos ao fim desse tempo.  

Com a combinação dos materiais argilosos (LECA + vermiculite) com a cortiça, 

observou-se que o naproxeno apresentou percentagens de remoção superiores ao 

diclofenaco, o que contrasta com o que foi anteriormente observado na secção 4.2, nos 

ensaios realizados apenas com a cortiça.  

No caso do naproxeno, as estratificações 1:1:1, 5:3:4 e 5:2:5 apresentam 

comportamentos e percentagens de remoção muito semelhantes. Embora a estratificação 

1:1:1 apresente remoções ligeiramente inferiores nas primeiras 4,5 h de ensaio, ao fim de 

10 h de ensaio essa diferença já não é notória, sendo atingidas percentagens de remoção 

de ~42%. Ao fim de 168 h de ensaio, não são observadas diferenças entre estratificações, 

obtendo-se percentagens de remoção de ~45% para as 3 estratificações. 

No caso do diclofenaco, à semelhança do que foi observado para o naproxeno, as 

três estratificações apresentaram comportamentos e percentagens de remoção muito 

semelhantes, sendo que a estratificação 1:1:1 apresentou percentagens de remoção 

ligeiramente inferiores às restantes estratificações nas primeiras 4,5 h de ensaio. Contudo, 

ao fim das 168 h de ensaio todas as estratificações testadas apresentaram percentagens de 

remoção de ~37%, não sendo observadas diferenças entre as estratificações. 

Apesar de não terem sido observadas diferenças significativas entre as 

estratificações testadas, supõe-se que as diferentes disposições e proporções dos materiais 

deverão originar diferentes comportamentos da matriz, mas que neste estudo não se 

conseguiu detetar por alguma deficiência do planeamento ou execução experimental. Um 
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dos pontos mais delicados e que mais provavelmente poderá não ter recebido toda a 

atenção necessária terá sido a amostragem. Dada a óbvia heterogeneidade da matriz, 

especial cuidado deve ser tido em relação aos pontos de recolha das amostras de líquido 

para doseamento dos fármacos em solução, de modo a que as amostras sejam 

representativas de todo o sistema, considerando as diferentes composições dos materiais 

nas diferentes locais. Assim, a hipótese que se pode colocar é de que o modo como foram 

feitas as recolhas das amostras não tenha conseguido capturar a necessária diversidade 

dos locais nos sistemas a analisar. No futuro será importante repetir este estudo dando 

uma especial atenção a este aspeto de como realiza a melhor amostragem destes sistemas 

heterogéneos. 

 

4.4 Caracterização da curva de crescimento do B. subtilis 

O estudo da curva de crescimento do B. subtilis QST 713, isolado a partir de uma 

suspensão comercial, foi realizado conforme descrito na secção 3.4.4 deste trabalho. As 

curvas de crescimento da bactéria, na ausência e na presença de glucose, foram obtidas 

utilizando o método da turbidimetria, tendo como parâmetro de medida a densidade ótica, 

a um c.d.o. de 600 nm, ao longo de 48 horas. 

A bactéria Bacilus subtilis segue um crescimento microbiano típico, sendo 

possível observar na sua curva de crescimento quatro fases, a fase lag ou de latência, a 

fase log ou exponencial, a fase estacionária e a fase de declínio ou morte (Sahoo et al., 

2016; Steinberg et al., 2016). 

A fase lag, ou fase de latência, corresponde ao início do crescimento microbiano 

e possui uma duração variável, dependendo do microrganismo, das condições iniciais da 

cultura, do meio em que se encontra e da disponibilidade de nutrientes. Durante esta fase, 

ocorre a adaptação metabólica do microrganismo ao meio de cultura, sendo caracterizada 

por um crescimento microbiano muito lento (Nicolau, 2014). No gráfico de crescimento, 

esta fase é representada por um patamar ou um declive suave no início da curva. 

A fase log, ou exponencial, é caracterizada pelo crescimento acelerado da 

população microbiana, durante o qual a divisão celular ocorre a uma taxa máxima e 

constante (taxa específica de crescimento, µ), resultando em um tempo de geração (g) 



 

74 

 

igualmente constante. A taxa de divisão celular de uma determinada população 

microbiana depende das condições ideais para o seu crescimento, sendo tanto mais 

elevada quanto mais próximos das condições ótimas estiverem parâmetros como pH, 

temperatura e composição do meio (Nicolau, 2014). Graficamente, esta fase é 

caracterizada por um aumento acentuado (comportamento exponencial) da curva de 

crescimento, sendo o período de maior aumento ao longo da curva. 

A fase estacionária corresponde a uma diminuição da taxa de crescimento e é 

caracterizada por uma da taxa de crescimento celular igual à taxa de morte celular, isto é, 

o número de células resultantes da multiplicação é igual ao número de células que morre 

(Nicolau, 2014). Na curva de crescimento, esta fase é identificada por uma diminuição 

do declive, correspondente ao abrandamento da taxa de crescimento. 

Por fim, a fase de declínio, ou fase de morte, caracteriza-se por um aumento no 

número de células mortas em relação ao número total de células viáveis (Nicolau, 2014). 

Graficamente, nesta fase a curva tende para uma estabilização num patamar, indicando 

que nesse limite o número de células totais deixa de variar, dado que deixa de haver 

multiplicação celular e, consequentemente, a formação de novas células. 

Para a caracterização da curva de crescimento do B. subtilis foram realizados três 

ensaios para cada uma das condições experimentais testadas, tendo-se assim obtido três 

curvas de crescimento independentes em cada caso. Na figura 4.14, está representada a 

curva de crescimento média do B. subtilis obtida a partir dos três ensaios realizados em 

descontínuo na ausência de glucose.  
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Figura 4.14 Curva de crescimento celular do Bacilus subtilis em meio líquido na 

ausência de glucose 

 

A curva de crescimento obtida para o B. subtilis na ausência de glucose apresentou 

uma fase lag de aproximadamente 2 h, indicando que o B. subtilis necessitou deste 

intervalo de tempo para se adaptar às novas condições ambientais, nomeadamente, ao 

meio de cultura, pH, temperatura, etc.. Durante este período, as bactérias sintetizam várias 

macromoléculas como ribossomas, proteínas e enzimas que são necessárias à divisão 

celular, de forma a preparar um crescimento exponencial da população. 

A fase log teve início imediatamente após o fim da fase lag, ou seja, por volta das 

2 h e terminou por volta das 8 h aproximadamente, tendo assim uma duração de cerca de 

6 h. Esta fase é identificada por um declive acentuado, que representa o crescimento 

exponencial da população e encontra-se representada a azul na figura 4.14, juntamente 

com a fase lag. 

A cultura de B. subtilis entrou na fase estacionária por volta das 8 h. Esta fase teve 

uma duração de aproximadamente 6 h, terminando com o início da fase de declínio ou 

morte por volta das 14 h. Na fase estacionária existe uma diminuição de células 

resultantes da multiplicação, o que, no método de turbidimetria, resulta num aumento da 
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densidade ótica mais lento, sendo possível identificar a passagem da fase log para a fase 

estacionária pela diminuição do declive da curva de crescimento. Após este período as 

bactérias terão entrado numa fase de declínio ou morte. As fases estacionária e de declínio 

encontram-se representadas na figura 4.14 em cor de laranja. 

Na figura 4.15, está representada a curva de crescimento média do B. subtilis 

obtida a partir dos três ensaios realizados em descontínuo na presença de glucose.  

 

Figura 4.15 Curva de crescimento celular do Bacilus subtilis em meio líquido na 

presença de glucose 

 

Na curva de crescimento do B. subtilis obtida em modo descontinuo em meio de 

cultura líquido contendo glucose (figura 4.15) foi observado que o período de adaptação 

(fase lag) da cultura foi muito curto. Isso pode ser explicado pelo facto de o inóculo 

utilizado ter crescido nas mesmas condições experimentais que depois foram utilizadas 

na determinação das curvas de crescimento, estando assim já bem adaptado a estas 

condições. Devido ao facto de as medições da DO600 nm terem sido realizadas em 

intervalos de 2 horas, o que se pode afirmar é que a fase lag teve uma duração inferior a 

esse intervalo de tempo. Portanto, não foi possível determinar com precisão a duração 

exata desta fase. 
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A fase log iniciou-se logo após a fase lag e teve uma duração de aproximadamente 

8 h, tendo terminado com o início da fase estacionária, que, de acordo com os dados 

experimentais disponíveis, terá terminado por volta das 24 h. No entanto, não foi possível 

precisar a duração desta fase, uma vez que não foram realizadas medições entre as 14 e 

as 24 horas. Após as 24 h a cultura entrou na fase de declínio ou morte. 

Ao comparar a curva de crescimento obtida para o B. subtilis na presença de 

glucose (figura 4.15) com a curva de crescimento do B. subtilis na ausência de glucose 

(figura 4.14), observou-se que, embora ambas apresentem as quatro fases, a duração das 

mesmas difere, demonstrando que a disponibilidade de nutrientes, em particular de uma 

fonte fácil de carbono, pode afetar consideravelmente o crescimento do B. subtilis. Na 

curva de crescimento com glucose, o B. subtilis apresentou uma fase lag quase nula, 

enquanto na ausência de glucose, esta fase teve uma duração de aproximadamente 2 h, 

indicando que o B. subtilis tem uma adaptação mais rápida na presença de glucose. 

Observou-se ainda que, na curva de crescimento obtida na presença de glucose, tanto a 

fase log quanto a fase estacionária tiveram uma duração superior em comparação com a 

curva de crescimento obtida na ausência de glucose. Como já foi referido, este resultado 

pode provavelmente ser atribuído à disponibilidade de uma fonte fácil de carbono como 

a glucose, que favorece não apenas um crescimento mais rápido do B. subtilis, mas 

também uma extensão da duração das fases de crescimento. 

Adicionalmente, observou-se que o B. subtilis apresentou um maior crescimento 

na presença de glucose, tendo-se obtido valores de DO600 nm superiores durante a fase log. 

Isto também foi possível observar-se pelo aspeto dos meios de cultura, uma vez que, na 

ausência de glucose, estes apresentavam um aspeto mais límpido do que os meios de 

cultura contendo glucose (figura 4.16). 
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Figura 4.16 Aspeto visual dos meios de cultura do Bacillus subtilis na ausência (à 

esquerda) e na presença (à direita) de glucose para o mesmo período de incubação 

 

4.4.1 Determinação dos parâmetros cinéticos do crescimento do B. subtilis 

A etapa inicial no estudo do crescimento microbiano consiste na análise e 

caracterização da curva de crescimento do microrganismo, a partir da qual é possível 

determinar os parâmetros cinéticos que descrevem o crescimento de uma população 

microbiana (K ovárová- et al., 1998; Stojanović et al., 2020). 

A curva de crescimento e os parâmetros cinéticos de crescimento de um 

microrganismo dependem de fatores como pH, temperatura, velocidade de agitação, 

disponibilidade de nutrientes e concentração de oxigénio no meio. Assim, a determinação 

de parâmetros como a velocidade específica máxima de crescimento (µmáx.), o tempo de 

geração (g) e o número de gerações (n) são essenciais para avaliar o impacto de diferentes 

condições ambientais no crescimento dos microrganismos (Stojanović et al., 2020). 

A velocidade específica de crescimento é máxima e constante durante a fase de 

crescimento exponencial de uma população microbiana e corresponde ao declive da reta 

obtida por regressão linear que melhor se ajusta ao gráfico ln(DO600 nm) vs tempo (figura 

4.17 e figura 4.18). A velocidade específica máxima de crescimento foi calculada 

utilizando a expressão [1], onde x é a DO600 nm no tempo t e xi é a DO600 nm no tempo ti. 

 

ln 𝑥 =  ln 𝑥𝑖 +  𝜇 (𝑡 − 𝑡𝑖) [1] 



 

79 

 

O tempo de geração (g) corresponde ao tempo que uma população microbiana 

demora para se duplicar e pode ser determinado através da expressão [2]. O número de 

gerações (n) é a razão entre o tempo de duração da fase log e o tempo de geração [3] e 

permite obter informações sobre a taxa de crescimento microbiana que reflete o 

comportamento e a dinâmica da população microbiana em estudo (Kaiser, 2024).  

𝑔 =  
ln 2

µ
 [2] 

𝑛 =  
𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 (𝑓𝑎𝑠𝑒 log)

𝑔
 [3] 

Na figura 4.17, estão representadas as fases log das três curvas de crescimento do 

B. subtilis obtidas nos três ensaios realizados em descontínuo na ausência de glucose.  

 

Figura 4.17 Representação gráfica da fase log das curvas de crescimento obtidas no 

meio sem glucose 

 

Na tabela 4.1 são apresentados os parâmetros cinéticos obtidos das curvas de 

crescimento da cultura de Bacillus, bem como os seus valores médios e desvios padrão.  
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Tabela 4.1 Parâmetros cinéticos de crescimento do Bacilus subtilis sem glucose 

 Curva 1 Curva 2 Curva 3 Média DP 

Fase exponencial (h) 2 – 8 2 – 6,5 2 – 8   

Equação da reta 
y = 0,1735 x - 

3,7077 

y = 0,1605 x - 

4,0526 

y = 0,1628 x - 

4,4567 
  

R2 0,999 1,000 0,996   

µmáx (h-1) 0,1735 0,1605 0,1628 0,1656 0,0012 

Tempo de geração (h) 3,995 4,318 4,257 4,190 0,033 

Número de gerações 1,50 1,04 1,41 1,32 0,21 

 

A partir dos declives das fases log das curvas de crescimento retiraram-se os 

valores da velocidade específica máxima de crescimento, obtendo-se um valor médio de 

0,1656 h-1 para a velocidade específica máxima de crescimento do B. subtilis num meio 

sem glucose, bem como um tempo médio de geração e um número médio de gerações de 

4,190 h e 1,32, respetivamente. 

Na figura 4.18, estão representadas as fases log das três curvas de crescimento do 

B. subtilis obtidas nos três ensaios realizados em descontínuo na presença de glucose.  

 

 

Figura 4.18 Representação gráfica da fase log das curvas de crescimento obtidas no 

meio com glucose 
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Os parâmetros cinéticos para a cultura de B. subtilis, na presença de glucose foram 

obtidos da mesma forma que os valores obtidos para as culturas na ausência de glucose, 

e encontram-se apresentados na tabela 4.2. 

 

Tabela 4.2 Parâmetros cinéticos de crescimento do Bacilus subtilis com glucose 

 Curva 1 Curva 2 Curva 3 Média DP 

Fase exponencial (h) 2 – 8 2 – 8 2 – 8   

Equação da reta 
y = 0,2265 x - 

3,9593 

y = 0,2330 x - 

4,0958 

y = 0,2263 x - 

4,2426 
  

R2 0,9994 0,9951 0,9917   

µmáx (h-1) 0,2265 0,2330 0,2263 0,2286 0,0046 

Tempo de geração (h) 3,061 2,975 3,062 3,033 0,061 

Número de gerações 1,960 2,017 1,959 1,979 0,040 

 

Da análise das três curvas resulta que o valor médio da velocidade específica 

máxima de crescimento foi de 0,2286 h-1, enquanto o tempo médio de geração foi de 

3,033 h e o número médio de gerações foi de 1,979. 

Ao comparar os parâmetros cinéticos obtidos para as curvas de crescimento do 

B. subtilis na ausência (tabela 4.1) e na presença de glucose (tabela 4.2), observou-se que 

tanto o valor médio da velocidade específica máxima de crescimento como do número de 

gerações foi superior para as culturas que cresceram na presença de glucose (0,2286 h-1 e 

1,979, respetivamente) em comparação com as culturas que cresceram na ausência da 

mesma (0,1614 h-1 e 1,28, respetivamente). Estes resultados estão de acordo com o 

esperado, uma vez que o crescimento microbiano, na maior parte dos casos, tende a ser 

mais rápido quando existe uma maior disponibilidade de fontes fáceis de carbono, em 

particular na presença de glucose (Stojanović et al., 2020). Adicionalmente, o tempo de 

geração para as culturas na presença de glucose (3,033 h) foi inferior ao tempo de geração 

para as culturas na ausência de glucose (4,295 h). Os resultados obtidos para os 

parâmetros cinéticos, na ausência e na presença de glucose, indicam que a glucose 

aumenta o crescimento do B. subtilis, estando em concordância com estudos realizados 

anteriormente, que indicam que a glucose é uma fonte de carbono eficiente, favorecendo 

um crescimento rápido e robusto. Isso ocorre porque a glucose é um açúcar simples que 

pode ser facilmente metabolizado através da via glicolítica, fornecendo energia e 
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precursores biossintéticos essenciais para o crescimento bacteriano  (Mageshwaran et al., 

2014; Stojanović et al., 2020).  

De forma a se obter um melhor entendimento do efeito da glucose no crescimento 

do B. subtilis, recorreu-se a estudos anteriormente publicados (Kovárová- et al., 1998; 

Mageshwaran et al., 2014). Na tabela 4.3 encontram-se os valores dos parâmetros 

cinéticos do B. subtilis obtidos neste estudo, bem como alguns valores relatados na 

bibliografia, em ensaios realizados sob condições semelhantes. 

 

Tabela 4.3 Parâmetros cinéticos do B. subtilis obtidos dos ensaios e da bibliografia 

 Ensaio Bibliografia (Stojanović et al., 2020) 

Meio nutritivo s/glucose 
c/glucose 

(1 g L-1) 
s/glucose 

c/glucose 

(5 g L-1) 

c/glucose 

(10 g L-1) 

µmáx (h-1) 0,1614 0,2286 0,26 0,329 0,282 

Tempo de geração (h) 4,295 3,033 2,67 2,1 2,46 

Número de gerações 1,28 1,979 – – – 

 

Primeiramente, é importante relembrar que os ensaios deste trabalho foram 

realizados utilizando meios com uma concentração de glucose de 1 g L-1, enquanto os 

valores referidos na bibliografia foram obtidos para concentrações de glucose de 5 e 

10 g L-1. Adicionalmente, é relevante referir que, embora os resultados apresentados na 

bibliografia tenham sido obtidos sob condições de ensaio semelhantes aos utilizados ao 

longo deste estudo, a concentração dos sais minerais utilizados no meio de cultura não é 

exatamente a mesma, facto que pode contribuir para as pequenas diferenças observadas. 

O valor obtido para a taxa específica de crescimento na ausência de glucose 

referido na bibliografia (0,26 h-1) é ligeiramente superior ao obtido neste estudo 

(0,1614 h­1). No entanto, ambos os valores têm a mesma ordem de grandeza. De forma 

análoga, o valor da taxa específica de crescimento na presença de glucose referido na 

bibliografia é superior ao obtido neste estudo, ainda que se encontrem também na mesma 

ordem de grandeza. 
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4.5 Estudo da capacidade de degradação do naproxeno e do 

diclofenaco pelo B. subtilis 

De forma a avaliar a capacidade da cultura de B. subtilis para degradar o 

naproxeno e o diclofenaco foram realizados três ensaios de acordo com o procedimento 

experimental descrito na secção 3.4.5. Foram testadas duas concentrações (2 mg L-1 e 

20 mg L-1) para cada um dos dois fármacos estudados e duas concentrações (2 mg L-1 e 

5 mg L-1 de cada fármaco) de uma mistura com quatro fármacos, incluindo os dois 

estudados. 

Cada ensaio foi conduzido com vários Erlenmeyers, em meio líquido e num 

regime descontínuo, sob agitação orbital a 200 rpm e temperatura constante de 30 °C, 

conforme ilustrado no esquema da secção 3.4.5. 

 

4.5.1 Avaliação dos efeitos da exposição aos fármacos no crescimento da 

cultura de B. subtilis 

Na figura 4.19 e na tabela 4.4 estão apresentadas as curvas de crescimento do 

B. subtilis e os parâmetros cinéticos de crescimento do mesmo, para as soluções contendo 

2 mg L-1 de naproxeno, na presença (I) e na ausência (II) de glucose. São ainda 

apresentadas as curvas relativas aos Erlenmeyers de controlo (III e IV), que foram obtidas 

na ausência de naproxeno, bem como os parâmetros cinéticos referentes a cada uma das 

curvas. 
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Figura 4.19 Curvas de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência de glucose, 

num meio contendo 2 mg L-1 de naproxeno 

 

Da análise da figura 4.19 observa-se que a duração quer da fase lag quer da fase 

log em todas as curvas de crescimento das culturas estudadas em todos os Erlenmeyers 

não apresentaram diferenças, sendo a duração da fase lag de aproximadamente 2 h e a 

duração da fase log de aproximadamente 6 h em todos os casos. Estes tempos são também 

parecidos com os obtidos no estudo da caracterização da curva de crescimento da bactéria 

na ausência de fármacos, conforme foi descrito na secção anterior. Assim, a presença de 

naproxeno numa concentração de 2 mg L-1, não parece ter afetado a duração das diversas 

fases da curva de crescimento do B. subtilis. 

Nas curvas II e IV, foi ainda observada uma diminuição do valor da DO600 nm entre 

as 8 h e as 12 h de ensaio, durante a fase estacionária. Esta diminuição deveu-se 

provavelmente à aglomeração das células de B. subtilis em colónias e sua consequente 

sedimentação, resultando assim numa solução clarificada, o que introduziu um 

enviesamento na amostragem com uma representação incorretamente baixa de células. 

Na tabela 4.4 são apresentados os parâmetros cinéticos de crescimento obtidos das 

curvas de crescimentos representadas na figura 4. 19, os quais foram obtidos conforme 

descrito na secção 4.4.1. 
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Tabela 4.4 Parâmetros cinéticos de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência 

de glucose, num meio contendo 2 mg L-1 de naproxeno 

 I II III IV 

Fase exponencial (h) 2,3 – 8 2,3 – 8 2,3 – 8 2,3 – 8 

Equação da reta 
y = 0,2228 x - 

4,0382 

y = 0,1460 x - 

3,9102 

y = 0,2214 x - 

4,1473 

y = 0,1525 x - 

3,9877 

R2 0,997 0,9986 0,9994 0,9987 

µmáx (h-1) 0,2228 0,1460 0,2214 0,1525 

Tempo de geração (h) 3,1116 4,7483 3,1303 4,5444 

Número de gerações 1,8318 1,2004 1,8209 1,2543 

 

Ao analisar a tabela 4.4, verifica-se que, à semelhança do observado na secção 

4.4, as culturas de B. subtilis na presença de glucose (I e III) apresentam taxas específicas 

de crescimento superiores às culturas na ausência de glucose (II e IV), tanto no meio 

contendo naproxeno, como no meio sem naproxeno. O que parece indicar que é a 

presença glucose, como fonte de carbono e energia para as células, o principal fator que 

influencia o crescimento do B. subtilis.  

Adicionalmente, ao analisar os parâmetros de crescimento referentes às curvas I e 

III (na presença de glucose), observou-se que a cultura na presença de naproxeno 2 mg L­1 

(I) apresentou uma velocidade específica máxima de crescimento (0,2228 h-1) 

ligeiramente superior ao controlo (III, µmáx = 0,2214 h-1), no entanto dentro da mesma 

ordem de grandeza. Por sua vez, o tempo de geração para a curva I foi inferior, resultando 

num número de gerações superior.  

Por outro lado, em relação às curvas II e IV (na ausência de glucose), a cultura 

crescida na ausência de naproxeno (IV) apresentou uma velocidade específica máxima de 

crescimento ligeiramente superior à cultura na presença de naproxeno, mas dentro da 

mesma ordem de grandeza, tendo também apresentado um tempo de geração inferior e 

um maior número de gerações.  

Assim, a presença de naproxeno numa concentração de 2 mg L-1 não aparenta 

causar qualquer efeito de toxicidade ao B. subtilis, quer na presença quer na ausência de 

glucose, uma vez que não foram observadas alterações significativas nos parâmetros 

cinéticos de crescimento da bactéria. 
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Na figura 4.20 e na tabela 4.5 estão apresentadas as curvas de crescimento do 

B. subtilis e os parâmetros cinéticos de crescimento do mesmo, para as soluções contendo 

20 mg L-1 de naproxeno, na presença (I) e na ausência (II) de glucose. São ainda 

apresentadas as curvas relativas aos Erlenmeyers de controlo (III e IV), que foram obtidas 

na ausência de naproxeno, bem como os parâmetros cinéticos referentes a cada uma das 

curvas. 

 

 

Figura 4.20 Curvas de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência de glucose, 

num meio contendo 20 mg L-1 de naproxeno 

 

Para a concentração de 20 mg L-1 de naproxeno, tal como se verificou no estudo 

anterior (respeitante à concentração de 2 mg L-1 de naproxeno), em nenhuma das várias 

condições avaliadas (com ou sem fármaco, bem como na presença ou na ausência da 

glucose no meio de cultura) se observaram alterações das durações das fases lag e log das 

curvas de crescimento. Assim, é reafirmada, a esta concentração mais elevada do 

fármaco, a observação de que a presença do naproxeno no meio de cultura não parece ter 

um efeito negativo sobre a duração das fases de crescimento desta bactéria. 

Na tabela 4.5 são apresentados os parâmetros cinéticos de crescimento obtidos das 

curvas de crescimentos representadas na figura 4. 20. 
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Tabela 4.5 Parâmetros cinéticos de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência 

de glucose, num meio contendo 20 mg L-1 de naproxeno 

 I II III IV 

Fase exponencial (h) 2 – 8 2 – 8 2 – 8 2 – 8 

Equação da reta 
y = 0,2016 x - 

4,5268 

y = 0,1483 x - 

4,4641 

y = 0,2263 x - 

4,2426 

y = 0,1628 x - 

4,4567 

R2 0,9985 0,9932 0,9999 0,9955 

µmáx (h-1) 0,2016 0,1483 0,2263 0,1628 

Tempo de geração (h) 3,4387 4,6724 3,0623 4,2571 

Número de gerações 1,7449 1,2841 1,9593 1,4094 

 

Ao contrário do que foi observado e extraído das curvas da figura 4.19 

relativamente aos efeitos no crescimento do B. subtilis associados com a exposição ao 

naproxeno na concentração de 2 mg L-1, a cultura desta bactéria na presença do fármaco 

a 20 mg L-1, quer num meio contendo glucose (I) quer na ausência desta (II), apresentou 

uma velocidade específica máxima de crescimento (de 0,2016 h-1 em I, c/ glucose; e de 

0,1483 h-1 em II, s/ glucose) ligeiramente inferior à cultura correspondente desenvolvida 

na ausência do naproxeno (0,2263 h-1 em III, c/ glucose; e 0,1628 h-1 em IV, s/ glucose), 

apresentando também tempos de geração superiores e números de geração inferiores. 

Parece assim poder notar-se um ligeiro efeito negativo no crescimento do B. subtilis 

associado com a presença no meio do naproxeno a estas concentrações mais elevadas. No 

entanto, o fator que parece ter maior influência na velocidade específica de crescimento 

do B. subtilis é a presença ou ausência de glucose no meio de cultura. 

Da comparação dos parâmetros cinéticos apresentados nas tabelas 4.4 e 4.5 pode-

se considerar que o efeito no crescimento do B. subtilis das concentrações de naproxeno 

testadas não é muito significativo uma vez que os valores da velocidade específica 

máxima de crescimento para as duas concentrações são relativamente próximos, tanto na 

presença quanto na ausência de glucose no meio. 

Na figura 4.21 e na tabela 4.6 estão apresentadas as curvas de crescimento do 

B. subtilis e os parâmetros cinéticos de crescimento do mesmo, para as soluções contendo 

2 mg L-1 de diclofenaco, na presença (I) e na ausência de glucose (II). São ainda 

apresentadas as curvas relativas aos Erlenmeyers de controlo (III e IV), que foram obtidas 

na ausência de diclofenaco, bem como os parâmetros cinéticos referentes a cada uma das 

curvas. 
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Figura 4.21 Curvas de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência de glucose, 

num meio contendo 2 mg L-1 de diclofenaco 

 

Da análise da figura 4.21 nota-se que todas as curvas de crescimento, 

correspondendo às diversas condições testadas, apresentam idênticas durações das fases 

lag e log, de onde se pode deduzir que, tal como no caso do naproxeno, também a presença 

de diclofenaco à concentração de 2 mg L-1 no meio de cultura não causou uma perturbação 

significativa nas durações das fases de crescimento do B. subtilis. 

Entretanto, é possível observar uma diminuição dos valores da DO600 nm entre as 

6 h e as 12 h na curva de crescimento referente ao Erlenmeyer IV, tal como se tinha já 

observado em alguns Erlenmeyers do estudo referente à solução de naproxeno à 

concentração de 2 mg L-1 (figura 4.19). Supõe-se que também neste caso esta diminuição 

se terá devido à aglomeração das células de B. subtilis em colónias e consequente 

sedimentação, resultando assim na diminuição da densidade ótica destas soluções.  

Na tabela 4.6 são apresentados os parâmetros cinéticos de crescimento obtidos das 

curvas de crescimento representadas na figura 4. 21. 
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Tabela 4.6 Parâmetros cinéticos de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência 

de glucose, num meio contendo 2 mg L-1 de diclofenaco 

 I II III IV 

Fase exponencial (h) 2 – 7,8 2 – 6,4 2 – 7,8 2 – 6,4 

Equação da reta 
y = 0,2188 x - 

3,7129 

y = 0,1523 x - 

4,0084 

y = 0,2265 x - 

3,8103 

y = 0,1625 x - 

3,9875 

R2 0,9602 0,9972 0,9907 0,9995 

µmáx (h-1) 0,2188 0,1523 0,2265 0,1625 

Tempo de geração (h) 3,1673 4,5509 3,0601 4,2657 

Número de gerações 1,8628 0,9449 1,9281 1,0080 

 

Ao analisar os parâmetros cinéticos de crescimento referentes a cada curva obtida 

em cada um dos Erlenmyers, apresentados na tabela 4.6, observa-se que no nos meios 

contendo glucose (I e III) as velocidades específicas de crescimento são muito próximas 

(0,2188 h-1 e 0,2265 h-1, respetivamente) e superiores às velocidades específicas de 

crescimento obtidas nos meios sem glucose (II: 0,1523 h-1; e IV: 0,1625 h-1), o que mais 

uma vez demonstra que a presença de glucose tem uma influência mais determinante no 

crescimento da bactéria do que a presença do diclofenaco na concentração de 2 mg L­1. 

No entanto, na presença do fármaco parece ocorrer uma ligeira diminuição dos valores 

da velocidades específicas de crescimento quer na presença quer na ausência de glucose, 

o que poderá indiciar uma ligeira inibição do crescimento da bateria na presença deste 

fármaco.  

Na figura 4.22 e na tabela 4.7 são apresentadas, respetivamente, as curvas de 

crescimento do B. subtilis e os parâmetros cinéticos de crescimento do mesmo daí 

extraídos, para as soluções contendo 20 mg L-1 de diclofenaco, na presença (I) e na 

ausência de glucose (II). São ainda apresentadas as curvas relativas aos Erlenmeyers de 

controlo (III e IV), que foram obtidas na ausência de diclofenaco, bem como os 

parâmetros cinéticos referentes a cada uma das curvas. 
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Figura 4.22 Curvas de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência de glucose, 

num meio contendo 20 mg L-1 de diclofenaco 

 

Nas curvas de crescimento I e III (meio de cultura com glucose, na presença e 

ausência de diclofenaco, respetivamente), apresentadas na figura 4.22, observou-se que 

ambas as curvas apresentaram um comportamento semelhante, com a mesma duração das 

fases de crescimento, nomeadamente a fase lag e a fase log. 

Comparando as curvas de crescimento II e IV (meio de cultura sem glucose, na 

presença e ausência de diclofenaco, respetivamente) observou-se que no geral ambas as 

curvas apresentaram também um comportamento semelhante, com uma duração idêntica 

da fase lag. Contudo, em relação à curva II notou-se que a fase log teve neste caso uma 

duração ligeiramente menor. 

Na tabela 4.7 são apresentados os parâmetros cinéticos de crescimento obtidos a 

partir de cada uma das curvas de crescimento obtidas para os quatro Erlenmeyers deste 

ensaio e que estão representadas na figura 4. 22 acima. 
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Tabela 4.7 Parâmetros cinéticos de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência 

de glucose, num meio contendo 20 mg L-1 de diclofenaco 

 I II III IV 

Fase exponencial (h) 2 – 8 2 – 6 2 – 8 2 – 8 

Equação da reta 
y = 0,2350 x - 

3,8339 

y = 0,0917 x - 

3,7919 

y = 0,2330 x - 

4,0958 

y = 0,1605 x - 

4,0526 

R2 0,998 0,9996 0,9951 0,9997 

µmáx. (h-1) 0,2350 0,0917 0,2330 0,1605 

Tempo de geração (h) 2,9499 7,5609 2,9752 4,3182 

Número de gerações (n) 2,0340 0,7936 2,0167 1,3895 

 

Ao analisar os parâmetros cinéticos de crescimento referentes a cada curva obtida 

em cada um dos Erlenmyers, apresentados na tabela 4.7, observa-se que nos meios 

contendo glucose (I e III) as velocidades específicas de crescimento são muito próximas 

(0,2350 h-1 e 0,2330 h-1, respetivamente) e superiores às velocidades específicas de 

crescimento obtidas nos meios sem glucose (II: 0,0917 h-1; e IV: 0,1605 h-1). Nos meios 

de cultura com glucose a presença do diclofenaco na concentração de 20 mg L-1  não 

parece ter tido um efeito negativo no crescimento do B. subtilis. No entanto, nos meios 

de cultura sem glucose, a presença do diclofenaco na concentração de 20 mg L-1  parece 

ter causado alguma toxicidade ao B. subtilis já que a velocidade de crescimento foi 

nitidamente afetada nestas condições. Tal facto demonstra que a presença de glucose tem 

uma influência determinante no crescimento da bactéria e resistência a condições 

adversas como a exposição a compostos eventualmente tóxicos. 

Da comparação dos parâmetros cinéticos apresentados nas tabelas 4.6 e 4.7 pode-

se observar que um aumento na concentração de diclofenaco não afeta de forma 

significativa o crescimento do B. subtilis, em meios contendo glucose, uma vez que a 

velocidade específica máxima de crescimento entre as concentrações de 2 mg L-1 e 

20 mg L-1 são muito próximas (0,2188 h-1 e 0,2350 h-1, respetivamente). No entanto, na 

ausência de glucose, observou-se que o aumento da concentração de diclofenaco afetou 

de um modo significativo o crescimento do B. subtilis, resultando numa velocidade 

específica de crescimento inferior para culturas expostas à concentração de 20 mg L-1 

(0,1523 h-1 para a solução de diclofenaco com 2 mg L-1 e 0,0917 h-1 para a de 20 mg L­1). 

Com o objetivo de introduzir algum realismo na composição das soluções de 

fármacos estudadas, realizou-se um ensaio em que se misturou numa mesma solução 

aquosa os dois fármacos deste estudo junto com outros dois fármacos (carbamazepina e 
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ibuprofeno) os quais estavam a ser objeto de estudo no mesmo grupo de trabalho por uma 

colega do Mestrado. O ensaio foi conduzido de acordo com o procedimento experimental 

descrito na secção 3.4.5. 

A figura 4.23 mostra as curvas de crescimento do B. subtilis num meio contendo 

uma mistura de quatro fármacos (naproxeno, diclofenaco, carbamazepina e ibuprofeno) 

na concentração de 2 mg L-1 de cada fármaco. Essas curvas foram obtidas tanto na 

presença (I) quanto na ausência de glucose (II). Adicionalmente são apresentadas as 

curvas de crescimento dos Erlenmeyers de controlo (na ausência de fármacos), na 

presença (III) e na ausência de glucose (IV). Na figura está ainda apresentada a curva de 

crescimento referente ao Erlenmeyer contendo células inativadas (V), num meio de 

cultura com a mistura dos 4 fármacos e na ausência de glucose. 

 

 

Figura 4.23 Curvas de crescimento do B. subtilis obtidas com as soluções de 2 mg L-1 

de cada fármaco numa mistura de 4 fármacos (NAP, DCF, IBU, CBZ) 

 

Na figura 4.23 pode-se observar que as curvas de crescimento I e III (meio de 

cultura com glucose, na presença e na ausência da mistura de fármacos) apresentaram um 

comportamento semelhante, sendo que, em ambos os casos, a fase log teve uma duração 
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de aproximadamente 8 h, iniciando-se 2 h após o início do estudo e terminando ao fim de 

10 h, com o início da fase estacionária. Adicionalmente, não foi observada a fase de 

declínio em nenhuma destas duas curvas até ao final do estudo, uma vez que durante este 

período continuou a verificar-se um aumento dos valores de DO600nm.  

Relativamente às curvas de crescimento II e IV (meio de cultura sem glucose, na 

presença e na ausência da mistura de fármacos, respetivamente) observou-se que estas 

apresentam comportamentos muito semelhantes. Em ambas as curvas a fase log decorre 

entre as 2 h e as 8 h, seguida da fase estacionária que termina por volta das 14 h com o 

início da fase de declínio. 

A curva de crescimento V, apresentada na figura 4.23, corresponde ao estudo da 

cultura de células inativadas (previamente expostas a um banho de ultrassons) num meio 

de cultura contendo uma concentração de 2 mg L-1 de cada fármaco, na ausência de 

glucose. O objetivo do estudo deste Erlenmeyer foi verificar se as células inativadas 

contribuiriam para a remoção dos fármacos, o que permitiria sugerir a adsorção à 

biomassa das células como mecanismo de remoção. Assim, esperava-se (e pretendia-se) 

que neste caso não ocorresse crescimento celular, o que comprovaria a eficácia do 

processo de inativação usado. No entanto, verificou-se que houve crescimento celular 

neste Erlenmeyer semelhante ao observado nas outras duas curvas obtidas num meio sem 

glucose (II e IV), sendo possível identificar a fase log entre as 2 h e as 6 h, seguida de 

uma fase estacionária muito curta (2 h) e, posteriormente, da fase de declínio que teve 

início às 8 h. Este crescimento foi inesperado, e deveu-se, muito provavelmente, ao facto 

de o banho de ultrassons não ter sido eficiente na inativação das células, ou a uma possível 

contaminação da cultura durante o período da realização do estudo. Assim, dado o 

insucesso do processo de inativação usado neste trabalho, será importante realizar no 

futuro uma pesquisa mais aprofundada de vários possibilidades de inativação celular e 

avaliar quais serão mais eficientes para as condições do estudo, uma vez que a avaliação 

que se pretendia fazer com este Erlenmeyer é importante para perceber qual é a 

contribuição do mecanismo de adsorção à biomassa para a remoção dos fármacos pelas 

bactérias. 

Na tabela 4.8 estão apresentados os parâmetros cinéticos referentes às curvas de 

crescimento apresentadas na figura 4.23. 
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Tabela 4.8 Parâmetros cinéticos de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência 

de glucose, num meio contendo 2 mg L-1 de cada fármaco (NAP, DCF, IBU, CBZ) 

 I II III IV 

Fase exponencial (h) 2 – 8 2 – 8 2 – 8 2 – 8 

Equação da reta 
y = 0,2528 x - 

3,7722 

y = 0,1594 x - 

3,9584 

y = 0,2760 x - 

3,8824 

y = 0,1618 x - 

4,2137 

R2 0,9772 0,9945 0,9922 0,998 

µmáx (h-1) 0,2528 0,1594 0,2760 0,1618 

Tempo de geração (h) 2,7422 4,3491 2,5112 4,2829 

Número de gerações 2,1881 1,3796 2,3892 1,4009 

 

Ao analisar os parâmetros cinéticos apresentados na tabela 4.8, referentes às 

curvas obtidas no meio com glucose contendo a mistura dos 4 fármacos (I) e sem 

fármacos (III) pode-se observar que a curva III apresentou uma taxa de crescimento 

específica máxima ligeiramente superior à curva I (0,2760 h-1 e 0,2528 h-1, 

respetivamente), indicando um ligeiro efeito inibidor do crescimento relacionado com a 

exposição dos microrganismos aos fármacos. 

Ao analisar os parâmetros cinéticos das curvas obtidas no meio sem glucose 

contendo a mistura dos 4 fármacos (II) e sem fármacos (IV) observou-se que a taxa 

específica de crescimento da curva II (0,1594 h-1) é muito próxima da obtida para a curva 

IV (0,1618 h-1). 

Da análise da figura 4.23 e da tabela 4.8 é possível deduzir que a presença da 

mistura dos fármacos naproxeno, diclofenaco, carbamazepina e ibuprofeno numa 

concentração de 2 mg L-1 de cada fármaco, parecer ser de baixa toxicidade para a cultura 

de B. subtilis, uma vez que não foram observadas diferenças apreciáveis nos parâmetros 

cinéticos de crescimento das culturas expostas a estes compostos, nesta concentração. 

A figura 4.24 mostra as curvas de crescimento do B. subtilis num meio contendo 

uma mistura de quatro fármacos (naproxeno, diclofenaco, carbamazepina e ibuprofeno) 

na concentração de 5 mg L-1 de cada fármaco. Essas curvas foram obtidas tanto na 

presença (I) quanto na ausência de glucose (II). Adicionalmente são apresentadas as 

curvas de crescimento dos Erlenmeyers de controlo (na ausência de fármacos), na 

presença (III) e na ausência de glucose (IV). Na figura está ainda apresentada a curva de 

crescimento referente ao Erlenmeyer contendo células inativadas (V), num meio de 

cultura com a mistura dos 4 fármacos e na ausência de glucose. 
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Figura 4.24 Curvas de crescimento do B. subtilis obtidas com as soluções de 5 mg L-1 

de cada fármaco numa mistura de 4 fármacos (NAP, DCF, IBU, CBZ) 

 

Analisando as curvas de crescimento I e III (meio de cultura com glucose, na 

presença e na ausência da mistura de fármacos, respetivamente), observou-se que a curva 

I apresenta um crescimento ligeiramente superior à curva III. Ambas as curvas 

apresentam uma fase log de igual duração (8 h) e durante o mesmo período (2 h a 10 h). 

Nas curvas de crescimento II e IV (meio de cultura sem glucose, na presença e na 

ausência da mistura de fármacos, respetivamente) observou-se um aumento muito 

pequeno da DO600nm ao longo da duração do estudo, o que indica que o crescimento 

bacteriano nestas condições foi muito reduzido. Estes resultados contrastam com o que 

foi observado nos ensaios anteriormente realizados ao longo deste estudo, uma vez que 

em todos os casos anteriores foi observado crescimento bacteriano em todas as culturas 

de B. subtilis na ausência de glucose, independentemente da presença de fármacos no 

meio de cultura. Se para o caso do meio contendo os 4 fármacos à concentração de 5 mg 

L-1 esta observação poderia hipoteticamente ser explicada por uma maior toxicidade 

apresentada por esta mistura, no caso do Erlenmeyer IV, em que o meio não continha os 

fármacos, este crescimento tão baixo é surpreendente por não estar de acordo com o 

observado nos meios análogos dos estudos anteriores.  
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A curva de crescimento V apresentada na figura 4.23, corresponde a uma cultura 

de células inativadas (exposta a um banho de ultrassom) num meio de cultura contendo 

uma concentração de 5 mg L-1 de cada fármaco, na ausência de glucose. A partir da análise 

desta curva é possível observar que o crescimento bacteriano foi praticamente nulo. No 

entanto, dado o comportamento observado nos Erlenmeyers II e IV, fica a dúvida se o 

baixo crescimento observado em V se deve a uma maior eficácia do processo de 

inativação neste caso, ou se o Erlenmeyer V terá sido afetado pelas mesmas causas que 

provocaram os comportamentos anormais observados em II e IV. 

Na tabela 4.9 estão apresentados os parâmetros cinéticos referentes às curvas de 

crescimento apresentadas na figura 4.24. 

Tabela 4.9 Parâmetros cinéticos de crescimento do B. subtilis na presença e na ausência 

de glucose, num meio contendo 5 mg L-1 de cada fármaco (NAP, DCF, IBU, CBZ) 

 I II III IV 

Fase exponencial (h) 2 – 8,3 2 – 8,3 2 – 8,3 2 – 10 

Equação da reta 
y = 0,3027 x - 

3,6682 

y = 0,0062 x - 

3,1479 

y = 0,2218 x - 

3,7196 

y = 0,0243 x - 

3,411 

R2 0,9937 0,5751 0,9947 0,9944 

µmáx (h-1) 0,3027 0,0062 0,2218 0,0243 

Tempo de geração (h) 2,2902 112,4497 3,1245 28,5186 

Número de gerações 2,6199 0,0534 1,9203 0,2104 

 

Da análise dos parâmetros cinéticos referentes às curvas representadas na figura 

4.24, a curva I (meio com glucose contendo a mistura dos fármacos) apresenta uma taxa 

específica de crescimento de 0,3027 h-1 bastante superior à taxa específica de crescimento 

da curva III (meio com glucose sem fármacos) de 0,2218 h-1. Desta comparação parecer 

poder deduzir-se que não só a presença da mistura dos fármacos naproxeno, diclofenaco, 

carbamazepina e ibuprofeno na concentração de 5 mg L-1 não causa toxicidade à cultura 

de B. subtilis mas, pelo contrário, parece até estimular o crescimento bacteriano.  

Da análise das figuras 4.23 e 4.24 e das tabelas 4.8 e 4.9 podemos constatar uma 

relação um pouco complexa com as concentrações dos fármacos: enquanto na 

concentração mais baixa no meio com glucose parece ter ocorrido uma ligeira inibição 

do crescimento no Erlenmeyer contendo a mistura de fármacos quando comparado com 

o Erlenmeyer de controlo, para a concentração mais elevada, pelo contrário, observou-se 

no Erlenmeyer análogo uma taxa específica de crescimento mais elevada, sugerindo um 

aparente estímulo ao crescimento. Para esclarecer melhor o efeito da concentração dos 
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fármacos quando se tem esta mistura seria importante realizar mais estudos com uma 

maior variedade de concentrações. 

 

4.5.2 Avaliação da capacidade de degradação/remoção do naproxeno e do 

diclofenaco pelo B. subtilis  

Com o objetivo de avaliar a capacidade de degradação/remoção do naproxeno e 

do diclofenaco pelo B. subtilis, assim como de caracterizar a cinética de remoção de cada 

um dos fármacos, foram conduzidos vários ensaios distintos, conforme descrito na secção 

3.4.5 da metodologia experimental, tendo-se procurado avaliar também os efeitos: 

• da presença de glucose no meio, 

• da concentração dos fármacos, 

• da presença de outros fármacos numa mistura, 

• da ocorrência de outros processos, abióticos, que também contribuam 

para a remoção dos fármacos, nomeadamente a fotodegradação. 

 

Na figura 4.25 estão representadas as percentagens de remoção do naproxeno pela 

cultura de B. subtilis ao longo de um período de 48 h, para as soluções contendo 

naproxeno a uma concentração de 2 e 20 mg L-1 e para as soluções contendo a mistura de 

naproxeno, diclofenaco, carbamazepina e ibuprofeno às concentrações de 2 e 5 mg L­1 de 

cada fármaco, na presença e na ausência de glucose no meio.  
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Figura 4.25 Remoções do naproxeno, na ausência e presença de glucose, isoladamente a 

2 e 20 mg L-1 e em mistura a 2 e 5 mg L-1 

 

Da observação da figura 4.25 verificou-se que nas culturas de B. subtilis contendo 

glucose foram alcançadas percentagens de remoção para o naproxeno superiores às 

obtidas na culturas crescidas na ausência de glucose, para ambas as concentrações 

estudadas. Observou-se também que, nos meios contendo glucose, as culturas expostas 

às soluções de naproxeno a 2 e 20 mg L⁻¹ apresentaram, em geral, percentagens de 

remoção do fármaco superiores às culturas expostas às soluções com a mistura de 

fármacos, cada um a 2 e 5 mg L⁻¹. No entanto, em ambas as situações verificou-se maior 

remoção do fármaco nas soluções de maior concentração. Assim, os meios de cultura 

onde ocorreu maior remoção de naproxeno, na presença de glucose, por ordem 

decrescente de remoção, foram: 20 mg L­1 de naproxeno (~27%), 2 mg L-1 de naproxeno 

(~25%), 5 mg L-1 de cada fármaco (~25%) e 2 mg L-1 de cada fármaco (~23%). 

Nas culturas de B. subtilis crescidas na ausência de glucose, verificou-se que 

naquelas que estiveram expostas às menores concentrações de naproxeno (2 mg L⁻¹ do 

composto isolado ou 2 mg L⁻¹ na mistura) ocorreram as maiores percentagens de remoção 

do naproxeno (~18% e ~17%, respetivamente), seguidas pela cultura crescida em meio 
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contendo a mistura de fármacos a 5 mg L⁻¹ de cada fármaco (~15%) e, por fim, pela 

cultura com meio contendo 20 mg L⁻¹ de naproxeno (~13%). 

Na figura 4.26 estão representadas as cinéticas de remoção do naproxeno nas 

várias condições testadas, durante um período de 48 h, comparadas com as curvas de 

crescimento da bactéria no mesmo período. 

 

 

Figura 4.26 Concentração de naproxeno removida ao longo do tempo, nas várias 

condições testadas para a concentração de 2 mg L-1 

 

Da análise das figuras 4.25 e 4.26 verificou-se que a cinética de remoção do 

naproxeno apresenta uma fase inicial (0 – 8 h) em que a remoção é mais rápida, seguida 

de uma fase em que a remoção é mais lenta (8 – 16 h). Após este período, a remoção do 

naproxeno começa a estabilizar, parecendo estar o equilíbrio atingido, em geral, a partir 

das 24 h. Verificou-se ainda que a primeira etapa da cinética, onde a remoção é mais 

rápida conclui-se dentro do período correspondente às fases lag e log da curva de 

crescimento do B. subtilis (figura 4.26). De facto, mais de metade da quantidade removida 

do fármaco, em todas as condições estudadas, é removida no primeiro período de 2 h, o 

que corresponde ainda à fase lag do crescimento. Assim, esta elevada remoção inicial não 
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deverá dever-se à metabolização pelo B. subtilis, mas poderá ser devida à adsorção à 

biomassa do inóculo. Posteriormente, a remoção adicional do naproxeno neste período de 

cinética mais rápida ocorre já durante o processo de divisão celular e o abrandamento da 

cinética de remoção do naproxeno observa-se durante o período que corresponde à fase 

estacionária da curva de crescimento. No entanto, através dos ensaios realizados, não foi 

possível comprovar quais os principais processos responsáveis pela remoção do 

naproxeno, nomeadamente a conjetura sobre a ocorrência da sua adsorção à biomassa 

nem sobre a metabolização do composto pela bactéria. Em especial, a clarificação sobre 

a ocorrência de adsorção do naproxeno à biomassa foi planeada com um estudo realizado 

com células inativadas do B. subtilis, conforme descrito na secção 3.4.5. No entanto, tal 

como também já foi referido, o método utilizada para a inativação das células não foi 

eficaz e, assim, os resultados deste estudo acabaram por ser inconclusivos. 

Adicionalmente, observou-se que as culturas na presença de glucose apresentaram 

cinéticas de remoção mais rápidas e remoções finais superiores, quando comparadas com 

as culturas na ausência de glucose, o que deverá estar relacionado com o facto das 

cinéticas de crescimento do B. subtilis também serem superiores na presença de glucose 

no meio, tal como foi discutido na secção 4.5.1.  

Adicionalmente, verificou-se que, entre as culturas crescidas na presença de 

glucose, aquela que continha apenas naproxeno apresentou uma concentração de remoção 

do fármaco (~0.6 mg L-1) superior à cultura que continha a mistura dos 4 fármacos (~0,4 

mg L-1). No entanto, nas culturas crescidas na ausência de glucose ocorreu o oposto, sendo 

que a cultura exposta à mistura dos 4 fármacos apresentou uma concentração de remoção 

de naproxeno ligeiramente superior à cultura que esteve em contacto apenas com 

naproxeno. 

Foi ainda realizado o estudo de fotodegradação do naproxeno, no qual uma 

solução aquosa simples de 2 mg L-1 de naproxeno foi colocada nas mesmas condições 

dos restantes ensaios. No final deste estudo foi observado que as concentrações de 

naproxeno removidas foram muito próximas de zero, indicando que a fotodegradação, 

nestas condições, não teve uma contribuição significativa para a remoção do naproxeno. 

No entanto, é necessário referir que em estudos realizados anteriormente, nomeadamente 

estudo realizados por este grupo, demonstraram que o naproxeno em exposição direta à 

luz solar sofreu uma extensiva fotodegradação. É de notar ainda que na literatura é 

reportado que os produtos resultantes da fotodegradação do naproxeno são compostos de 
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toxicidade mais elevada do que o composto original (Isidori et al., 2005; Tu et al., 2019). 

A baixa remoção por fotodegradação do naproxeno observada neste estudo deve-se, 

provavelmente, ao facto de o laboratório no qual o estudo foi realizado ser um ambiente 

relativamente escuro e com pouca luz natural direta. 

Na figura 4.27 estão representadas as percentagens de remoção do diclofenaco na 

cultura de B. subtilis, durante um período de 48 h, para as soluções contendo diclofenaco 

a uma concentração de 2 e 20 mg L-1 e para as soluções contendo a mistura de naproxeno, 

diclofenaco, carbamazepina e ibuprofeno a uma concentração de 2 e 5 mg L-1 de cada 

fármaco, na presença e na ausência de glucose no meio.  

 

 

Figura 4.27 Remoções do diclofenaco, na ausência e presença de glucose, isoladamente 

a 2 e 20 mg L-1 e em mistura a 2 e 5 mg L-1 

 

Da análise da figura 4.27 observou-se que as percentagens de remoção mais 

elevadas foram obtidas para as culturas expostas às soluções de menores concentrações 

(2 mg L-1 de cada fármaco e 2 mg L-1 de diclofenaco, na presença e na ausência de 

glucose), sendo que as culturas expostas às soluções na presença de glucose apresentaram 

percentagens de remoção de diclofenaco (~68 % e ~60 %, respetivamente) superiores às 

culturas expostas a soluções na ausência de glucose (~40 % e ~35 %, respetivamente). 
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Além disso, tanto nas culturas com glucose quanto nas sem glucose, a remoção de 

diclofenaco foi maior na solução com a mistura dos quatro fármacos em comparação com 

a solução contendo apenas naproxeno. 

Nas culturas expostas a maiores concentrações, observou-se a mesma tendência 

mencionada anteriormente. i.e., as culturas com glucose mostraram percentuais de 

remoção de diclofenaco superiores às culturas sem glucose. 

Na figura 4.28 estão representadas as cinéticas de remoção do diclofenaco nas 

várias condições testadas, durante um período de 48 h, comparadas com as curvas de 

crescimento da bactéria no mesmo período. 

 

 

Figura 4.28 Concentração de diclofenaco removida ao longo do tempo, nas várias 

condições testadas para a concentração de 2 mg L-1 

 

Da análise das figuras 4.27 e 4.28 verificou-se que a cinética de remoção do 

diclofenaco apresenta uma fase inicial (0 – 10 h) em que a remoção é mais rápida, seguida 

de uma fase em que a remoção é mais lenta (10 – 24 h). Após este período, a remoção do 

diclofenaco começa a estabilizar, parecendo estar o equilíbrio atingido, em geral, a partir 
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das 24 h (com exceção da cultura crescida num meio contendo diclofenaco e glucose, na 

qual a remoção do fármaco continua a ocorrer até ao final do ensaio). 

Tal como no caso do naproxeno, uma grande parte da quantidade removida do 

fármaco, em todas as condições estudadas, é removida no primeiro período de 2 h, o que 

corresponde ainda à fase lag do crescimento, supondo-se que esta remoção seja devida a 

adsorção à biomassa do inóculo do B. subtilis. Entretanto, após estes instantes iniciais, 

verificou-se que, de um modo diferente do observado na cinética de remoção do 

naproxeno, as fases da cinética de remoção do diclofenaco não correspondem exatamente 

às fases de crescimento do B. subtilis, sendo que a primeira fase da cinética de remoção, 

onde esta ocorre de forma mais rápida, continua após a fase log de crescimento da bactéria 

terminar, indicando que embora a adsorção à biomassa possa ter contribuído para a 

remoção do diclofenaco, existirão outros processos que podem também estar envolvidos 

na sua remoção. Este comportamento é comum em estudos de biorremediação, onde as 

bactérias podem continuar a remover contaminantes mesmo após o término da fase 

logarítmica de crescimento, indicando que processos intracelulares ou extracelulares 

(como a produção de enzimas ou metabolismo secundário) podem estar em ação. A 

dificuldade em determinar com precisão os mecanismos de remoção envolvidos é 

frequente, visto que são necessários métodos analíticos mais específicos para identificar 

todos os processos envolvidos. 

Observou-se ainda que as culturas em meio sem glucose e uma concentração de 

20 mg L-1 de diclofenaco e 5 mg L-1 de cada fármaco, apresentaram cinéticas de remoção 

significativamente mais lentas, sendo que a maior parte da remoção ocorre nas primeiras 

2 h, provavelmente devido à adsorção à biomassa do inóculo inicial, estabilizando após 

este período. Estas reduzidas e lentas remoções do diclofenaco nestas culturas, após o 

período inicial de 2 h, deverá estar relacionado com os baixos valores das taxas 

específicas de crescimento da bactéria nas mesmas culturas (tabelas 4.7 e 4.9), o que 

reforça a hipótese de a adsorção à biomassa do inóculo ser uma das contribuições 

importantes na remoção dos fármacos estudados, especialmente nos períodos iniciais.  

Na figura 4.28, observou-se que as culturas na presença de glucose foram aquelas 

em que se verificou maior concentração de diclofenaco removida. Verificou-se ainda que, 

embora nas primeiras 24 h, a cultura exposta à solução contendo os 4 fármacos tenha 

apresentado uma remoção de diclofenaco ligeiramente superior àquela exposta apenas ao 

diclofenaco, no final do ensaio, ou seja após 48 horas, ambas as soluções atingiram uma 
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remoção de diclofenaco em torno de 1,2 mg L⁻¹. No caso das culturas sem glucose, ambas 

mostraram concentrações de diclofenaco removidas muito semelhantes ao longo de todo 

o ensaio, removendo aproximadamente 0,8 mg L⁻¹ de diclofenaco ao fim das 48 horas. 

Foi ainda realizado o estudo de fotodegradação do diclofenaco, no qual uma 

solução aquosa simples de 2 mg L-1 de diclofenaco foi colocada nas mesmas condições 

dos restantes ensaios. Os resultados deste estudo demonstraram concentrações de 

remoção do diclofenaco muito próximas de zero, indicando que a fotodegradação, nestas 

condições, não contribuiu para a remoção do diclofenaco. No entanto, é necessário referir 

que estudos realizados anteriormente demonstraram que o diclofenaco é um composto 

muito fotodegradável quando exposto à luz solar (radiação UV) (Ivino et al., 2017; Zhang 

et al., 2011). A baixa fotodegradação do diclofenaco obtida neste estudo deve-se, 

provavelmente, ao facto do laboratório no qual o estudo foi realizado ser um ambiente 

relativamente escuro e com pouca luz natural. 

Da análise das figuras 4.25 e 4.26, referentes ao naproxeno, em comparação com 

as figuras 4.27 e 4.28 para o diclofenaco, conclui-se que as culturas do Bacillus subtilis 

nas condições estudadas possuem uma maior capacidade de remover o diclofenaco do 

que o naproxeno. 
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5 Conclusões e perspetivas futuras 

 

O trabalho aqui apresentado teve como principal objetivo estudar a remoção dos 

fármacos naproxeno e diclofenaco de soluções aquosas, avaliando, para este fim, o 

potencial apresentado pela bactéria Bacillus subtilis como um possível microrganismo 

para remover/biodegradar estes compostos e pela cortiça como um possível material 

adsorvente. A contaminação ambiental dos meios aquáticos com fármacos é hoje em dia 

um problema que preocupa seriamente a comunidade científica que trabalha na área 

ambiental bem como a população em geral. Assim, o objetivo último deste trabalho é, 

com base nos seus resultados, avaliar a possibilidade e a vantagem de incorporar o 

material e a bactéria estudados em sistemas de tratamento de águas residuais, 

nomeadamente em Leitos Construídos de Macrófitas (LCMs), os quais já têm sido 

estudados para a remoção de fármacos pelo grupo de investigação onde este trabalho foi 

realizado e têm mostrado resultados muito promissores. Neste âmbito, foi também 

estudada a incorporação da cortiça num tipo de matriz de suporte já estudado 

anteriormente (LECA + vermiculite) de modo a avaliar se a inclusão deste material 

introduz melhorias na eficiência já conhecida desta combinação de materiais. 

A remoção dos fármacos foi estudada tanto em sistemas mais simples, 

nomeadamente em soluções dopadas com os fármacos isolados, quanto em sistemas um 

pouco mais complexos, como seja uma mistura de quatro fármacos diferentes: 

diclofenaco, naproxeno, carbamazepina e ibuprofeno. 

Foram testadas 2 granulometrias de cortiça, uma de 3/5 mm e outra de 0,5/3 mm, 

de forma a avaliar a eficiência das mesmas para a remoção dos fármacos em estudo. A 

cortiça de granulometria 0,5/3 mm não só apresentou uma cinética de remoção mais 

rápida do que a cortiça com granulometria 3/5, como também apresentou percentagens 

de remoção superiores para ambos os fármacos, atingindo uma remoção de ~ 60 % para 

o naproxeno e de ~ 65 % para o diclofenaco para um período de contacto de 216 h, 

enquanto a cortiça de granulometria 3/5 mm apresentou percentagens de remoção de ~ 

20 % para o naproxeno e de ~ 40 % para o diclofenaco, ambas em soluções contendo 

2,5 mg L-1 do fármaco em estudo para o mesmo tempo de contacto. No entanto, devido 

às dificuldades práticas associadas ao manuseamento da cortiça de granulometria 0,5/3 

mm, optou-se por continuar o estudo com a cortiça de granulometria 3/5 mm. 
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Após a seleção da granulometria da cortiça a ser utilizada, estudou-se a melhor 

forma de incorporar este material numa matriz de suporte de LCMs já anteriormente 

estudada no grupo e a qual tem demonstrado elevada eficiência na remoção de fármacos: 

uma mistura dos materiais argilosos LECA 2/4 e vermiculite esfoliada 2 (1:1, v:v). Assim, 

a cortiça e os materiais argilosos foram misturados dispondo-os em três camadas 

(materiais argilosos: cortiça: materiais argilosos) e testaram-se três possíveis 

estratificações desta matriz nas seguintes proporções: 1:1:1; 5:3:4 e 5:2:5. Dos estudos 

das eficiências de remoção dos fármacos por estas matrizes de teste não foram observadas 

diferenças significativas entre elas. As cinéticas de remoção de todas as estratificações 

foram caracterizadas por um período inicial de 10 h, em que a remoção foi mais rápida, 

seguido de um período em que a remoção continuou de forma mais lenta, sendo que as 

três estratificações obtiveram percentagens de remoção finais de ~ 45 % para o naproxeno 

e de ~ 37 % para o diclofenaco. 

Restringindo a avaliação do potencial para utilização da cortiça em LCMs apenas 

à eficiência de remoção dos fármacos por adsorção aos materiais, a sua incorporação na 

matriz de materiais argilosos não parece trazer vantagens assinaláveis aos resultados já 

obtidos anteriormente apenas com esses materiais (mas também sem qualquer prejuízo). 

No entanto, embora tal não tenha sido observado com os fármacos testados neste trabalho, 

noutros estudos a cortiça demonstrou alguma vantagem na remoção de outros fármacos 

bastante apolares como a carbamazepina. Por outro lado, sendo um material orgânico 

natural, a utilização da cortiça em matrizes de suporte de LCMs pode ter outras vantagens 

que vão além da sua capacidade de adsorção de poluentes, nomeadamente como suporte 

mais adequado para o desenvolvimento dos microrganismos e das plantas. Assim, teria 

muito interesse no futuro testar a sua utilização em sistemas de microcosmos de LCMs, 

o que permitiria avaliar uma maior variedade de efeitos benéficos que este material pode 

ter no funcionamento destes sistemas. 

Nos ensaios com a bactéria Bacillus subtilis, inicialmente caracterizou-se a curva 

de crescimento da bactéria para estabelecer os tempos adequados de ensaio e amostragem, 

bem como os parâmetros cinéticos de crescimento. Subsequentemente, foram realizados 

estudos para avaliar a toxicidade dos fármacos sobre o Bacillus subtilis e a capacidade da 

bactéria para remover naproxeno e diclofenaco. Esses estudos são cruciais para avaliar a 

viabilidade da biorremediação e a eficiência do Bacillus subtilis na degradação dos 

contaminantes alvo. 
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Nos ensaios relativos à avaliação da toxicidade dos fármacos verificou-se o 

crescimento do B. subtilis nos meios contendo os fármacos em estudo, quer na 

concentração de 2 mg L-1, quer na concentração de 20 mg L-1, assim como o crescimento 

das culturas nos meios contendo a mistura dos quatro fármacos nas concentrações de 2 

mg L-1 e 5 mg L-1 de cada fármaco, não tendo sido observados sinais evidentes de 

toxicidade. Nos ensaios relativos à determinação da capacidade de remoção dos fármacos 

observaram-se remoções entre os 15 % e os 27 % para o naproxeno, sendo que a remoção 

foi superior nas culturas em que o meio continha glucose e com apenas o naproxeno em 

solução. Para o diclofenaco foram observadas remoções entre os 10 % e os 68%, sendo 

que a remoção foi superior nas culturas expostas às soluções de concentração 2 mg L-1 de 

diclofenaco e de 2 mg L-1 de cada fármaco, na presença de glucose. 

Neste estudo não foi possível caracterizar os mecanismos através dos quais os 

fármacos foram removidos. No entanto, devido ao facto de a maior parte da remoção 

ocorrer rapidamente durante a fase log do crescimento, a remoção por adsorção à 

biomassa parece ser o principal mecanismo de remoção. Contudo, é também plausível 

que ocorra alguma remoção por metabolização, principalmente para o diclofenaco, uma 

vez que a remoção continua após a fase log terminar. Em estudos futuros, seria 

interessante avaliar a contribuição da adsorção à biomassa na remoção destes fármacos, 

bem como as vias de metabolização que possam estar envolvidos na remoção dos 

fármacos. 

É importante realçar que este estudo constituiu apenas uma abordagem inicial à 

utilização da cortiça como um possível material a implementar na matriz dos LCMs, bem 

como à hipótese de inoculação do B. subtilis nesses sistemas como formas de otimizar e 

aumentar a remoção do naproxeno e do diclofenaco pelos LCMs no tratamento de águas 

contaminadas com fármacos.  

Seria interessante realizar estudos adicionais, com a inoculação do B. subtilis na 

matriz constituída apenas por materiais argilosos e na matriz contendo adicionalmente a 

cortiça, de forma a avaliar a eficiência destes sistemas. Também seria importante realizar 

testes num microcosmo de LCM plantado com Typha spp., utilizando a matriz contendo 

cortiça e inoculado com B. subtilis, de forma a se perceber se estas implementações 

seriam benéficas, não só para a otimização da remoção dos fármacos, mas também para 

a saúde e bem-estar das macrófitas.  
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Seria igualmente importante realizar estes estudos utilizando microcosmos de 

LCMs em condições mais próximas das reais no que diz respeito às condições ambientais 

(temperatura, humidade, etc) bem como no que diz respeito à composição da solução 

contendo os fármacos, de modo a torná-la mais próxima da composição de uma água 

residual. 
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