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Resumo

Com este trabalho pretendeu-se avaliar a eficiéncia de remogao do diclofenac e
furosemida, de uma solu¢do aquosa contendo quatro farmacos, usando microcosmos
de leitos construidos de macrdéfitas (LCM) com uma matriz de suporte de
LECA+vermiculite, e plantado com Typha spp.. Foi avaliada a capacidade de remocéao
dos farmacos pela matriz, verificando-se que esta contribuiu com uma percentagem de
remocao dos farmacos entre 53-54%, ao fim de 120h. Globalmente, 0 microcosmos
atingiu elevadas eficiéncias de remocéo de ambos os farmacos (70-78%). A presenca

de plantas contribuiu para uma remocéo adicional dos dois farmacos entre 32-37%.

Como otimizagdo do microcosmos adicionou-se a matriz carvdo ativado em po,
conseguindo-se um aumento significativo da eficiéncia de remocao dos farmacos (92-
99,5%).

Este estudo, apesar do seu carater preliminar, aponta para que LCMs construidos e
operados analogamente aos deste trabalho serdo potencialmente uma opc¢ao para o

tratamento de 4guas contaminadas com estes dois farmacos.

Palavras-chave: Leito Construido de Macrdfitas, Diclofenac, Furosemida, Typha spp.,

LECA, Vermiculite, Carvao Ativado
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Role of the matrix composed of clay materials and activated carbon in the

removal of pharmaceuticals by CWS

Abstract

The aim of the present work was to assess the efficiency of a Constructed Wetlands
Systems (CWS) microcosms in removing diclofenac and furosemide from an aqueous
solution containing four pharmaceuticals. The CWS was constructed with
LECA+vermiculite as support matrix and planted with Typha spp.. The contribution of
the support matrix for the pharmaceuticals removal was evaluated in 53-54% after
120h. Overall, the microcosms attained high removal efficiencies for both
pharmaceuticals (70-78%). The presence of plants contributed with additional removal

of the two pharmaceuticals in between 32-37%.

As an optimization of the microcosms, powdered activated carbon was added to the
support matrix, which provided for a significant increase in the pharmaceuticals

removal efficiencies (92-99.5%).

This study, in spite of its still preliminary nature, suggests that CWS constructed and
operated according to the guidelines reported in this work may potentially be an option

for treating wastewater contaminated with these two pharmaceuticals.

Keywords: Constructed Wetlands Systems, Diclofenac, Furosemide, Typha spp., Light

Expanded Clay Aggregates (LECA), Vermiculite, Activated Carbons.
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Papel da matriz composta por materiais argilosos e carvao ativado na remogéo de farmacos em LCM

1. Introducéo

1.1. Problemaética

A 4gua é um bem essencial na sociedade atual, tanto para utilizacdo doméstica como
na inddstria ou na agricultura. Estando presente em todos os sectores e em func¢ao do
crescimento populacional, do desenvolvimento econémico ou das mudancas dos
padrdes de consumo, a utilizacdo da agua tem vindo a aumentar a nivel mundial
(ONU, 2018).

Estima-se que em 2018 a utilizacdo de agua a nivel mundial tenha sido de 4600 Km?,
prevendo-se um aumento de 20% a 30% até 2050 para valores entre 5500 e 6000
Km?3/ano (ONU, 2018). Considerando estes dados torna-se evidente que a agua é um
bem cada vez mais valioso, e que caso ndo se tomem medidas para uma boa gestao

do mesmo, pode muito em breve tornar-se num bem escasso.

Com este intuito continuam, em Portugal, a ser debatidos projetos e medidas entre o
governo e varias entidades publicas e privadas responsaveis pelo tratamento e gestdo
da agua, com vista ao cumprimento das metas a que o governo se prop6s no que
respeita a gestao eficiente da dgua. A meta seréa chegar a 2030 com pelo menos 20%
de utilizacdo de aguas residuais tratadas, por exemplo, na rega de jardins, lavagem de
ruas ou para uso nos autoclismos das casas de banho (Portaldaagua, 2019).

Para além do objetivo de promover uma boa gestdo e reaproveitamento da agua,
existe também a preocupacdo para que as estacdes de Tratamento das Aguas
Residuais (ETARS) vao evoluindo e adaptando os seus processos de tratamento de
forma a conseguirem dar uma resposta satisfatéria face aos denominados poluentes
emergentes. Estes sd@o definidos como poluentes ndo incluidos atualmente nos
programas de monitorizagdo em curso na Unido Europeia, mas que poderéo vir a sé-
lo, no futuro, dependendo dos resultados da investigacdo relativamente a sua
ecotoxicidade, efeitos na saude humana e niveis de concentracdo presentes nos

compartimentos ambientais (IAREN, 2009).

Existe uma grande diversidade de poluentes emergentes, como sejam: toxinas
provenientes de algas; detergentes; aditivos de gasolina; nanoparticulas; pesticidas e
0s compostos farmacéuticos. Na realidade, estes Ultimos s&o o0s principais
responsaveis pela ocorréncia de problemas de desregulacdo enddcrina em seres vivos
aquéticos, provocando por exemplo a alteracdo no comportamento do sistema
reprodutivo e a mudanca de sexo (Gogoi et al., 2018; Felis et al.,, 2020). Outras

consequéncias provocadas pela presenca de farmacos no ambiente sdo a toxicidade
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aquédtica e a selecdo de estirpes bacterianas resistentes a antibioticos (IAREN, 2009;
Tran et al., 2018; Felis et al., 2020).

A preocupagdo com a presenca de farmacos nos meios aquaticos resulta do
conhecimento dos efeitos negativos que estes provocam e na constatacdo de que os
mesmos estdo a ser utilizados em grandes quantidades tanto na medicina humana
como veterindria, bem como em diversas atividades agropecudrias e aquicolas
(Sousa, 2015; Couto et al., 2019; Felis et al., 2020). Desta forma, tem-se procurado
estudar a ocorréncia dos poluentes emergentes no meio ambiente e para tal tem
contribuido o desenvolvimento das técnicas analiticas, as quais tém aumentado
significativamente a sua sensibilidade e seletividade para este tipo de poluentes em

matrizes ambientais (Mompelat et al., 2009).

Tém sido identificadas varias vias de entrada dos farmacos no meio ambiente, como
sejam, as atividades agro-pecuarias, industriais, aquicultura ou do seu depdésito
diretamente no lixo, contudo acabam por ser as ETARs as principais vias de entrada
dos farmacos no ambiente, isto porque, existe um grande consumo de medicamentos
como por exemplo os antibidticos, diuréticos ou anti-inflamatérios, que ndo séo
totalmente absorvidos pelo organismo, acabando assim por em parte serem
direcionados para as aguas residuais (Fent et al., 2006; Dordio et al., 2010; Tran et al,
2018; Felis et al., 2020). Desta forma, as ETARs sdo um dos principais locais onde faz
sentido o estudo sobre a identificacdo e quantificacdo de farmacos, dos seus
metabolitos e compostos de transformacéo, dado que, é o local para onde as aguas
residuais sdo encaminhadas e onde € realizado o tratamento das mesmas antes da

sua descarga no meio ambiente.

s

Atualmente é reconhecido que as aguas residuais estdo de uma forma geral
significativamente contaminadas com uma grande variedade de poluentes
emergentes, entre 0s quais os farmacos. Embora as concentragfes detetadas destes
compostos sejam normalmente muito baixas (ng/L-ug/L), as ETARS convencionais nao
foram projetadas e optimizadas para a remog¢do deste tipo de poluentes, além de que,
muitos deles s&o dificeis de biodegradar, levando assim de uma forma geral a uma
remocao ineficiente dos mesmos nas ETARs (Gao et al.,, 2012; Trojanowicz, 2012;
Verlicchi et al., 2012; Couto et al., 2019; Tran et al., 2019; Felis et al., 2020).

Com a emergéncia desta nova classe de poluentes relativamente aos quais as ETARs
convencionais ndo conseguem dar resposta, € necessario encontrar processos
alternativos ou complementares de tratamento que permitam a sua eficiente remocao,

mantendo um baixo custo e uma facil operacionalidade em larga escala, podendo-se
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salientar, entre varias tecnologias que tém sido estudadas e propostas como opc¢éo, 0s
Leitos Construidos de Macrofitas (LCM).

Os LCMs simulam a capacidade depurativa das zonas humidas ndo sendo necessario
recorrer a agentes quimicos, apresentando um bom enquadramento paisagistico e
baixos custos de operacdo, tendo vindo a mostrar-se uma alternativa que é
razoavelmente eficiente na remocdo de varios farmacos, mais sustentavel e
econdmica do que outras alternativas avancadas de tratamento, tais como a oxidagao
catalitica ou os processos de membranas (Dordio et al., 2010; Avila et al., 2014; Li et
al., 2014; Tiwari et al., 2017; Vystavna et al., 2017).

Os LCMs realizam a depuracdo das aguas residuais atraves da acdo combinada entre
as plantas, os microorganismos e 0s componentes da matriz de suporte soélida,
envolvendo assim uma grande variedade de processos fisicos, quimicos e biolégicos.
A eficiéncia dos LCMs pode ser significativamente melhorada através de uma boa
escolha dos componentes (plantas, microrganismos e matriz de suporte) usados na
sua constru¢do (Dordio et al., 2009; Dordio e Carvalho, 2013, Dordio e Carvalho,
2018).

Desta forma, uma criteriosa selecdo dos materiais a serem utilizados como matriz de
suporte podera permitir alcangcar uma maior capacidade de retencdo dos
contaminantes por fendbmenos de adsor¢do ou troca i6nica. De resto, estudos ja
realizados com alguns materiais argilosos, como os agregados de argila expandida
(Light Expanded Clay Aggregates, LECA) e a vermiculite bem como Varios tipos de
carvbes ativados permitiram demonstrar que estes materiais apresentam uma boa
capacidade de remocao de alguns pesticidas e farmacos de aguas e efluentes,
principalmente com base em processos de adsorcéo (Dordio et al., 2009; Cansado et
al., 2010, Dordio et al, 2010; Dordio e Carvalho, 2013, Dordio e Carvalho, 2018,
Cansado et al, 2019, Thiebault, 2020).

A vegetacdo desempenha também um importante papel, de uma forma direta ou
indireta, na remocao, retencdo e/ou transformagcdo ou degradagdo dos poluentes.
Indiretamente, as plantas contribuem para a biodegradacdo dos poluentes através do
efeito de estimulacdo que tém no desenvolvimento das popula¢cdes microbianas, por
via da libertacdo de oxigénio e exsudados na rizosfera e do aumento da area
disponivel para o desenvolvimento de biofilme sobre a superficie das suas raizes. Por
outro lado, as plantas podem ter uma contribuicdo mais direta através da adsorgéo dos
poluentes nas suas raizes, absor¢éo, acumulacao e/ou metabolizacdo (Mavioso, 2010;

Dordio e Carvalho, 2013, Dordio et. al., 2018). Assim, para o melhoramento da

Pagina |4



Papel da matriz composta por materiais argilosos e carvao ativado na remogéo de farmacos em LCM

eficiéncia de todo o sistema de um LCMs é essencial uma boa selecdo da espécie
vegetal. Estudos ja efetuados demonstraram que a Typha spp., que é uma das
espécies mais utilizadas em LCMs, apresenta uma elevada capacidade de remocao
de varios compostos organicos xenobioticos, nomeadamente alguns farmacos, de
adguas contaminadas (Susarla et al., 2002; Dordio et al., 2010; Dordio et al., 2011,
Carvalho et al., 2014, Dordio et al., 2018, Li et al., 2014, Machado, 2020).

1.2. Objetivos

A realizacdo deste trabalho teve como objetivo geral a avaliagdo da eficiéncia de
microcosmos de LCMs na remocao do diclofenac e da furosemida em agua dopada
com quatro farmacos (diclofenac, furosemida, sulfometoxazol, trimetoprim), utilizando
como matriz de suporte uma mistura de LECA 2/4 e vermiculite esfoliada 3 (1:1, viv) e

tendo como vegetacdo a macrofita Typha spp..

Com esta finalidade, realizaram-se estudos experimentais de modo a atingir os

seguintes objetivos mais especificos:

e Avaliar o papel da matriz de suporte (LECA 2/4 + vermiculite esfoliada 3) na

remocao do diclofenac e da furosemida nos LCMs;

e Avaliar a contribuicdo do carvdo ativado na remocgdo do diclofenac e da

furosemida na matriz de suporte;

e Avaliar o papel da componente biota (plantas e populacdo microbiana) na
remocéo do diclofenac e da furosemida nos LCMs;

e Avaliar a cinética de remocao do diclofenac e da furosemida para

estabelecimento do tempo de retencéo nos LCMs;

e Avaliar a capacidade de resposta da Typha spp. a toxicidade causada pela

exposicao aos farmacos;

e Avaliar a suscetibilidade do diclofenac e da furosemida para sofrer
fotodegradacéo, hidrélise ou adsorcdo as paredes de recipientes do mesmo
tipo dos usados nos ensaios, de modo a poder excluir o efeito de processos de

remocado nao devidos as plantas, microrganismos ou matriz;

e Otimizar e validar um método analitico para a quantificacéo do diclofenac e da

furosemida em agua dopada com os quatro farmacos.
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1.3. Revisao bibliografica

1.3.1. Consumo e/ou utilizacdo de medicamentos
Segundo o Decreto-Lei n°76/2006, de 30 de Agosto podemos definir medicamento

como “toda a substancia ou associa¢do de substancias apresentadas como possuindo
propriedades curativas ou preventivas de doencas em seres humanos ou dos seus
sintomas ou que possa ser utilizada ou administrada no ser humano com vista a
estabelecer um diagnéstico médico ou, exercendo uma acdo farmacologica,
imunoldgica ou metabdlica, a restaurar, corrigir ou modificar funcdes fisioldgicas”
(Decreto-Lei n°76/2006, de 30 de Agosto).

Considerando que o acesso aos cuidados de salde tem aumentado ao longo dos
anos e que a esperanca média de vida da populagdo também tem aumentado, seria
previsivel que a conjugacédo destes dois fatores levasse a um aumento do consumo de
medicamentos. E de facto, esta previsdo é confirmada com dados como os do
INFARMED que indicam que foram consumidas mais 4 milhdes de embalagens de
medicamentos em Portugal, em 2018 relativamente ao ano anterior (INFARMED,
2019).

Pelos dados presentes na tabela 1.1 é possivel verificar que existe um elevado
consumo de medicamentos em Portugal, registando-se por exemplo em 2017 a venda
de 248,2 milh6es de embalagens no mercado ambulatério, com e sem receita médica,
e no mesmo ano foram ainda administradas 246,9 milhdes de unidades em meio
hospitalar (APIFARMA, 2018).

Tabela 1.1 Evolugdo do volume de medicamentos consumidos em Portugal
(APIFARMA, 2018).

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Mercado
ambulatério
(Milhdes de
embalagens)

2515 243,4 2495 2456 2450 2474 249,2 2482

Mercado hospitalar
(milhdes de 239,2 233,2 231,7 232,1 233,6 2394 246,0 246,9
unidades CHNM)

Unidades de CHNM - corresponde a quantidade unitaria de cada medicamento (n°® de comprimidos,

seringas, frascos, etc.)
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Para além do numero de medicamentos vendidos importa também saber quais as
substancias ativas mais consumidas. Na tabela 1.2 sdo apresentados esses dados
referentes ao ano de 2018, no que diz respeito ao meio hospitalar. De entre as
substancias ativas presentes nos varios farmacos, é de destacar o paracetamol com
11 271 277 unidades CHNM ou a furosemida com 4 680 906 unidades CHNM.

Tabela 1.2 Substancias ativas com maior utilizagdo em meio hospitalar, 2018
(INFARMED, 2018).

Substéancias Ativas Jan-Dez 2018 (CHNM)

Agua para preparacéo de injectaveis 3761 067

No que diz respeito aos dados para o meio ambulatorio, os valores fornecidos pelo

INFARMED indicam que no ano de 2018, a substancia ativa mais vendida, foi a
atorvastatina com 4 433 896 embalagens, seguida do paracetamol com 3552 914
embalagens. Na tabela 1.3 séo apresentados os dados para as 10 substancias ativas

com maior utilizacdo em meio ambulatorio, em 2018, em Portugal.
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Tabela 1.3 Substancias ativas com maior utilizagdo em meio ambulatério, em Portugal,
em 2018 (INFARMED, 2018b).

Substancia ativa N° embalagens
Atorvastatina 4 433 896
Paracetamol 3552914
Metformina 3471 890
Sinvastatina 3 015 685
Amoxicilina + Acido clavulanico 2687 191
Bisoprolol 2416 873
Acido acetilsalicilico 2 416 088
Alprazolam 2299 051
Pantoprazol 2232717
Omeprazol 2 136 853

Restantes substancias 132 651 500

Total 161 314 658

Outro dado importante a considerar relaciona-se com o consumo de medicamentos
adquiridos sem receita médica e que sdo vendidos fora das farmécias, os quais estao
incluidos na designacgdo de auto-medicacgéo, sendo um habito frequentemente adotado
por uma grande parte da populacédo. Neste aspeto, os dados do INFARMED indicam
que em 2018, o grupo farmacoterapéutico com maior volume de vendas sem receita
médica foi o dos analgésicos e antipiréticos com 2 185 384 embalagens vendidas. No
gue diz respeito a substéncia ativa mais vendida em termos de volume foi o
paracetamol com 1263 728 embalagens e em termos de valor econémico foi o

diclofenac com 4 971 482€ (INFARMED, 2018)

Tendo como objetivo melhorar o nivel de vida das populacdes, através da prevencéo,
diagnostico e cura de doengas e sintomas, sdo consumidas toneladas de
medicamentos, anualmente, em todo o mundo. S6 na Unido Europeia (UE) séo
utilizadas cerca de 3000 substancias diferentes, entre as quais se destacam o0s
analgésicos, contracetivos, anti-inflamatorios, antibioticos, reguladores lipidicos entre
outros (Comissdo Europeia, 2019). E de referir que, também a medicina veterinaria

utiiza uma grande quantidade de farmacos entre os quais podemos salientar os
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antibiéticos e os anti-inflamatorios (Fent et al., 2006; Couto et al., 2019; Mackulak et
al., 2019).

Embora desde a descoberta e inicio da utilizacdo dos farmacos existam residuos dos
mesmos no meio ambiente, a expansdo da industria farmacéutica, o aumento do
consumo de medicamentos e a identificacdo dos impactes negativos provocados no
ambiente tem levado ao aumento da preocupacao com esta tematica. J4 na década de
70, nos EUA foi dado o alerta para o problema dos produtos farmacéuticos no meio
ambiente (Melo et al., 2009). Contudo, s6 em meados da década de 90, o
desenvolvimento das técnicas analiticas possibilitou a detecdo e quantificacdo destes
compostos em matrizes ambientais, o que levou a um alargamento dos conhecimentos
sobre esta temética. Hoje em dia, a cromatografia liquida de alta eficiéncia, juntamente
com a espetrometria de massa e a extracdo de fase sdlida (que permite uma pré-
concentracdo dos analitos) sdo técnicas que possibilitam a dete¢cdo destes compostos

na ordem dos pg.L™* ou mesmo ng.L? (Santos et al., 2010).

Com vista a avaliagdo e monitorizagdo da qualidade da agua, foi criada legislacao
nomeadamente o Decreto-lei n°218/2015 de 7 de outubro onde é referido que “A
poluicdo quimica das aguas superficiais pode causar toxicidade aguda e crénica nos
organismos aquaticos, acumulacdo no ecossistema e perda de habitats e de
biodiversidade para além de constituir uma ameaca para a satde humana. As normas
de qualidade ambiental (NQA) definidas no ambito da politica da agua tém como
objetivo o controlo da poluicdo, estabelecendo niveis maximos de concentracdo de
determinadas substancias na agua, nos sedimentos e no biota, para protecdo do
ambiente e da saude humana”. Os niveis maximos de concentra¢des definidos nas
NQA sdo expressos em valores médios anuais (NQA — MA) e em concentracao
maxima admissivel (NQA — CMA), respetivamente associados a toxicidade crénica e
aguda (Decreto-lei n°218/2015 de 7 de outubro).

No mesmo decreto-lei € ainda mencionado que se “estabelece um quadro de ac¢do no
dominio da politica da 4gua e define uma estratégia de combate a poluicdo da agua
gue envolve a identificagdo de substancias prioritdrias que constituem um risco
significativo para o meio aquatico, ou por intermédio deste.” (Decreto-lei n°218/2015
de 7 de outubro).

Desta forma também em Portugal, a problemética dos poluentes emergentes tem sido
abordada através de alguns estudos e monitoriza¢des da presenca dos mesmos nos
meios aquaticos, contudo os dados conhecidos ainda sdo escassos. Salienta-se um

artigo de revisdo de 2015 sobre 38 trabalhos realizados entre 1997 e 2014, onde foi
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detetada a presenca de ibuprofeno em sedimentos do rio Uima, um dos afluentes do
rio Douro (Ribeiro et al., 2015). Num outro artigo de revisdo de 2016 é feita referéncia
a presenca de ibuprofeno nos rios Minho, Lima, Lec¢a, Ave, Douro e na Ria de Aveiro,
sendo detetado também paracetamol no rio Leca. Além disso € ainda referido que
foram detetados 65 farmacos em cinco ETARs (Ribeiro et al., 2016). Ja num artigo
publicado em 2018 sobre um estudo realizado nas aguas superficiais dos rios Ave e
Sousa é referido que foram detetados cinco farmacos, sendo eles o diclofenac, o filtro
ultravioleta EHMC, a eritromicina, a claritromicina e o azitromicina (Sousa et al., 2018).
Um outro artigo publicado em 2020, referente ao estudo da presenca de farmacos na
bacia do Guadiana realizado durante os anos de 2017 e 2018, indica que foram
detetados 27 farmacos diferentes, sendo o diclofenac, o ibuprofeno, a carbamazepina
e a hidroclorotiazida, os que apresentam maior preocupacao por terem sido detetados
em concentragbes que podem representar um risco moderado a alto para o
ecossistema aquético (Palma et al., 2020). Este estudo concluiu ainda que a presenca
destes farmacos na bacia do Guadiana deve-se a descarga continua destes
compostos pelas ETARs e a sua remocdo incompleta por estas instalagbes, bem
como a utilizagéo veterinaria, devido a criagdo intensiva de gado (Palma et al., 2020).

Por todo o mundo tém sido feitos estudos de monitorizacdo de farmacos no ambiente,
tendo sido detetada uma grande variedade dos mesmos em aguas superficiais, aguas
subterraneas, aguas residuais tratadas, agua potavel e até em plantas utilizadas na
alimentacdo (Deblonde et al., 2011; Luo et al., 2014). Na tabela 1.4 apresentam-se 0s
valores das concentracdes de alguns dos farmacos mais frequentemente detetados

em amostras ambientais.
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Tabela 1.4 Concentracdo de alguns farmacos em amostras ambientais.

Efluentes
ETARES

Agua
subterranea

Composto Agua superficial

Agua potavel

812 ng L*©

419 ng Lt 518 ng L2 8,0 ng LtP
360 ng L9 0,23 ng L¢

0,11 ngL®c  660-2040 ng L'1h
9-17 ng LN 10 ng L1P 10-680 ng L1"

0,56-3580 ng L1"  1ingLin  4702330Mg L0 0 530 ng Ln
0,5-36,920 ng L*" 680'3L1_’1‘f150 "9 10-830ngL™"

a) Branchet et al., 2019; b) Tréger et al., 2018; c) Cesen et al., 2019; d) Azanu et al., 2018; e)
Castrignano et al., 2018; f) Szekeres et al., 2018; g) Hanna et al., 2018; h) Pena-Guzman et al.,
2019; i) Huerta-Fontela et al., 2011.

Verifica-se que os farmacos mais frequentemente detetados em amostras ambientais
pertencem as classes dos anti-inflamatdrios, antibidticos, beta-bloqueadores,
estimulantes e dos diuréticos. Embora estes compostos se encontrem no ambiente em
concentracdes relativamente baixas (ug L' — ng L?), ndo deixam de causar
preocupacgédo, especialmente devido a sua persisténcia no meio ambiente e a sua
atividade biolégica. A acrescentar, deve-se considerar a possibilidade de uma grande
diversidade de compostos com modos de atuacéo afins poderem ter efeitos aditivos,
ou até sinergisticos que assim superem os efeitos esperados para concentra¢des mais

baixas.

1.3.2. Entrada de farmacos no meio ambiente
Os medicamentos para uso humano ou veterinario, sdo desenvolvidos para terem

alguma estabilidade quimica, que evite a sua facil degradacdo, permitindo a
manutencdo das suas propriedades quimicas o tempo suficiente para exercerem o
efeito terapéutico pretendido antes de serem inativados (Santos et al., 2010; Li et al,
2020).
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Se por um lado, esta estabilidade € essencial para que o farmaco consiga exercer o
mecanismo de acdo, por outro lado, a mesma é responsavel pela respetiva
acumulacdo no meio ambiente. A utilizacdo destes produtos farmacéuticos conduz a
libertacdo dos seus principios ativos, excipientes, metabolitos e produtos de
transformacédo para o ambiente, principalmente para o0 meio aquatico (Santos et al.,

2010).

Assim, € possivel identificar as varias vias através das quais os produtos

farmacéuticos podem chegar ao meio aquatico:

- Consumol/aplicacao e excreg¢ao: os farmacos podem ser administrados por via oral,
topica ou parentérica e dependendo da forma de administracdo sdo absorvidos,
distribuidos, metabolizados e excretados. A metaboliza¢cdo tem como objetivo principal
tornar os compostos mais polares e dessa forma hidrofilicos, para que possam ser
mais facilmente excretados por via urindria (Tambosi et al., 2010). Contudo a
transformacgéo dos farmacos em metabolitos nem sempre é completa, ou seja, uma
parte do farmaco vai ser excretada inalterada em conjunto com os seus derivados, que
acabam sendo recolhidos nos sistemas de saneamento e encaminhados para as
ETARSs, cujo desempenho € ineficiente no que se refere a remocgao destes compostos
das aguas residuais, acabando esta via por ser uma das principais fontes de

contaminacao dos ambientes aquaticos.

- Eliminacgéo incorreta de medicamentos: os medicamentos que se encontram fora
de prazo de validade, ou que ja nao serdo usados, sao frequentemente, descartados
de forma incorreta diretamente no esgoto ou no lixo. Caso sejam descartados no
esgoto, os farmacos provocam os mesmos problemas que ocorrem aquando da sua
excrecdo, mas de forma mais agravada devido ao aumento da concentracdo dos
mesmos (Proencga, 2011). Quando colocados no lixo, o0s mesmos sdo direcionados
para o aterro sanitario, onde algumas moléculas acabam por se degradar. O aterro
acaba por funcionar sobretudo como um depdsito de farmacos e dependendo da
precipitacdo e humidade forma-se um lixiviado onde estes compostos estdo presentes
(Zhou et al., 2009; Proenga, 2011; Mackulak et al., 2019).

- Residuos de farmacos na agropecuaria e aquicultura: na criacdo intensiva de
gado e peixe sdo administrados produtos farmacéuticos como vacinas, anti-
inflamatorios, antibidticos ou hormonas, que por sua vez sao excretados através da
urina e das fezes. Desta forma, pode ocorrer uma contaminacdo no local, ou quando
utilizado o estrume como fertilizante pode contaminar os solos onde é aplicado, o que

por sua vez através das escorréncias podera contaminar a agua circundante ou por

Pagina |12



Papel da matriz composta por materiais argilosos e carvao ativado na remogéo de farmacos em LCM

infiltrag&@o ird contaminar os lengois freaticos (Zhou et al., 2009; Santos et al., 2010;
Mackulak et al., 2019).

- Efluentes da industria farmacéutica e hospitalar: a industria farmacéutica € um
potencial foco de contaminacao, devido & producao de residuos durante o processo de
fabrico. Os hospitais também sdo considerados uma potencial fonte de entrada de
farmacos na rede de saneamento, por serem locais onde sdo manipuladas e
administradas grandes quantidades de medicamentos (Kummerer, 2009; Zhou et al.,
2009; Mackulak et al., 2019).

A figura 1.1 esquematiza as principais vias de entrada dos farmacos no ambiente bem
como o seu percurso desde a sua utilizacdo até a chegada aos meios recetores. E
possivel identificar trés percursos principais que direcionam os farmacos até ao meio
ambiente. No caso da aquicultura, em que nado se efetua o tratamento de &aguas
residuais, os farmacos acabam por sair do local de administragé@o diretamente para as
aguas recetoras. Ap0Os 0 uso veterinario, e em caso de eliminagdo incorreta (auséncia
de tratamento de residuos, aplicagdo de estrume no solo para fertilizacdo, etc.), os
farmacos podem acabar no solo sendo posteriormente lixiviados para os meios
recetores. Refira-se ainda que, os medicamentos de uso humano em conjunto com os
efluentes gerados durante os processos de fabrico, que sédo encaminhados
diretamente para as ETARs, se ndo forem removidos de forma eficiente, s&o

encaminhados para o meio ambiente.

L L 1 1

Eliminagdo incorreta Processos
l Uso veterinérlo Aqulcultura l l Uso humano ‘ de medicamentos de fabrico

Solo E'I‘AR

N

l ﬂguas receptoras l

Figura 1.1 Possiveis vias de entrada de farmacos no meio ambiente (adaptado de
Boxall et al., 2012).
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Independentemente da forma como os farmacos chegam ao meio ambiente, provocam
sempre um impacte negativo, sendo mais ou menos gravoso em fungdo das
respetivas propriedades. Entre as varias caracteristicas podemos destacar a
persisténcia, que se relaciona com o tempo de meia-vida, ou seja, o periodo
necessario para que a concentracdo de um composto fique reduzida a metade (Cid,
2011); o coeficiente de particdo octanol-dgua (Kow), que € uma medida do caréater
hidrofébico do composto (Cid, 2011); a estrutura molecular, onde fatores como o
tamanho molecular, espécies presentes em meio aquoso, capacidade de estabelecer
pontes de hidrogénio, influenciam o seu comportamento ho meio ambiente e a eficicia
das diferentes formas de remocdo (Dragun, 1998); a constante de ionizacdo (pKa),
que determina quais as espécies idnicas (ou forma neutra) que estdo presentes no
ambiente. As espécies ionicas sdo mais soliveis em &agua do que a sua
correspondente forma neutra. Se o farmaco for muito ionizavel, ndo ocorrera
facilmente a particdo para um compartimento ambiental hidrofébico, nem tera
tendéncia a volatilizar-se (Cunningham, 2008). Finalmente, a polaridade do adsortivo,
gue ira afetar o seu comportamento no meio aquatico, dado que um composto apolar
ter4 maior tendéncia a ser adsorvido por uma matriz solida sobretudo se esta contiver
elevados teores de matéria organica. Por outro lado, os compostos polares sdo mais
soluveis em agua, e consequentemente serdo menos adsorvidos nas superficies que

contém matéria organica (Cunningham, 2008).

1.3.3. Caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos em estudo
Existe uma grande variedade de compostos farmacéuticos que durante as Ultimas

décadas tém sido detetados um pouco por todo o0 mundo em aguas superficiais, agua
subterraneas, aguas residuais tratadas, lamas de ETARs e até mesmo em aguas

destinadas ao consumo humano, como demonstra a tabela 1.4.

Dada a grande variedade de farmacos que tém sido detetados em amostras
ambientais, houve a necessidade de estabelecer critérios de selecao sobre os
farmacos a estudar, de forma a garantir que apesar do estudo apenas incidir sobre um
namero reduzido desses farmacos (dois) possa ser representativo e indicador do

comportamento de um grupo mais abrangente de moléculas.

Assim, os critérios tidos em atencdo na selecdo dos farmacos a estudar foram os

seguintes:
i) consumo anual em Portugal e noutros paises;
i) frequéncia de detecdo em amostras ambientais;
iii) comportamento nas ETARs convencionais;
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iv) biodegradabilidade;

V) classes farmacoterapéuticas e propriedades fisico-quimicas (caracteristicas
acido-base, log Kow, solubilidade em &gua);

vi) escassez de estudos sobre estes compostos.

Os farmacos selecionados de acordo com estes critérios para a realizacdo dos
ensaios foram o diclofenac, a furosemida, o sulfametoxazol e o trimetoprim. As
principais caracteristicas fisico-quimicas destes compostos estdo apresentadas na
tabela 1.5. No entanto, no ambito deste trabalho, apenas foi analisado o

comportamento de dois destes farmacos, nomeadamente o diclofenac e a furosemida.

Tabela 1.5 Caracteristicas fisico-quimicas dos quatro farmacos.

Solubilid
Nome

Estrutura ade

sistematico
(mg/L)

Acido 4-cloro-2-

( | )
2 A
/N 0

furilmetilamino)- \

i b b
Furosemida 5-sulfamoil- 0 330,752 4,252 73,1 2,03
benzdico O
Cl
2-[[2-(2,6-
NH
. diclorofenil)ami c OH
Diclofenac 296,147¢ 4,15¢ 2,374 4 54

noJfenilletandic
0

4 — amino — N-

(5- 00 MY
(V|
. S S
metilsoxazol —
Sulfametoxazol H 253,28¢ 5.6-5.7¢ 610f 0,89¢
3-il)

HN
benzenosulfona

mida
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I O
5-(3,4,5- o\f\/réa
trimetoxibenzil) |

NHz

Trimetoprim

irimidina-2.4 290,329 6,609 5009 0,919
pirimidina-2,4-

N
diamina HZN’J*N’

a) British Pharmacopoeia, 2010; b) Bolton et al., 2008; c) Altman et al., 2015; d) Fortunato, 2014; e) Pal et
al., 2010; f) Ziylan e Ince, 2011; g) Pérez et al,. 2005

A furosemida e o diclofenac sé@o acidos fracos com baixa solubilidade em agua. No
entanto, a furosemida apresenta um valor de log Kow favoravel a sua absorcdo pelas
raizes das plantas e a sua translocagdo para a parte aérea pois € um composto
moderadamente hidrofébico (geralmente assim considerado se log Ko for entre 0.5 e
3.5) e por isso suficientemente lipofilico para conseguir atravessar a camada
fosfolipidica das membranas celulares e suficientemente sollivel em agua para poder
ser transportado no interior das plantas (Pilon-Smits, 2005). O diclofenac € um
composto mais hidrofébico (log Kow > 3.5), considerando-se, em geral, que estes
compostos poderdo ser fortemente adsorvidos as paredes celulares e a camada
lipofilica da raiz, levando a uma consequente reducdo da sua entrada e translocagéo
no interior da planta. No entanto, alguns estudos indicam que o valor de log Kow pode
ndo ser o Unico fator determinante para propiciar a sua absorcdo pelas plantas pois
sao referidos exemplos de compostos que sdo capazes de atravessar as membranas
das plantas, apesar de terem valores de log Ko fora dos limites indicados, ou sejam
inferiores a 0.5, ou superiores a 3.5 (Renner, 2002). O potencial para um composto ser
removido por uma dada planta, pode depender de outros fatores, tais como, da sua
concentracao inicial, do tamanho da molécula, da anatomia e do sistema radicular da
planta, entre outros (Chaudhry et al., 2005).

O diclofenac apresenta um elevado consumo a nivel mundial, e também no nosso
pais, como foi referido no ponto 1.3.1. O mesmo é utilizado para reduzir a inflamacao e
aliviar a dor, funcionando como um analgésico em situacfes de artrite ou lesdes
agudas, sendo posteriormente eliminado sob a forma de glucuronideos e sulfatos
conjugados dos metabolitos. Destes, cerca de 65% da dose administrada é excretada
pela urina, e menos de 1% é excretado sob a forma inalterada (Ferreira e Ferreira,
2006).

A furosemida pertence a classe dos diuréticos tendo como funcao intensificar a

excrecdo da urina e sodio pelo organismo, sendo principalmente utilizada em
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situagbes de insuficiéncia cardiaca e renal, sindrome nefrética, edema, cirrose e
hipertenséo (Isidoi et al., 2006). A furosemida tem sido detetada em amostras
ambientais, sobretudo em &aguas residuais com concentragées na ordem dos pg L7,
sendo ainda referido que a percentagem de remoc¢do nas ETARSs ronda os 60% (Luo
et al., 2014).

De facto, ambos os farmacos selecionados para o presente estudo sao consumidos
em todo mundo bem como em Portugal, sendo frequentemente detetados em aguas
naturais (superficiais e subterrdneas), em efluentes de ETARs e mesmo em aguas
para consumo humano, o que indica que a sua remoc¢ao nas ETARs convencionais é
deficiente. Prova disso € um artigo publicado recentemente que faz referéncia a
detecao de diclofenac e de furosemida, entre janeiro de 2017 e novembro de 2018, em
quatro zonas da bacia do Guadiana. A tabela 1.6 engloba os valores encontrados
nessas zonas, sendo as zonas do Zebro e dos Alamos as mais contaminadas (Palma
et al., 2020).

Tabela 1.6 Detecdo de diclofenac e furosemida em 4 zonas da bacia do Guadiana.
Frequéncia de Detecéo (FD %), média (Méd ng L), maximo (Max ng L) (Palma et al.,
2020).

Amieira Alamos Lucefécit

FD Méd Méx FD Méd Max FD Méd Max FD Méd Max
Dic 82 23.73 72.45 100 808.33 4208 100  1152.57 4806 89 18.09 80.25

Fur 18 5.49 9.90 92  886.79 6894 100 288.87 10734 33 16.46 4391

1.3.4. Processos de remocéao dos farmacos nas ETARs
As ETARs convencionais, como j& foi referido anteriormente, sdo consideradas uma

das principais fontes de introducdo de farmacos no ambiente. Na tabela 1.7
apresentam-se as concentracoes tipicas de alguns dos farmacos mais frequentemente
detetados em estudo nas aguas residuais e nos efluentes tratados bem como as suas

percentagens de remocdo em algumas ETARs.
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Tabela 1.7 Detecdo de farmacos em &guas residuais e eficiéncia de remogédo em
ETARs (adaptado de Luo et al., 2014; Deblonde et al., 2011).

_ Influente Efluente Remocéao
Classes de farmacos Substéancia
(Mg/L) (Mg/L) (%)
Ibuprofeno 0,004-603 ND-55 72-100
Diclofenac 0,001-94,2 0,001-0,69 0-81,4
Anti-
: . . Acido
inflamatério/Analgésico 0,017-1,27 0,005-0,39 0-70,2
Mefenamico
Naproxeno 0,002-52,9 0,002-5,09 43,3-98,6
Tetraciclina 48 2,375 95,1
Eritromicina 0,14-10,0 0,02-2,84 0-82,5
Antibidtico
Sulfametoxazol 0,003-0,98 0,003-1,15 4-88,9
Trimetoprim 0,06-6,80 0,01-3,05 0-81,6
Metopropol 0,002-1,52 0,003-0,25 3-56,4
Beta-blogueadores
Atenolol 0,1-33,1 0,13-7,60 0-85,1
Acido clofibrico 0-0,74 ND-0,33 0-93,6
Reguladores Lipidos
Gemfibrozil 0,10-17,1  0,0025-5,24 0-92,3
Anti-epilépticos Carbamazepina  0,04-3,78 0,005-4,60 0-62,3
Estimulantes Cafeina 0,22-209 ND-43,50 49,9-99,6
Diuréticos Furosemida 0,413 0,166 59,8
Como se pode verificar na tabela 1.7, a eficiéncia de remogdo nas ETARs

convencionais de muitos farmacos, incluindo o diclofenac e a furosemida, €
frequentemente baixa e variavel, dependendo de fatores como a composi¢cdo das
aguas residuais, as condi¢Bes climatéricas, o tipo de tratamento utilizado e as
condi¢cdes de operacdo do processo de tratamento (pH, condi¢cdes redox, tempo de

retencédo hidraulico, idade das lamas).

De fato as ETARs convencionais sdo projetadas e otimizadas de forma a removerem
os denominados poluentes convencionais que Sse encontram presentes com

concentracdes relativamente elevadas, nomeadamente a matéria organica dissolvida
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que é facilmente biodegradavel, os solidos em suspenséo, os agentes patogénicos e
os nutrientes. Ndo se mostrando no geral eficientes no tratamento de poluentes
emergentes presentes em concentragcdes muito baixas e em muitos casos dificilmente

biodegradaveis, como é o caso dos farmacos.

No tratamento de aguas residuais em ETARs sdo utilizados diferentes processos
fisicos, quimicos e biolégicos, correspondentes as diversas etapas de tratamento do
efluente (Gongalves, 2017). As principais etapas de tratamento sdo o pré-tratamento, o
tratamento primario, o tratamento secundario e em alguns casos um tratamento

terciario como ilustrado na figura 1.2.

Pré-tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
Primario Secundario Terciario
Grades Clarificador Primdsio Feeator Binlogico Clarificador

Sk ans

| [ | | [ Tratamesio

Tangee de ,I Terciirio [ Eflucnte
e}

Afluente

remos&o de
porduras

-

Tratamento

de Lamas

Figura 1.2 Esquema de um sistema convencional de tratamento de aguas residuais

(adaptado Tchobanoglous et al., 2003; Dordio e Carvalho, 2015).

Durante o pré-tratamento, o objetivo principal € a remoc¢éo dos solidos de grandes
dimensdes. No tratamento primario sdo removidos os solidos em suspensdo, as
gorduras e alguma matéria organica dissolvida. Nestas duas etapas ocorre pouca
eliminacdo de micropoluentes orgéanicos e, também ndo sdo esperadas remocdes
significativas de farmacos. Nestas etapas existe uma baixa atividade microbiol6gica e
desta forma qualquer remoc¢éao de farmacos deve-se a sua adsorcdo as particulas dos
sélidos suspensos que sao removidas nos sedimentadores (Luo et al., 2014, Dordio e
Carvalho, 2015).

O tratamento secundario tem como objetivo principal a remocédo de matéria organica
facilmente biodegradavel, sendo normalmente um processo essencialmente bioldgico.
Contudo, este tipo de tratamento apresenta uma capacidade limitada na remocao de
muitos farmacos presentes nas aguas residuais, nomeadamente os mais dificeis de
biodegradar (Luo et al., 2014; Dordio e Carvalho, 2015).

As etapas referidas anteriormente n&o sdo suficientemente eficientes na remocéo de
farmacos das 4guas residuais, sendo necessario recorrer a tratamentos

complementares, designadamente os tratamentos avangados ou terciarios, como
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sejam a oxidagcdo quimica (ozonizagdo, oxidagdo catalitica), os processos de
membrana e a adsor¢cdo em carvao ativado (Gomes et al., 2017, Quesada et al., 2019,
Khanzada et al., 2020). Embora véarios destes processos sejam muito eficientes na
remocao de diversos farmacos ndo sdo em geral utilizados em larga escala por serem
relativamente caros e dificeis de implementar nas ETARs (Gomes et al., 2017; Zaied
et al., 2020). Por outro lado, alguns destes processos originam poluicdo secundaria
como por exemplo produtos de transformacao tdo ou mais toxicos do que os proprios
farmacos (Luo et al., 2014, Tiwari et al., 2017, Tran et al., 2018, Felis et al., 2020).

Torna-se assim necessario estudar processos complementares ou alternativos que
permitam uma elevada eficiéncia na remocdo de farmacos e que sejam
economicamente viaveis e que nao originem produtos téxicos. Alguns estudos tém
sido feitos nos ultimos anos, tendo-se demonstrado que os leitos construidos de
macrofitas (LCMs) apresentam uma elevada capacidade de remocdo de varios
compostos organicos, incluindo alguns farmacos (Dordio et al., 2010; Soares, 2012;
Dordio e Carvalho, 2013a; Avila et al., 2014; Verlicchi e Zambello, 2014; Vystavna et
al., 2017, Dordio e Carvalho, 2018; Li et al., 2020; Llyas e Hullebusch, 2020).

1.3.5. Leitos construidos de macroéfitas como possivel tecnologia de tratamento
de aguas contaminadas com farmacos

Héa bastante tempo que é reconhecida a capacidade das zonas humidas naturais para
depurar aguas poluidas as quais estejam expostas. Com a constru¢do de leitos de
macrofitas procura-se reproduzir e otimizar, em ambiente controlado, os principais
mecanismos de depuragdo de poluentes que ocorrem nas zonas humidas naturais,
podendo assim tirar beneficios das vantagens que estes ecossistemas apresentam,
como sejam, uma boa integracdo paisagistica e o reduzido consumo de energia e

reagentes quimicos (Cooper et al., 1996; Oliveira, 2009; Dordio e Carvalho, 2018).

Estes sistemas tém sido usados, principalmente, como processos alternativos ou
complementares, aos sistemas de tratamento de efluentes domésticos, de pequenos
aglomerados populacionais, tendo-se revelado muito eficientes na remogéo de
poluentes convencionais. Recentemente, estes sistemas foram testados com sucesso
no tratamento de diferentes efluentes industriais e agricolas. Em consequéncia deste
alargamento dos dominios de aplicacdo dos LCMs, surgiram estudos e aplicacdes
destes para a remocdo de uma variedade de poluentes de aguas, em particular
daqueles que sdo mais recalcitrantes, onde se incluem varios farmacos (Dordio et al.,
2009b: Oliveira, 2009; Dordio et al., 2010; Dordio e Carvalho, 2013a; Avila et al., 2014;
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Verlicchi e Zambello, 2014; Zhang et al., 2014; Li et al., 2016, Dordio e Carvalho, 2018;
Li et al., 2020; Llyas e Hullebusch, 2020).

Estes sistemas apresentam baixo custo de constru¢do, manutencdo e de méo-de-
obra, podendo ser usados como tratamento secundario ou terciario de efluentes.
Como principal desvantagem é referida a necessidade de uma grande area para a sua
instalagdo, em comparagdo com o0s sistemas tradicionais. Os sistemas necessitam
também de um periodo de adaptacdo entre a vegetacao e as populagdes microbianas
e apresentam alguma sazonalidade, na eficiéncia do tratamento, que é dependente
das épocas vegetativas e ndo vegetativas, e das condigbes meteorologicas (Cooper et
al., 1996; Kadlec e Wallace, 2009; Oliveira, 2009; Dordio e Carvalho, 2018).

Os LCMs podem ser classificados de acordo com o tipo de vegetacdo implementada

em: flutuantes, submersas ou emergentes, como apresentado nas figuras seguintes.

Figura 1.3 Sistema de macrofitas aquaticas flutuantes (adaptado de Dordio et al.,
2008).

Figura 1.4 Sistema de macréfitas aquaticas submersas (adaptado de Dordio et al.,
2008).

ctogp
e,

Figura 1.5 Sistema de macrdfitas aquaticas emergentes (adaptado de Dordio et al.,
2008).
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Os LCMs com plantas emergentes podem ainda ser classificados de acordo com o
regime de escoamento em dois grandes grupos (Kadlec e Wallace, 2009):

v' Escoamento superficial: o efluente percorre um leito preenchido com agua e
plantas aquaticas;

v' Escoamento sub-superficial: o efluente percorre um leito preenchido com um
meio poroso, normalmente gravilha, que se encontra plantado com plantas
macrofitas. Os leitos de fluxo sub-superficial podem ainda ser diferenciados de
acordo com a direcdo do escoamento em fluxo horizontal, fluxo vertical, ou

hibridos, se estiver presente uma combinacdo de ambos (Vymazal, 2003).

Na figura 1.6 encontram-se as diferentes subdivisées dos LCMs:

Leitos Construidos de Macréfitas

v ¥ v
Submersas Flutuantes Emergentes
¥ T ¥
Fluxo Fluxo
superficial sub-superficial
‘ ‘ ,
Fluxo Fluxo Sistemas
horizontal vertical hibridos

Figura 1.6 Diferentes subdivisbes dos LCMs (adaptado de Dordio et al., 2008).

1.3.5.1. Principais processos de remocao dos farmacos em LCM com
escoamento sub-superficial

A remocgdo de compostos organicos xenobidticos em LCMs envolve varios processos
inter-dependentes. Os processos de remocdo de poluentes nos LCMs podem ainda
ser distinguidos em bidticos, quando sdo levados a cabo por organismos vivos, tais
como plantas e microrganismos, ou abioticos, quando decorrem de processos fisicos
ou quimicos. Muitos destes processos sdo essencialmente 0S mesmos que ocorrem
em zonas humidas naturais e que sdo responsaveis pelo destino dos farmacos

presentes no ambiente. Os LCMs diferem dos sistemas naturais, visto que o0s
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primeiros podem ser otimizados de forma a remover um conjunto especifico de

poluentes.

Os processos abidticos e bidticos que tém um papel relevante na remocdo de
poluentes organicos xenobidticos, estdo apresentados na figura 1.7:

Processos de depuracao/remocao de farmacos em LCMs

|
v v

Abidticos Bioticos
. S |
Fisicos Quimicos Y
Biodegradacéo

l l aerdbica/anaerobica
Adsorcéo Hidrolise Rizodegradac#o
Filtracao Fotodegradacéo Fitodegradac&o/
Volatilizagdo Adsorcio Fitotransformac&o

Oxidacao/Reducao Fitovolatizacao

Precipitaciio Fitoestabelizac&o

Figura 1.7 Principais processos de depuracdo/reducao de farmacos em LCM.

De uma maneira geral, pode-se referir que, nos LCMs os farmacos podem ser
removidos do efluente por retengéo na matriz de suporte do LCMs, na biomassa, por
biodegradacao, rizodegradacéo, absorgcéo pelas plantas e possivel metabolizagéo ou
transformacdo quimica, ou ainda através de perdas para a atmosfera (Dordio e
Carvalho, 2013a; Dordio e Carvalho, 2018).

A extensdo com que cada processo contribuira para a remocéao global dos farmacos,
de uma agua residual, dependera dos mesmos fatores que influenciam os processos
que ocorrem no ambiente. Entre estes fatores salientam-se a estrutura molecular,
polaridade, constante de ionizacdo, solubilidade em agua, hidrofobicidade, afinidade
para sorcao, volatilidade e persisténcia do farmaco e as condi¢bes ambientais, tais
como a temperatura, a precipitacdo e a luz solar. Alguns fatores adicionais sdo
especificos dos LCMs, nomeadamente as caracteristicas da agua residual (pH,
presenca de matéria organica, condicbes redox), o desenho do LCM (material da

matriz de suporte, biota, layout do sistema, tipo de escoamento, velocidade de
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escoamento) e os parametros de operacdo (tempo de retengdo hidraulica e niveis de

oxigénio dissolvido) (Dordio e Carvalho, 2013a; Dordio e Carvalho, 2018).

O conhecimento da forma como estes processos de remoc¢do de farmacos se
influenciam mutuamente é extremamente (til na identificacdo das vantagens, das
limitacdes e das potenciais aplica¢cdes dos LCMs. Além disso, o desenho do sistema,
gue inclui a selecdo dos seus componentes (espécies de plantas, materiais usados
como matriz de suporte, e também a possibilidade de inoculagdo do meio com
diferentes estirpes de microrganismos) sera melhor orientada e sucedida se forem

conhecidos os varios papéis e inter-dependéncias de cada componente do LCM.

1.3.5.2. Papel dos componentes dos LCM na remocao dos farmacos
Os componentes fundamentais dos LCM séo a vegetacdo (macrdfitas), a matriz de

suporte e 0s microrganismos. A agcdo concertada destes 3 componentes, com base
nos processos de remocao descritos anteriormente, é responsavel pela remoc¢ao dos
poluentes no sistema (Dordio e Carvalho, 2013a, Dordio e Carvalho, 2018). Na figura
1.8 estdo esquematizadas as inter-relacbes existentes entre a matriz de suporte, a

vegetagao e 0s microrganismos.

- Fitodegradagéo
- Degradacéo
- Risodegradacgao

Plantas

Rizoestimulagao

Melhoria das

propriedades
hidraulicas
Matriz de \ Populaciao
suporte Suporte para o / microbiana
desenvolvimento
= Troca idnica - Adsorgao
- Sorcéo - Degradagéo

- Filtragédo

Figura 1.8 Interacdo dos componentes de um LCM (adaptado de Dordio e Carvalho,
2013a).
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Em muitos dos estudos em que € avaliada a eficiéncia dos LCMs na remocao dos
farmacos, os mesmos sao tratados como uma “caixa negra”, sendo apenas avaliada a
eficiéncia global do sistema. S&o ainda relativamente poucos os estudos sobre a
contribuicdo de cada uma das componentes para 0s processos globais de remocéo
dos farmacos. A eficiéncia dos LCMs na remocdo de poluentes pode ser
significativamente melhorada através de uma sele¢cdo dos componentes de forma a
maximizar o papel desempenhado por cada um deles (Dordio e Carvalho, 2013a,
Dordio e Carvalho, 2018). Torna-se imperativo proceder a uma caracterizacdo
detalhada dos papéis de cada componente do LCM, na eficiéncia global de remocéo
dos farmacos, em funcdo da substancia envolvida, de forma a alcancar uma

otimizacdo do desenho do sistema.

1.3.5.2.1. Papel da matriz de suporte na remocao dos farmacos
A matriz de suporte utilizada nos LCMs influéncia a forma como os processos fisicos,

guimicos e biolégicos ocorrem durante a depuragao do efluente no sistema. A mesma
contribui de forma direta, através dos processos de adsor¢do, e de forma indireta, para
a depuracgédo dos poluentes, através do provisionamento de um substrato solido para o
crescimento das plantas e para o desenvolvimento da populagdo microbiana

(Sundaravadivel e Vigneswaran, 2001, Dordio e Carvalho, 2013a).

De forma a maximizar a influéncia positiva da matriz de suporte no desempenho dos
LCMs, a escolha dos materiais para a sua construcdo deve ser criteriosa. Os
componentes da matriz irdo influenciar a respetiva capacidade de troca i6nica, a area
superficial especifica disponivel, a condutividade hidraulica, o poder tampéao do pH, a
capacidade de adsorgcdo, a permeabilidade ou a capacidade de drenagem e, na
generalidade, a eficiéncia do sistema (Dordio e Carvalho, 2013a, Dordio e Carvalho,
2018).

Estudos anteriores demonstraram que, alguns materiais, como os agregados de argila
expandida (Light Expanded Clay Aggregates — LECA) e a vermiculite, tém a
capacidade de adsorver alguns farmacos dissolvidos em aguas contaminadas. Estes
materiais tém sido muito utilizados, pois apresentam uma elevada porosidade e
condutividade hidraulica bem como um baixo custo de aquisicdo (Dordio et al., 2009,
Dordio et al., 2009b; Dordio et al., 2010; Dordio et al., 2017; Machado et al., 2017,
Thiebault, T., 2020).

Devido as caracteristicas destes dois materiais argilosos, a sua mistura possibilita um
bom desenvolvimento das plantas e um contacto efetivo com o0s poluentes,

apresentando-se como uma boa opg¢ao, para a constituicdo da matriz de suporte, em
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LCMs, a utilizar no decorrer deste trabalho. A possibilidade de alterar a composicéo da
matriz de suporte, através da incorporacdo de pequenas quantidades de carvao
ativado, que € um material adsorvente com elevadas capacidades de adsor¢ao, face a
varios poluentes orgéanicos (Cansado et al., 2018; Cansado et al., 2019), ser4 também
alvo de estudo.

1.3.5.2.2. Papel da vegetacao e da populagcdo microbiana na remocao dos
farmacos

Os LCMs sé@o considerados sistemas essencialmente biolégicos, e os componentes
bidticos (vegetacdo e populagdo microbiana) tém um papel fundamental nos
processos de remoc¢do de muitos poluentes. Os microorganismos tém uma funcao
fulcral na transformacdo e mineralizacdo de nutrientes e poluentes organicos,
sobretudo na remocado de xenobidticos organicos (Dordio e Carvalho, 2013a; Dordio e
Carvalho, 2018). A biodegradacao pode ocorrer em condigBes aerdbias e anaerdébias,
além disso, a degradacdo xenobiotica, realizada pelos microorganismos, é também
influenciada pelo meio de suporte onde as populagdes microbianas crescem, pela
temperatura, pH, presenca de substancias téxicas e nutrientes disponiveis. A
eficiéncia, que é avaliada pela taxa de degradagé@o xenobidtica e pelo crescimento
microbiano, é altamente variavel, sendo influenciada pelo tipo de compostos orgéanicos
bem como pela respetiva estrutura quimica xenobiética. Os compostos com estrutura
simples, alta solubilidade em agua e baixa adsor¢céo, apresentam maior semelhanca
com as substancias existentes no meio ambiente, e que sdo usadas como fonte de
energia pelos microorganismos, deverdao ser mais facilmente degradados (Dordio e
Carvalho, 2013a).

Quanto as plantas utilizadas nos LCMs sdo denominadas de macrdfitas, tendo a
especificidade de estarem adaptadas a vida em meio aquatico, possuindo sistemas
internos de ventilacdo para oxigenar os seus tecidos submersos. As plantas sdo uma
parte essencial dos LCMs, pois contribuem de forma direta para a
remocado/degradacao de diversos tipos de poluentes através de processos como a
absorcdo, adsorcdo, metabolizacdo, acumulacdo, volatilizacdo e exsudacdo de
enzimas, que ajudam na degradacdo de poluentes na rizosfera (Dietz e Schnoor,
2001; Dordio e Carvalho, 2018). De forma indireta as macroéfitas contribuem para a
estimulacdo e desenvolvimento da populacdo microbiana na rizosfera, contribuem
ainda para um bom enquadramento paisagistico (Kadlec e Wallace, 2009; Dordio e
Carvalho, 2018).
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Foram identificadas varias espécies de macrofitas que podem ser utilizadas nos LCMs,
como por exemplo o Phragmites australis (cani¢o), o Scirpus spp. (bunho) ou a Typha
spp.. A Typha spp. € uma das plantas mais utilizadas em LCMs usados para o
tratamento de efluentes contaminados com xenobidticos orgéanicos, incluindo os
farmacos, estando a sua eficiéncia ja& comprovada (Dordio e Carvalho, 2018). De
salientar que, a Typha spp. apresenta um crescimento rapido e é pouco vulneravel a

variacdes no seu habitat.

A Typha é uma planta herbacea aquatica ou palustre, com uma altura média que varia
entre 1,5 e 3 metros, um diametro entre 0,9 e 2 cm, no centro, e de 0,3 a 0,6 cm perto
das folhas. Cada rebento pode conter entre 12 a 16 folhas e os rizomas sdo robustos
com cerca de 0,6 a 3,2 cm de diametro, indo até aos 70 cm de comprimento. Esta
espécie tem tendéncia a desenvolver-se em solos com grandes quantidades de
matéria orgénica, podendo igualmente crescer em solos minerais e de textura fina,
acidos ou alcalinos, (cujo pH pode variar entre 4 e 10) e que tenham matéria organica
nas camadas superficiais. Estas plantas podem ser semeadas ou transplantadas na
forma de rebentos, sendo o verdo a altura ideal para se realizarem estas operacoes.
As mesmas tém uma propagacao muito rapida, podendo mesmo tornar-se espécies

invasoras (Mavioso, 2010).

Em Portugal, e em particular no Alentejo, a Typha domingensis € a espécie que
predomina, como indicado na figura 1.9, sendo uma das razfes para a sua selecao

para a realizacao deste estudo.

Figura 1.9 Distribuicdo da Typha domingensis em Portugal (Carapeto et al., 2020).
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1.3.5.3. Carvao Ativado
De forma a aumentar a eficiéncia do tratamento nos LCMs, ou para aplicacdo em

situacBes de emergéncia em que se pretenda uma remocao rapida de poluentes
presentes nos efluentes liquidos, o carvdo ativado (CA) pode ser utilizado de forma
eficiente, sendo normalmente utilizado nos processos descontinuos, na forma de pé
(tamanho de particula <0.177 mm) ou em continuo e também para adsorcao de gases,

na forma granular (tamanho de particula> 0,177 mm) (Lopes, 2016).

Os carvbes ativados sdo materiais altamente porosos que apresentam uma forma
essencialmente amorfa e ndo grafitica, tendo sofrido durante a sua producdo um
processo de ativacdo, permitindo deste modo aumentar a respetiva porosidade
interna. Os mesmos apresentam um volume poroso e area superficial, que podem ser
superiores a 1.0 cm®(g e a 1000 m?/g respetivamente, sendo que esta Ultima pode
atingir os 3200 m?g (Cansado et al, 2018). O CA é um material composto
maioritariamente por atomos de carbono, ao qual acrescem inumeros heteroatomos,
tais como: os hal6genos, o oxigénio, o nitrogénio, o hidrogénio e o enxofre, que
contribuem para a formacdo dos diferentes grupos funcionais presentes na sua

superficie (Cansado et al., 2018).

Os carvdes ativados podem apresentar-se sobre diferentes formas e tamanhos, tais
como po, granulados, fibras, tecidos entre outros. Os mesmos podem ser utilizados
em diversas fileiras industriais, com diferentes funcdes, tais como peneiros
moleculares, adsorventes, catalisadores ou suporte de catalisadores, entre outras,
sendo aplicados, por exemplo, na purificacdo de gases, de produtos quimicos,
farmacéuticos e industriais, e no tratamento de aguas residuais ou para consumo
humano. As diferentes aplicagdes, e em particular a capacidade de adsor¢éo de varios
poluentes, depende da existéncia de poros no seu interior, que sdo classificados
consoante o seu tamanho médio em microporos (dimensdo < 2nm), mesoporos (2 nm
< dimensdo < 50 nm) e macroporos (dimensdo > 50 nm) (Cansado, 2003; Lopes,
2016).

A remocédo de poluentes dos efluentes liquidos por CA baseia-se em processos de
adsorcdo, podendo a mesma ocorrer na forma quimica (quimissorcao) ou fisica
(fisiossorcdo). No primeiro caso, ocorre uma interagdo mais forte devido a afinidade
guimica entre o adsorvente e o adsorvato, onde se estabelecem ligacdes quimicas
entre os dois. No caso da adsorcao fisica ocorre uma interacao relativamente fraca
entre o adsorvente e o adsorvato, envolvendo forcas de acdo intermoleculares fracas,

principalmente do tipo de Van der Waals (Cansado et al., 2010; Castellan, 2011).

Os fendmenos de adsorcdo em carvao ativado sdo de natureza predominantemente
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fisica. Quando o CA é colocado em contato com o soluto, que se encontra numa
solucdo, ha um decréscimo da concentracdo do soluto na fase liquida, como
consequéncia do aumento da sua concentracdo na superficie do carvéo ativado, até

gue o equilibrio seja atingido, ou seja, até que a superficie do CA fique saturada.

Apesar da superficie disponivel e do processo de adsor¢cdo estarem intimamente
interligados, outros fatores s&o também determinantes, tais como: a quimica
superficial, o volume poroso e o tamanho e a distribuicdo de tamanho de poros. Sdo
estes fatores que permitem controlar o acesso das moléculas de adsortivo a superficie

interna do carvao ativado (Cansado et al., 2010; Castellan, 2011).

Para além das caracteristicas do adsorvente, também as caracteristicas do adsortivo e
do meio onde 0 mesmo se encontra, como o tamanho do adsortivo e a polaridade, a
solubilidade em &gua, o pKa e o pH da solugéo, a viscosidade, a temperatura e ainda
0 tempo de contato entre os adsorvente e adsortivo podem afetar a eficiéncia da

adsorcao de modo significativo (Cansado et al., 2010; Castellan, 2011).

Na figura 1.10 estd ilustrado, de uma forma geral, como decorre a adsor¢do de um

poluente na superficie e no interior dos poros dos CA.

Gases e Produtos
quimicos

Carviao Ativado

Poros

" det WD HFW
0x ETD 10.2 mm|1.49 mm

Figura 1.10 Adsorcéo por carvao ativado (Parcialmente adaptado de NaturalTec, 2010)

Teoricamente, qualquer matéria-prima carbonacea pode ser utilizada como precursor
para a producdo de um CA. A sua producdo pode ser conseguida com base em dois
processos diferentes, ou sejam a ativacao fisica e a ativacao quimica. (Lopes, 2014).
A ativacdo fisica é realizada em duas etapas consecutivas, uma primeira etapa
designada por carbonizacao e a ativacao propriamente dita, que ocorre normalmente a

temperaturas elevadas, como descrito seguidamente:
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»A carbonizacdo é uma etapa durante a qual o precursor € submetido a elevadas
temperaturas e durante esta etapa, a 4gua e os compostos organicos mais volateis
sdo removidos, restando no final um material composto essencialmente por
atomos de carbono e que possui uma estrutura com alguns poros, mas que estao
ainda pouco abertos. Esta etapa ocorre antes da ativacdo fisica e € realizada
sobre um fluxo de gas inerte, para minimizar os fenébmenos de oxidacdo, sendo
normalmente utilizado para esse fim o nitrogénio (Lopes, 2014) pois a presenca de
oxigénio conduz a uma oxidacdo completa da matéria-prima, ficando no final

apenas cinzas.

»A ativacdo fisica permite a formacado de novos poros ou a abertura de alguns
poros que foram formados durante o processo de carbonizagdo, levando ao
aparecimento de uma estrutura mais aberta onde 0s poros ja estdo bem
desenvolvidos. A ativagdo tem lugar apos a carbonizagdo, onde o gas inerte, ou
seja, 0 nitrogénio € substituido por outros gases, designados de agentes ativantes,
tais como o ar, o vapor de agua ou gas carbonico, 0s quais atravessam o material,
gue se encontra normalmente a temperaturas elevadas (entre os 800 a 1000°C)
(Lopes, 2014). Durante esta etapa ocorrem reacdes entre os agentes ativantes e o
material carbonaceo levando a formacao de gases, como o mondéxido de carbono

e ao desenvolvimento de uma estrutura porosa aberta (Cansado, 2003).

»A ativacdo quimica é conseguida com recurso a agentes quimicos ativantes. Os
agentes quimicos mais utilizados sdo o acido fosférico, o cloreto de zinco, os
hidréxidos de sodio ou de potassio e o carbonato de potassio, entre outros
(Cansado, 2019). Neste caso, o material carbonaceo, que é utilizado como
matéria-prima ou precursor, é colocado em contato com o0 agente quimico ativante
antes de ser introduzido no forno e submetido a um processo de aquecimento,
durante o qual alguns pardmetros sdo controlados. A ativagdo quimica € feita a
temperaturas normalmente inferiores as utilizadas durante a ativacéo fisica. A
libertacdo de gases que s&o produzidos durante o processo de ativagdo quimica

ajudam ao desenvolvimento da porosidade.

»Ap0s a ativacao quimica, o material restante € retirado do forno e o agente ativante
gue nao reagiu durante o processo é removido do contato com o CA, com recurso
a varias lavagens sucessivas, com agua destilada (Cansado, 2019). No final de

gualquer um dos processos de producdo, os carvbes ativados podem ser

Pagina |30



Papel da matriz composta por materiais argilosos e carvao ativado na remogéo de farmacos em LCM

submetidos a uma etapa de peneiramento e moagem, O que proporciona a

classificagdo granulométrica (Lopes, 2014).

Embora o carvao ativado seja um dos adsorventes mais utilizados na adsor¢cdo de
moléculas presentes em fase liquida ou gasosa, 0 mesmo ainda apresenta um custo
de producéo relativamente elevado, pelo que deve ser sempre feita uma ponderacéo e
avaliacdo entre o custo/beneficio da sua utilizacao.

Na realidade, os CA sdo frequentemente referidos como tendo excelentes
propriedades de adsorcdo, que advém da sua enorme area superficial interna e ao seu
volume de poros bem desenvolvido. Entre as varias aplicacdes destaca-se a remocao
de impurezas dissolvidas em solugéo e a capacidade de armazenar seletivamente
gases, liquidos ou impurezas no interior dos seus poros, apresentando portanto um
excelente poder de clarificagdo, desodorizacdo e purificacdo de liquidos ou gases
(Belo, 2017; Gonzélez-Garcia, 2018), sendo por estas razbes um bom material para
adicionar e otimizar o desempenho de uma matriz de suporte de LCM, composta

originalmente por LECA e vermiculite.

1.3.6. Métodos analiticos de quantificacao de farmacos
Como ja foi referido em pontos anteriores, reconhece-se a existéncia de varios

farmacos no meio ambiente, sendo que esse conhecimento so6 foi possivel gracas aos
métodos analiticos que permitem a sua extracdo, identificacdo e quantificacdo em

diversas matrizes bioldgicas e ambientais (Huerta et al., 2012).

Devido a instrumentalizacdo, a precisdo e a sensibilidade dos métodos analiticos, é
possivel detetar, quantificar e identificar quantidades vestigiais (na gama dos pg/L e
ng/L) de residuos de produtos farmacéuticos presentes em diversas matrizes (Fent et
al., 2006).

Existem assim varias técnicas que podem ser utilizadas, como por exemplo a
espectrometria de absorcdo atdmica, espectrofotometria de absorcdo molecular
(UVIVis), a electroforese capilar, espectrofluorimetria e alguns métodos voltamétricos.
Refira-se também a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS ou LC-MS/MS) (mais aplicada na analise de
compostos polares, nao volateis e termicamente instaveis) e a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS ou GC-MS/MS) (mais indicada para
identificacdo de compostos volateis e termicamente estaveis) sdo atualmente as
técnicas mais utilizadas para a quantificacdo de farmacos em amostras ambientais
(Baker e Kasprzyk-Hordern, 2011).
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Para a realizagéo deste trabalho o método escolhido para a quantificacdo de farmacos
foi o HPLC/UV-Vis. Esta técnica apresenta como vantagens: a sua elevada
sensibilidade, conseguindo mesmo com reduzidas quantidades de amostra separar as
substancias quimicas ai presentes; versatilidade, pode ser utlizada para a
identificagdo/quantificacdo de compostos organicos ou inorganicos e os analitos
podem ser i6nicos ou covalentes; rapidez de analise, € uma técnica que possibilita a
separacdo dos compostos em poucos minutos; alta resolucéo, possibilita a detecéo de
mais de duzentas substancias diferentes, contudo é necessario proceder a uma etapa
de otimizacdo de alguns parametros para que se consiga obter melhores resoluces
para as substancias pretendidas; automatizacdo, permite a programacdo do
equipamento para realizar a inje¢cdo de amostras de forma automatica, bem como a
impressdo dos cromatogramas obtidos com os tempos de retencéo e areas de cada
composto analisado, oferece também uma boa precisdo e exatiddo nos resultados
(Costa, 2019).

Como desvantagens, este método apresenta: o custo relativamente elevado, tanto o
equipamento como 0s consumiveis tém um preco elevado; conhecimentos técnicos
especializados, para a utilizagdo do equipamento de HPLC/UV-Vis é necessario que o
operador tenha conhecimentos tedricos e acompanhe a realizacdo prévia de alguns
trabalhos, antes de se tornar autbnomo, isto porque, o0 equipamento requer a
otimizagcdo de alguns parédmetros especificos consoante as amostras a analisar e é
uma técnica pouco amiga do ambiente (as fases molveis incluem, geralmente,

solventes organicos) (Costa, 2019).

Para a realizacao da andlise das amostras em HPLC/UV-Vis é necessério proceder a
preparacdo das mesmas, sendo possivel utilizar varias técnicas que tém como
finalidade aumentar a sua concentracdo, tornar o método mais robusto e reprodutivel,
através da eliminagdo de potenciais interferéncias. Pode ainda ser necessario
converter o0 analito através do ajuste de pH do meio numa forma mais adequada a sua
guantificacdo (Rodrigues, 2013). Quando necesséria, a limpeza das amostras pode

ainda ser feita com recurso a extracao em fase sélida (SPE) (Comerton et al., 2009).
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Il Metodologia Experimental
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2. Metodologia experimental

2.1. Reagentes e material

Para a realizagdo dos varios ensaios experimentais, ao longo deste trabalho, foram
utilizadas solugbes aquosas preparadas a partir de quatro compostos farmacéuticos
puros, ou seja, o diclofenac com pureza = 99,0%, a furosemida com pureza = 97,0%, o
trimetoprim com pureza = 98,0% e o sulfametoxazol com pureza <100,0%, todos da
Sigma Aldrich. Na tabela 2.1 apresentam-se as principais caracteristicas e 0s
fornecedores dos varios reagentes utilizados.

Tabela 2.1 Principais caracteristicas das substancias quimicas utilizadas.

" . . Grau de
Substancia Formula Riscos e Massa molar .
pureza Fabricante

mi mi -1
quimica quimica seguranca (g mol™) (%)

Acetonitrilo C2H3N Toéxico; inflamavel 41,05 Merck
Acido fosférico H3PO4 Corrosivo 98,00 85,0 JMGS

Agua para Fischer
i f Sigma
Diclofenac C14H11CL2NO2 Nocivo 296,147 299 i
Aldrich
Furosemida [P Me ek Nocivo 330,75 >97 Sigma
Aldrich

Toxico
CHsOH 32,04 99,8 VWR
Inflamavel

Sulfametoxazol C10H11N303S Nocivo irritante 253,28 <100 Z‘g&%
Trimetoprim C14H18N4O3 Nocivo irritante 290,14 > 08 Sigma
’ = Aldrich

Numa primeira fase, para a composicdo da matriz de suporte a utlizar nos

microcosmos de LCMs foram selecionados dois materiais argilosos, a vermiculite
esfoliada (Aguiar & Mello Lda, Portugal) com granulometria 3 e os agregados de argila
expandida (LECA) com granulometria 2/4 (MaxitGroup, Portugal).

Visualmente, os dois materiais argilosos apresentam aspetos diferentes e nas figuras
2.1 e 2.2 estdo ilustradas a LECA e a vermiculite esfoliada utilizadas nos
microscosmos do LCMs.
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Figura 2.2 Imagens ilustrativas da vermiculite esfoliada.

De forma a remover as particulas finas e os so6lidos em suspensdo que 0s materiais
apresentavam, devido ao desgaste mecanico, antes da respetiva utlizacdo, os
mesmos foram lavados sucessivamente com agua ultra-pura (Fisher Chemical), sendo
posteriormente secos numa estufa a uma temperatura de 105°C, durante 24 horas.
Esta etapa também contribui para a reducdo da populagdo microbiana presente no

material.

A LECA e a vermiculite foram posteriormente misturadas uniformemente, na razdo de
1:1 (viv). A mistura destes dois materiais foi utilizada como matriz de suporte dos
microcosmos de LCMs. Na tabela 2.2 sdo apresentados alguns dos parametros de
caracterizacdo fisica e quimica da vermiculite 3 e da LECA 2/4, que foram
determinados em laboratério por outros elementos do grupo de investigacéo onde este

trabalho se insere.
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Tabela 2.2 Caracteristicas da vermiculite e da LECA utilizadas (Dordio et al., 2017).

Material Vermiculite LECA

Granulometria (mm) 3 (0.8-5) 2/4 (2-6.3)
Porosidade (%) 66 +£1 49+ 1
Densidade aparente (Kg m) 882 394 +10
pH (H20) 7,44 + 0,06 9,04 £ 0,08

Com o intuito de aumentar a capacidade de remocdo dos farmacos pela matriz de
suporte, utilizada nos microcosmos, foram realizados estudos de adsor¢éo conjunta,
numa matriz composta pela LECA e pela vermiculite, mas a qual foram adicionadas
pequenas quantidades de dois carvbes ativados. Um dos carvbes ativados
encontrava-se sobre a forma de um p6 fino, designado por Panreac (Panreac, Panreac
Applichem) e o outro sobre a forma de um granulado mesh 12-40 (0,6-0,7 mm),
designado por GAC-1240 X (Norit, Cabot Corporation). Algumas das principais
caracteristicas texturais e quimicas destes dois CA foram determinadas em
laboratério, por outros elementos do grupo de investigacdo onde este trabalho se
insere, e sdo apresentadas na tabela 2.3.

Tabela 2.3 Principais caracteristicas texturais e quimicas dos CA utilizados.

Ager/ Vo.95/ Vol Lo/

Carvao ativado
m2g1 cm3g? cmig? nm

pHpcz

GAC-1240X 975

PANREAC-AC 941

Nas figuras 2.3 e 2.4 estdo apresentadas duas imagens referentes aos CA utilizados
no decorrer deste trabalho, a esquerda podemos ver uma imagem do CA sobre a
forma de um po6 fino (Panreac) e a direita um CA sobre a forma de granulado (Norit).
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Figura 2.3 CA em forma de po fino Figura 2.4 CA em forma de granulado

2.2. Metodologia analitica

A técnica analitica utilizada para a quantificacdo do diclofenac e da furosemida em
solucdo aquosa foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecdo por
UV-Vis, utilizando um equipamento Agilent 1100 system (Agilent technologies,
Alemanha) equipado com detetor UV, com um injetor manual Rheodyne 7725i, sendo

controlado através do software HP Chemstation.

Optou-se por esta técnica analitica porque as solugfes utilizadas no decorrer deste
trabalho, continham uma mistura de quatro farmacos (trimetoprim, furosemida,
sulfametoxazol e diclofenac) pelo que era necessario recorrer a uma técnica que
permitisse uma completa separacdo e quantificagdo seletiva de cada farmaco. Esta
técnica € muito seletiva, sensivel e oferece uma boa precisdo e exatiddo nos
resultados, contudo acaba por ser um método relativamente moroso, dispendioso
(devido a pureza elevada dos reagentes utilizados) e pouco amigo do ambiente (as
fases moveis incluem, geralmente, solventes orgéanicos). Entretanto, antes de se poder
aplicar esta técnica analitica para a quantificacdo destes farmacos foi necessario

proceder a otimizacao e validacdo do método.
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2.2.1. Otimizac¢éao das condicdes de quantificacao dos farmacos por HPLC-UV-
Vis

Para a obtencdo dos melhores resultados na quantificacdo dos compostos em estudo
foram identificados os valores de comprimento de onda (c.d.o.) onde as absorvancias
referentes a furosemida e ao diclofenac apresentam um valor maximo. Foi preparada
uma solucéo de stock de 10 mg L por pesagem de 0,1 g de cada um dos farmacos,
tendo sido dissolvidos com 1% de metanol, sendo transferidos para um baldo
volumétrico de 1000 mL, sendo este aferido com &gua desionizada. Para que as
solugbes ndo sofressem fotodegradacdo, em particular a furosemida, as mesmas

foram armazenadas no escuro.

Numa primeira fase, o espectrofotometro de absorcdo molecular foi utilizado para a
obtencdo do tracado dos diferentes espectros e permitiu verificar que a furosemida
apresenta dois c.d.o. de absorvancia maxima, um por volta de 229 nm e outro a 278
nm e o diclofenac apresenta um c.d.o. de absorvancia méaxima por volta de 275 nm. O
respetivo espectro estd apresentado em anexo. Estes valores foram também
confirmados na literatura, chegando-se a valores de 229 e 276 nm para a furosemida
(Patel e Solanki, 2012) e no caso do diclofenac a valores entre 275 e 276 (Lopes,
2016).

Como o trabalho foi realizado em conjunto com outros colegas de mestrado, que
estudaram outros compostos, o varrimento de absorvancia que foi efetuado na zona
do ultravioleta entre os c.d.o. de 190 a 300 nm (Anexo |) permitiu a identificacdo dos
c.d.o de absorvancia maxima para cada um dos quatro farmacos. Os varios espetros
foram obtidos a partir de uma solugdo com uma concentracdo de 10 mg L. No
entanto, a concentracdo que se delineou testar nos ensaios de remogéo dos farmacos,

nos diferentes LCMs foi de 2,5 mg L.

2.2.1.1. Condic¢bes de quantificacdo dos farmacos no HPLC-UV-Vis
Para o doseamento dos quatro farmacos presentes na solugdo aquosa, entre 0s quais

a furosemida e o diclofenac, foi utilizado um equipamento de HPLC-UV-Vis com uma
coluna analitica de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies,
Alemanha) com dimensdes de 250 mm x 4,6 mm e com um tamanho das particulas de
5.0 um. A fase movel era um sistema binério de solventes, composto por: A —
acetonitrilo, B — 4gua acidificada com 0,1% (v/v) de &cido fosforico (HsPO.), cuja

composicao foi otimizada no decorrer do trabalho.

A eluicdo ocorreu isocraticamente e de forma a obter uma separacdo efetiva dos

quatro farmacos e reduzir o respetivo tempo de retencéo, foram testadas diversas
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composi¢des entre acetonitrilo e agua acidificada. Destes testes concluiu-se que a
composi¢do da fase movel que permitia obter a separacdo dos quatro farmacos no
menor periodo de tempo foi a constituida por 55% de acetonitrilo e 45% de agua
acidificada.

O perfil cromatografico foi obtido com dete¢cdo UV-Vis ao c.d.o. de 270 nm, que
embora ndo corresponda ao maximo de absorvancia dos compostos estudados,

permitiu a quantificacao simultdnea dos quatro farmacos presentes em solucdo (Anexo
).

As analises foram realizadas a temperatura ambiente, sendo o volume de amostra
injetada de 20 pL e o caudal da fase moével de 1 mL min'. Tendo-se procedido
previamente a uma filtragdo de todas as amostras, com recurso a um filtro de 0.45 pm
de membrana de nylon (Filtres Fioroni, Franca) e realizaram-se trés replicas das

injecBes de cada amostra.

Em estudos anteriores, realizados por alguns colegas, tinha sido verificado que alguns
farmacos (como € o caso da furosemida) ficam parcialmente retidos no filtro de
membrana de nylon (Machado et al., 2020). De forma a maximizar a percentagem de
recuperacdo de todos os farmacos, antes de se proceder a filtracdo das varias

amostras foi necessario otimizar o volume de solugéo a filtrar.

Para otimizar o volume de solucéo a filtrar, procedeu-se a filtracdo, com recurso a
seringas de plastico de 10 mL (Ecoject, Portugal), de solu¢cdes com concentracdo de 2
mg L dos compostos em estudo, com recurso a filtros de membrana de nylon 0.45
um (@ = 25 mm) (Filtres Fioroni, Franga). Foram testados os volumes de 5, 10, 15, 20,
30, 40, 50 e 60 mL. Em todos os ensaios, o ultimo mililitro da filtracdo foi recolhido
para ser submetido a uma posterior quantificacdo dos farmacos. Os ensaios de
filtracdo das diferentes solugbes foram feitos em triplicado. Para cada concentragédo
testaram-se varios volumes até se obterem percentagens de recuperagdo da

furosemida e do diclofenac de aproximadamente 100%.

A quantificagdo dos farmacos foi efetuada com recurso ao método do padrédo externo.
Preparam-se uma série de solu¢des padrdo com 9 concentracdes entre 0,25 e 4,5 mg
L! para cada um dos farmacos, por diluicdo da solucédo padréo, de stock de 10 mg L2,
e desta forma construiram-se as retas de calibracdo. Foram realizadas 2 réplicas para
cada solugédo padrdo, as quais foram injetadas 3 vezes no equipamento de HPLC,
apos otimizagdo das condi¢Bes de trabalho. Os tempos de retencao (tr) foram de 3,4

min para a furosemida e de 10,2 min para o diclofenac.
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2.2.1.2. Validacdo do método analitico
O método analitico foi avaliado através da determinacdo da exatiddo, precisdo

(repetibilidade e reprodutibilidade), linearidade da reta de calibracdo e dos limites de
detecdo e quantificacdo, de acordo com o procedimento descrito no guia “ICH-
Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1), 1994”.

Para a avaliacdo da exatiddo e da repetibilidade do aparelho foram utilizadas 3
solugcdes com concentracfes diferentes, numa gama de valores préximas das
concentracdes dos compostos utilizados nos ensaios. Ou seja, foram utilizadas uma
solucéo de baixa concentracéo (~0,5 mg L), outra de concentracdo média (~2 mg L?)
e uma de concentracdo alta (~3 mg L?). Foram efetuadas 3 injecdes sucessivas da
mesma solucao padrdo, pelo mesmo utilizador e a composi¢do da fase mével, assim
como as condi¢cOes de eluicdo foram mantidas inalteradas. A exatiddo, expressa em
percentagem, foi calculada através da razdo entre a média das concentracdes
determinadas experimentalmente e a concentracdo teorica, que era previamente
conhecida (ICH, 1994). A repetibilidade foi avaliada com base na disperséo dos dados,
ou seja, o desvio padréo relativo (% DPR) das areas dos picos correspondentes a
cada analito (ICH, 1994).

A reprodutibilidade do aparelho foi avaliada, através da realizacdo de 3 injecdes da
mesma solugéo, em 5 dias diferentes, sendo utilizada uma solugdo com concentracdo
de 2,5 mg L de cada um dos farmacos. A reprodutibilidade neste caso também foi
avaliada como a dispersdo ou desvio padrao relativo (% DPR) das areas dos picos
atribuidos a cada analito (ICH,1994).

As retas de calibragdo foram obtidas através da representacdo grafica das areas
obtidas nas 9 solugBes padrédo (com concentragfes que variaram entre 0,25 e 4,5 mg
L1, em funcdo das respetivas concentracdes. O método dos minimos quadrados
(regressao linear) foi utilizado para a analise da correlacdo linear na gama de
concentracdes usadas, possibilitando assim a obtencdo do declive e do coeficiente de

determinagdo R.

Os limites de detecédo (LDI — Limite de Detegéo Instrumental) e de quantificagédo (LQI —
Limite de Quantificacdo Instrumental) do aparelho foram obtidos a partir da
determinacgdo da concentracdo do analito correspondente ao sinal do branco mais 3,3

e 10 vezes o desvio padréo, respetivamente (ICH, 1994).
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2.3. Selecéo do CA a utilizar

Os CAs sdo materiais adsorventes que apresentam uma cinética relativamente rapida
no que se refere a remocao de muitos poluentes orgéanicos da fase liquida. Quando se
pretende aumentar a rapidez de remoc¢éo dos farmacos presentes na fase liquida, os
mesmos podem ser utilizados, tendo estes uma fungédo relevante em casos de
derrames, incapacidade de remocdo através de processos de tratamentos
convencionais, ou numa emergéncia. Desta forma, a introducdo de uma pequena
porcdo de CA na matriz dos LCMs pode representar uma mais-valia para o
desempenho imediato do sistema.

A selecdo dos CAs, a utilizar nos diferentes ensaios, foi efetuada em simultdneo com
outros colegas que estavam integrados no mesmo grupo de trabalho, através da
realizacdo de ensaios de remogao de farmacos da fase liquida, com recurso a alguns
CAs com propriedades diferentes. Tendo-se chegado previamente a conclusdo de
gue, os CAs que seriam mais interessantes testar, na remo¢édo da furosemida e do
diclofenac seriam o CA da Norit 1240 X e o da Panreac, cujas propriedades texturais e
gquimicas estéo incluidas na tabela 2.3. Assim, no decorrer deste trabalho, estes dois
CAs foram testados como um possivel agente aditivo da matriz dos LCM e a influéncia
dos mesmos foi avaliada. No entanto, no decorrer dos ensaios de remoc¢do dos
farmacos, usando leitos com matrizes diferenciadas, apenas o CA da Panreac foi

utilizado.

2.4. Avaliacdo da capacidade de remocdo dos farmacos em
microcosmos de LCMs plantados com Typha spp.

2.4.1. Descricdo dos microcosmos de LCMs
Os ensaios foram realizados em microcosmos de LCMs, que foram instalados em

recipientes de PVC com as dimensdes de 0,25 m de largura, 0,30 m de comprimento e
0,30 m de profundidade, tendo como matriz de suporte uma mistura de LECA 2/4 e

vermiculite 3 (1:1, v: v) e plantados com Typha spp.

Os leitos foram plantados em novembro de 2016 com pequenos rebentos de Typha
spp., ficando com uma densidade de 40 plantas/m?. Os ensaios de remocdo dos
farmacos foram realizados no inicio de maio de 2019 e nesta data as plantas tinham
uma altura média de 85 cm e a densidade média nos leitos era agora de 55

plantas/m?.

Na totalidade foram realizados 6 ensaios, organizados da seguinte forma:
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¢ No Ensaio | - num leito plantado foram colocados 2,5 L de agua dopada, com ~2,5
mg L' de cada um dos farmacos em andlise (sulfametoxazol, furosemida,
diclofenac e trimetoprim), com o objetivo de avaliar a capacidade dos LCMs para
remover oS compostos e avaliar a ocorréncia de possiveis efeitos fitotoxicos

resultantes da exposi¢ao das plantas aos farmacos.

No Ensaio Il - num leito plantado, para além da matriz constituida pela mistura de
LECA e vermiculite adicionou-se ainda 0,625 g do carvdo ativado em pé e
colocaram-se 2,5 L de agua dopada com ~ 2,5 mg L de cada um dos 4 farmacos.
Este ensaio iria permitir avaliar a capacidade dos LCMs para remover os farmacos

e observar alguns possiveis efeitos fitotoxicos.

No Ensaio Il - num leito plantado colocou-se apenas 2,5 L de agua (nédo existindo
a presenca de farmacos), este ensaio serviria de controlo na avaliacdo de
possiveis efeitos fitotoxicos dos farmacos nas plantas.

No Ensaio IV - utilizaram-se dois leitos ndo plantados com uma matriz constituida
por LECA + vermiculite (1:1, v:v) e colocou-se agua dopada com ~ 2,5 mg L* de
cada um dos 4 farmacos, para avaliar a capacidade da matriz de suporte em

remover os farmacos em estudo.

No Ensaio V - foram utilizados dois leitos ndo plantados e com uma matriz
constituida por LECA + vermiculite (1:1, v:v) + carvao ativado (0.625 g). Nestes
leitos colocou-se agua dopada com ~ 2,5 mg L de cada um dos 4 farmacos para
avaliar a capacidade de remocao destes compostos por parte da matriz de suporte

modificada, que agora também continha CA na sua composicao.

No Ensaio VI - que consistia apenas num recipiente sem plantas nem matriz, onde
foi colocada agua dopada com ~ 2,5 mg L de cada um dos 4 farmacos tendo
como objetivo avaliar a remocéo destes compostos por fotodegradacao, hidrélise
ou adsorcao as paredes dos recipientes. Desta forma, pretendia-se excluir o efeito
de outros processos de remocdo que ndo fossem devidos as plantas,

microrganismos ou matriz.

Em todos os leitos foi sendo adicionada agua sempre que necessario de modo a

manter o seu nivel ligeiramente abaixo da superficie da matriz, garantindo assim que

ocorria uma taxa de inundacéo de aproximadamente 100%. Na figura 2.5 apresenta-se

uma fotografia dos microcosmos de LCMs utilizados na altura do inicio da realizagao

dos ensaios.
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Figura 2.5 Fotografia dos microcosmos no inicio dos ensaios.

2.4.2. Caracterizacao fisico-quimica da matriz de suporte
Numa matriz, a capacidade de adsorcdo de compostos organicos, as propriedades

hidraulicas do sistema e 0 desenvolvimento da componente biota (plantas e populagéo
microbiana) esta diretamente relacionada com as propriedades fisico-quimicas dos

materiais utilizados na mesma.

Com vista a caracterizacao fisico-quimica da mistura LECA 2/4 + vermiculite 3 (1:1,
v:v) foi determinada a porosidade do meio, ou seja a % de volume de vazio, a

densidade aparente e o pH em agua.

A porosidade do meio foi estabelecida a partir da quantidade de agua necessaria para
saturar um volume conhecido de cada material (n=5) (Brix et al, 2001; Bubba et al,
2003). A densidade aparente foi calculada a partir da razdo entre 0 peso seco e 0
volume aparente do material (n=5) (Brix et al, 2001; Bubba et al, 2003). O pH foi
avaliado através da colocacdo de 10 g de mistura (LECA + vermiculite) em contacto
com 75 mL de agua, onde apds 30 minutos de agitagdo foram realizadas as medi¢des

potenciométricas, num total de 5 leituras (McLean, 1982).

2.4.3. CondicOes de operacao dos LCMs e recolha de amostras
A solucdo inicial contendo uma concentracdo de aproximadamente 2,5 mg L™ de cada

um dos quatro farmacos, apresentou um valor de pHsoucao de 6,02. Todas as
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experiéncias foram realizadas em modo descontinuo, tendo-se mantido o volume
inicial de solucdo e sem alimentagdo com qualquer outro tipo de solu¢do durante a
realizacao da experiéncia. Quanto ao nivel de liquido, manteve-se apenas ligeiramente
abaixo da superficie da matriz de forma a corresponder a uma taxa de inundacéo de
aproximadamente 100%.

A experiéncia teve uma duracdo de 120 horas, efetuando-se recolhas de aliquotas no
primeiro dia, logo no inicio da experiéncia (t=0), ao fim de 30 minutos, e depois ao fim
de 1,5; 2,5; 3,5; 4,5; 6; 7,5 e 24 h. Posteriormente as recolhas foram efetuadas a cada

24 horas, até perfazer as 120 horas.

Procurou-se que as recolhas fossem homogéneas e representativas da solugdo que
se encontrava em cada leito, fazendo colheitas até aproximadamente metade da
profundidade de todos os recipientes e em pontos aleatérios das superficies dos
mesmos. Apés a recolha, as amostras foram filtradas de acordo com o procedimento
apresentado no ponto 2.2.1.1 e guardadas no frio e na auséncia de luz até serem
analisadas. A quantificacdo da furosemida e do diclofenac foi realizada por HPLC-UV-

Vis de acordo com o procedimento descrito no ponto 2.2.1.1.

Diariamente foi controlada a transpiracdo e/ou evaporag¢do nos recipientes bem como
o nivel de liquido. Sempre que necessario foi adicionada agua destilada antes da
recolha das amostras como forma de minimizar o erro na determinacdo da
concentracdo dos farmacos devido a diminuicdo do volume de liquido por evaporacao

e/ou transpiracéo, e este volume foi contabilizado.

Recolheu-se ainda durante o periodo de realizagdo dos ensaios, aliquotas de todos os
recipientes para a determinacéo dos valores de pH.

O tamanho das folhas das plantas foi avaliado no decorrer da experiéncia, através da
medicdo do tamanho da maior e da menor folha, de cada uma das plantas dos leitos,
no inico e no final da experiéncia. Esta avaliagdo permitiu determinar as taxas de
crescimento relativo das plantas durante o periodo da realizacdo dos ensaios,

registando-se também a ocorréncia de novas folhas e rebentos.
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11l RESULTADOS E DISCUSSAO

Pagina |45



Papel da matriz composta por materiais argilosos e carvao ativado na remogéo de farmacos em LCM

3. Resultados e discussao

3.1. Otimizacao e validacao da metodologia analitica

Para a quantificacdo da furosemida e do diclofenac em solugdo aquosa recorreu-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com dete¢do por UV-Vis, utilizando as
condicBes experimentais que foram otimizadas, segundo o procedimento descrito na

seccdo 2.2, da metodologia experimental.

O perfil cromatogréafico, que permitiu identificar os quatro farmacos presentes na
solucéo, foi obtido a um comprimento de onda de 270 nm. Este valor ndo corresponde
ao c.d.o do maximo de absorvancia dos compostos estudados, (como é possivel
confirmar no espectro de ultravioleta visivel colocado no Anexo I). Como a solugdo
aquosa utilizada continha quatro farmacos (o estudo foi realizado em conjunto com
outros colegas que estudaram o comportamento de outros farmacos), a escolha deste
comprimento de onda permitiu proceder a quantificacdo simultdnea dos quatro
compostos. A 270 nm, os compostos ndo apresentam um maximo de absorvancia,
mas todos apresentam uma elevada absorvancia, 0 que permite a sua quantificacdo

(Anexo ).

Para a identificagcdo, dos quatro compostos presentes em solucdo fez-se a
comparacdo com os tempos de retencdo obtidos nos cromatogramas das solugcbes
padrédo de cada composto isolado. Com base na figura 3.1, identificou-se um tempo de

retencdo para a furosemida e para o diclofenac de 3,4 min e 10,2 min, respetivamente.

&0
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Figura 3.1 Cromatograma obtido por HPLC-UV-Vis para uma solucdo padrdo com
Trimetoprim (2,5 mg L?), Sulfametoxazol (2,5 mg L?), Furosemida (2,5 mg L?) e
Diclofenac (2,5 mg L1).
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De forma a quantificar a furosemida e o diclofenac presentes na solu¢do aquosa (agua
dopada com quatro farmacos) pelo método do padréo externo, construiram-se retas de
calibracdo utilizando 9 solu¢des padréo, cujas concentragdes variaram entre 0,25 e 4,5
mg L (segdo 2.2.1.1 da metodologia experimental).

As retas de calibracdo obtidas para a furosemida e para o diclofenac estdo

apresentadas nas figuras 3.2 e 3.3, respetivamente.
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Figura 3.2 Reta de calibracéo utilizada para a quantificacdo da furosemida em solucéo
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Figura 3.3 Reta de calibracdo utilizada para a quantificacdo do diclofenac em solugéo

aguosa.
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Para ambos os compostos foram obtidas retas de calibragdo com coeficientes de
determinacdo (R?) superiores a 0,999, o que permite assegurar que os valores de
concentracao determinados, por regresséo linear, utilizando estas retas de calibracéo

séao fidveis dentro da gama de valores que foram construidas.

3.1.1. Validacdo do método analitico
A metodologia analitica desenvolvida e otimizada para a quantificacao da furosemida e

do diclofenac por HPLC-UV-Vis apresentou uma elevada reprodutibilidade (DPR <
0.8%) e exatiddo (98-103%) para ambos os farmacos no intervalo de concentracdes
testadas (0.5; 2; 3 mg L?). A repetibilidade, também foi elevada (DPR < 2,9%) para
ambos os compostos. No entanto, e como seria de esperar, a repetibilidade foi menor
para as concentracdes mais baixas (para uma concentracdo de 0.5 mg L, DPR =2.8
% para a furosemida e DPR=1.9 % para o diclofenac) e mais elevada para as
concentracdes mais altas (para uma concentracdo de 3 mg L, DPR = 0.27% para a
furosemida e DPR = 0.14% para o diclofenac). Na realidade, as incertezas nas
medi¢bes tém maior peso relativo quanto menor for o valor medido, originando, por

consequéncia, uma maior dispersdo dos valores obtidos nestas condicdes.

Os limites de detecao instrumental (LDI) para a técnica de HPLC-UV- Vis foram de
0,04 mg L? para a furosemida e de 0,03 mg L para o diclofenac e os limites de
quantificacéo instrumental (LQI), foram de 0,12 mg L para a furosemida e de 0,09 mg
L! para o diclofenac. Estes valores correspondem a concentracéo do analito cujo sinal
€ igual ao branco adicionado de, respetivamente, 3.3 e 10 vezes o desvio padrao
(Miller e Miller, 2000).

3.1.2. Otimizacao do volume de solucéo a filtrar nos filtros de nylon
Tem sido reportado em alguns estudos que as membranas filtrantes de nylon podem

reter alguns compostos organicos, incluindo farmacos (Carlson e Thompson, 2000;
Sumitra, 2016). Também em estudos efetuados por elementos do grupo de
investigacao, ja tinha sido verificado que, alguns dos farmacos que foram estudados
no decurso deste trabalho, nomeadamente a furosemida, poderiam ficar retidos nos
filtros de nylon (Machado et al., 2020), demonstrando que a utilizacdo deste tipo de
filtros deve ser feita com algum cuidado, tendo em vista a minimizac&o das perdas de
analito durante a filtracdo das amostras, que é um procedimento obrigatério, aquando

do uso da técnica de HPLC.

De facto, as membranas filtrantes de nylon contém grupos funcionais amina e acido

carboxilico bem como liga¢gdes amida, que podem interatuar com analitos acidos e
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basicos através de interagfes eletrostéticas ou por pontes de hidrogénio, levando a
retencdo de algumas moléculas nesses centros interatuantes dos polimeros do filtro.
No entanto, a retencdo dos farmacos na membrana de nylon esta dependente da sua
concentracdo em solugdo e das caracteristicas do composto, tais como polaridade,
grau de ionizacao e capacidade para formacao de pontes de hidrogénio.

Este problema pode ser minimizado através de um pré-tratamento do filtro que permita
a ocupacdo/saturacao destes locais dos polimeros, de modo a que 0s mesmos ja ndo
estejam disponiveis para reter o analito quando for feita a filtracdo da amostra. A
saturacdo do filtro pode ser conseguida pela filtracdo de um pequeno volume de uma
solucdo bastante concentrada, ou pela passagem de solucdo idéntica & amostra a
utilizar, mas de um volume bastante superior, suficiente para atingir a satura¢éo do
filtro. Em qualquer um dos casos, € necessario efetuar testes prévios que permitam

determinar os volumes necessarios a usar para que a saturacao do filtro seja efetiva.

Assim, de forma a minimizar as perdas de analito no filtro optou-se pela segunda
abordagem, procurando assim otimizar o volume de amostra a filtrar para saturar o
filtro. Para tal foram testados oito volumes diferentes de solucdo de furosemida com
uma concentracdo de 2 mg L* e de uma solucéo de diclofenac com uma concentragdo
semelhante. Os resultados obtidos para as percentagens de recuperacdo dos dois

farmacos estéo presentes na figura 3.4.
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Figura 3.4 Percentagem de recuperagdo dos farmacos filtrados utilizando membranas
de nylon 0,45 um para uma concentracdo de 2 mg L™ (média = DP; n=9). As diferentes

letras significam que os valores apresentam diferengas significativas (P<0,05).
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Com base nos resultados obtidos, constatou-se que tanto a furosemida como o
diclofenac apresentam uma consideravel retencdo na membrana de nylon do filtro
para volumes de solugdo filtrados inferiores a 20 mL. Para volumes de solugao
filtrados superiores a 30 mL, a percentagem de recuperacdo dos analitos aproxima-se
de 100%, ndo se observaram diferencas significativas na percentagem de recuperacao
destes farmacos para volumes de filtrado superiores a 30 mL, o que provavelmente se
deve jA a saturacdo da membrana filtrante. Assim, tendo em conta os resultados
obtidos nestes ensaios, e de forma a garantir uma elevada percentagem de
recuperacao dos dois compostos, optou-se por realizar, previamente, uma filtracdo de
30 mL de uma solucdo padrdo contendo 2 mg L* de cada um dos compostos, por
forma a garantir a saturacdo da membrana de nylon do filtro. S6 depois deste passo é
gue se procedeu a filtragbes de 10 mL das solugbes a analisar, e o ultimo mililitro foi
recolhido para ser utilizado na quantificagdo dos farmacos por HPLC-UV-Vis. Tendo
em conta o numero de réplicas realizadas, cada filtro foi utilizado no maximo 3 vezes

perfazendo um volume total de filtrado de 60 mL.

3.2. Selecéao do carvao ativado

Antes de se proceder a modificacdo da matriz que constituia os LCM, através da
adicdo de pequenas quantidades de CA, foi necesséario identificar a priori qual ou quais
os CA a utilizar. Para tal, fizeram-se ensaios de remocédo dos farmacos em diferentes
matrizes, preparadas em pequena escala, constituidas apenas por LECA e vermiculite
ou contendo ainda uma pequena por¢cdo de CA. Nestes ensaios foram utilizados, um
CA apresentado sobre a forma de um pé fino da Panreac e outro CA apresentado
sobre a forma de um granulado da Norit.

Em ensaios de remocdo individual de cada um dos farmacos em estudo, foi possivel
verificar que a matriz constituida apenas pela LECA e pela vermiculite apresentou uma
percentagem de remocao dos dois farmacos ao fim de 8 horas na ordem dos 37%. Ao
fim das 120 horas de contato, a percentagem de remoc¢éo da furosemida aumentou
cerca de 1%, enquanto que a percentagem de remocao do diclofenac aumentou cerca
de 4%. Estes ensaios pdem em evidéncia a cinética na remoc¢do dos farmacos em

estudo.

Foi preparada uma matriz com LECA e vermiculite, a qual foi adicionada uma pequena
porcdo de CA da Norit, e neste ensaio, a percentagem de remocao face aos dois
farmacos foi semelhante a obtida na auséncia de CA. Foi entdo preparada uma matriz,

contendo uma maior quantidade de CA, ainda sobre a forma de granulos, e a
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percentagem de remoc¢ao quer da furosemida como do diclofenac aumentou mais do
gue 10% em relacdo aos ensaios anteriores. No entanto, nestes Ultimos ensaios, a
percentagem de remoc¢do da furosemida e do diclofenac, ao fim de 120 horas de
contato, era apenas de 51,4 e 51,2%, respetivamente.

Foi realizado um quarto ensaio no qual foi adicionado um CA, da Panreac, que se
encontrava sobre a forma de um po6 fino. A adicdo do CA da Panreac, sobre a forma
de po, apresentou uma cinética de adsor¢cao muito rapida, apresentando capacidades
maximas de remocao face aos dois farmacos em estudo muito superiores as
determinadas nas matrizes preparadas anteriormente, onde o CA adicionado se
encontrava sobre a forma de gréanulos. Nas condi¢cdes de trabalho utilizadas, na
presenca do CA em pd, ao fim de 8 horas de contacto, a percentagem de remocao era
ja de 82,3% e 83,9% para a furosemida e diclofenac respetivamente. Ao fim das 120
horas de contacto, a percentagem de remocéo era de 92,3 e 95,6% para a furosemida

e diclofenac, como apresentado nas figuras 3.5 e 3.6.
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Figura 3.5 Remocéo da furosemida pelas diferentes matrizes. (LV1 — Matriz composta
apenas pela LECA+vermiculite; LVCA1 — Matriz composta pela LECA+vermiculite+CA
granulado (Norit 1240 X); LVCAX — Matriz composta pela LECA+vermiculite+CA
granulado ( Norit 1240 X - maior quantidade de massa); LVCA p6 — Matriz composta

pela LECA+vermiculite + CA p6 (Panreac)).
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Figura 3.6 Remocéo do diclofenac pelas diferentes matrizes. (LV1 — Matriz composta
apenas pela LECA+vermiculite; LVCAL — Matriz composta pela LECA+vermiculite+CA
granulado (Norit 1240 X); LVCAX — Matriz composta pela LECA+vermiculite+CA
granulado ( Norit 1240 X - maior quantidade de massa); LVCA p6 — Matriz composta

pela LECA+vermiculite + CA p6 (Panreac)).

E de salientar que, as capacidades méaximas de remocdo da furosemida e do
diclofenac determinadas na matriz que continha o CA da Panreac como aditivo eram
muito superiores as obtidas nos ensaios efetuados com as trés matrizes referidas
anteriormente. Em termos massicos, 0 segundo ensaio preparado com o CA da Norit,
sobre a forma de granulos, continha um maior racio de massa de CA, por volume de
matriz, do que o ensaio preparado com o CA sob a forma de p6, da Panreac, o que
pde em evidéncia a importancia da acessibilidade dos farmacos aos sitios ativos

presentes na superficie dos CA, no desempenho dos mesmos.

Com base nestes resultados preliminares, e por comparagdo com os dados obtidos
por outros colegas de mestrado, optou-se por utilizar o CA sobre a forma de p6 como
um aditivo na composi¢do da matriz dos LCM, sendo que, em alguns ensaios, os leitos

ja se encontravam plantados com Typha.
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3.3. Avaliacéo da capacidade de remocéao da furosemida e do
diclofenac em microcosmos de LCMs plantados com Typha

Spp.

Vérios estudos ja comprovaram a elevada eficiéncia dos LCMs plantados com Typha
spp. ha remoc¢ao de poluentes organicos, incluindo diversos farmacos (Matamoros et
al., 2005; Dordio et al., 2010; Dordio e Carvalho, 2013b; Li et al.,, 2016). Com base
nestes resultados, optou-se por estudar a eficiéncia desse tipo de sistema na remocao
conjunta da furosemida e do diclofenac de uma agua dopada com 4 farmacos
(furosemida, diclofenac, trimetoprim, sulfametoxazol), com uma concentracao inicial de

2,5 mg L de cada farmaco.

Para a realizagdo dos ensaios foi selecionada como matriz de suporte uma mistura de
dois compostos argilosos, a LECA 2/4 e a vermiculite esfoliada 3 (1:1, v:v). Esta
escolha deveu-se ao facto de ambos os materiais ja terem demonstrado, em estudos
anteriores, uma elevada eficiéncia na remocao de poluentes organicos xenobibticos
presentes na agua, incluindo varios farmacos (Dordio et al., 2010; Dordio et al., 2007;
Dordio et al., 2009; Dordio et al., 2017; Machado et al., 2017; Machado et al., 2020). A
LECA e a Vermiculite apresentam caracteristicas distintas, ou sejam, a Vermiculite
apresenta uma maior capacidade de adsorcédo do farmaco por massa de adsorvente.
Por sua vez, a LECA remove uma maior quantidade de farmaco por volume de
material utilizado (Dordio et al., 2017). Esta diferenca de caracteristicas deve-se ao
facto de a vermiculite apresentar uma densidade bastante inferior a da LECA e,
consequentemente, o mesmo volume de material corresponde a uma menor massa de
adsorvente usado. Assim, a capacidade de remocdo € maior para a vermiculite
quando expressa em termos de massa de adsorvente, mas é maior para a LECA
quando expressa em termos volimicos. Estudos anteriores, do grupo, mostraram que
a vermiculite apresenta uma cinética de adsorcdo mais rapida de farmacos, em
comparagdo com a LECA, o que poderd estar relacionado com a sua estrutura laminar
(dado que é um filossilicato) disponibilizando assim uma maior area superficial

facilmente acessivel aos farmacos (Dordio et al., 2009).

Tendo em conta as caracteristicas referidas, considerou-se que a utilizacdo em
conjunto destes dois materiais poderia melhorar a eficiéncia do sistema beneficiando
das vantagens de cada um dos materiais. A selecdo destes dois materiais teve em
conta também outras caracteristicas como a sua elevada capacidade de retencdo de
diversos compostos orgéanicos, a sua capacidade tampdo, bem como uma adequada
condutividade hidraulica, sendo também de real¢ar a sua disponibilidade e o seu baixo

custo.
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3.3.1. Caracterizacao fisico-quimica da matriz de suporte
Alguns dos parametros que caracterizam fisica e quimicamente os materiais argilosos

(LECA e vermiculite) bem como a sua mistura (vermiculite 3 + LECA 2/4, 1:1 (viv)),

utilizados na composigcéo da matriz, estédo apresentados na tabela 3.1.

Tabela 3.1 Parametros fisico-quimico dos materiais selecionados como matriz de

suporte dos LCMs (n=6) e da sua mistura. Valores médios * desvio padrao.

Mistura vermiculite/LECA

. 7 itA (a) @
Material (1:1 VAv) Vermiculite LECA

Porosidade (%) 54 +2 66+1 49+ 1
ERIEIRERS 291 + 14 88 + 2 394 + 10
aparente (kg/m

pH (H,0) 8,67 + 0,05 744+006 9,04 +0,08
nd. 769+0.12  967+0,14

n.d.: ndo determinado; [a] Dordio et al., 2017

Com o intuito de tornar estes materiais argilosos menos densos, a vermiculite
esfoliada e a LECA sdo submetidas a processamentos industriais, durante os quais, as
mesmas sdo aquecidas a elevadas temperaturas, causando a expansao térmica dos
materiais, passando os mesmos a exibir valores de porosidade relativamente
elevados, em especial a vermiculite. A vermiculite apresenta uma porosidade de 66%
e a LECA de 49%. Contudo, ap6s mistura, dos dois materiais, na propor¢do de 1:1, a
porosidade da mistura apresenta um valor intermédio de 54%. Durante a mistura dos
dois materiais, 0 empacotamento do material € alterado, ocorrendo um rearranjo das
particulas, em que as mais pequenas vao ocupar parte do espago livre entre as

particulas de maiores dimensdes.

A porosidade dos meios proporciona a existéncia de espagos vazios onde
efetivamente ocorrem muitos dos processos de remocédo dos poluentes. A porosidade
promove o arejamento dos LCMs e favorece a criacdo de melhores condicbes
aerObias na rizosfera. Adicionalmente, em sistemas de tratamento em continuo, esta
propriedade é fundamental para que existam boas condicdes de condutividade
hidraulica. Os efeitos indesejaveis de uma baixa condutividade hidraulica sdo a
colmatacdo dos sistemas e a consequente formacdo de canais preferenciais ou a
circulacao das aguas a superficie, o que reduz o contacto dos poluentes com a matriz

de suporte, diminuindo assim a eficiéncia da sua remocao.
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A vermiculite e a LECA sdo materiais argilosos que, por apresentarem elevada
porosidade, conseguem absorver facilmente, grandes quantidades de agua nas suas
estruturas internas, permitindo deste modo maiores areas de contacto com as

solugBes e com os poluentes a remover (Dordio e Carvalho, 2013; Dordio et al., 2017).

Os valores de porosidade relativamente elevados apresentados por estes dois
materiais confere-lhes densidades aparentes relativamente reduzidas, como é possivel
confirmar pelos dados apresentados na tabela 3.1. Apresentando a mistura dos dois

materiais um valor de densidade aparente intermédio de 291 kg m=.

Outro fator que influencia significativamente a capacidade de adsor¢cao dos compostos
nos materiais argilosos é o pH do meio, com especial importancia no caso dos
poluentes polares. O valor de pH do meio relativamente ao ponto de carga zero (pcz)
dos materiais determina a extensdo das cargas na respetiva superficie. Os materiais
argilosos possuem diversos grupos anfipréticos na sua superficie, nomeadamente
grupos silanol e aluminol, cujo estado de ionizagdo depende do pH do meio. Por outro
lado, muitos farmacos tém caracteristicas acido-base, apresentando-se ionizados em
certas condicdbes de pH. Assim, h& condicbes para que ocorram interacdes
eletrostaticas dependentes do pH que dominam os fenémenos de adsor¢cdo em

poluentes polares ionizaveis, como € o caso da furosemida e do diclofenac.

O desenvolvimento da vegetacao e da populacao microbiana nos LCMs também é
influenciado pelo pH, estando este relacionado com a composicdo do material da
matriz de suporte e da solugdo em contato, com a presenca de plantas e o tipo de
exsudados que elas libertam na rizosfera e ainda com os processos de biodegradacao

que ocorrem.

Pelos dados apresentados na tabela 3.1, verifica-se que o valor de pH para a
vermiculite é préximo da neutralidade (~ 7,4), enquanto que a LECA apresenta um
caracter alcalino (~ 9,04). Em estudos que incluiram a caracterizagdo quimica e
mineralégica da LECA (Dordio, 2009), comprovou-se a existéncia, de alguns oxidos e
carbonatos, os quais podem contribuir para este caracter alcalino do material (Dordio,
2009).

A mistura dos dois materiais, nas proporc¢des utilizadas, apresentou um valor de pH
ligeiramente alcalino, com valor de aproximadamente 8,67, intermédio entre o valor da

vermiculite e da LECA.
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3.3.2. Condigoes relevantes para a realizagao dos ensaios
Os ensaios foram realizados no inicio de maio, apresentando-se as plantas dos

microcosmos de LCMs numa fase de crescimento ja avangada, com uma altura média
de 85 cm, apresentando a folha menor um tamanho médio de cerca de 48 cm e a folha
maior 122 cm. A densidade média das plantas nos leitos na altura da realizagéo da

experiéncia era de 55 plantas/m?2,

As taxas de evaporagdo/evapotranspiracdo, nos diversos leitos, foram estimadas
diariamente recorrendo-se a medi¢&do dos volumes de 4gua destilada necessarios para
a reposicdo dos niveis iniciais de liquidos nos leitos. Esses mesmos valores estdo
apresentados na tabela 3.2. De notar que na tabela ndo sdo apresentados dados
relativos ao Ensaio VI dado que o recipiente desse ensaio permaneceu tapado durante
o periodo de realizacao das experiéncias por isso ndo ocorreu qualquer perda de agua
por evaporacao.

Tabela 3.2 Volume de liquido adicionado diariamente aos leitos e valores médios da
taxa de evaporacéo/transpiracdo de cada leito.

Taxa Taxa média
média (0[]

72 Taxa média

de evaporaca de
evapo- o+ evapcira(;ao
Voc!lyme dg "?Uif')o tr?:nésop; transgiragé transpirag&o
adicionado (m
agao (mL/(dia.m? (mL/(planta.
(mL/dia) ) dias.area))

272 296 284 250 280 276,4 0,075 3685 5

283 280 342 160 206 2542 0,075 3469 4 867

250 260 310 284 330 286,8 0,075 3480 3 1160
30 25 30 40 32 0,01885 1698 = =
32 27 32 37 31,6 0,01885 1676 = =

I: Matriz (LECA + Vermiculite)+plantas + solugéo; Il: Matriz (LECA + Vermiculite)+ CA+plantas + solucao;
IIl: Matriz (LECA + Vermiculite) + plantas+ H20; IV: Matriz LECA + Vermiculite (valores médios); V: Matriz
LECA+ Vermiculite+ CA (valores médios).

Com base nos resultados da tabela 3.2 é possivel verificar que o leito IV, que é
constituido pela matriz de apenas vermiculite e LECA, e o leito V, em que a essa
matriz foi também adicionado carvdo ativado (0,625 g), apresentam taxas de
evaporacdo muito préximas, nomeadamente de 1698 mL/(dia m?) e de 1676 mL/(dia
m?) respetivamente. Esta semelhanca seria espetavel visto que os leitos tém
composicao semelhante e como néo séo plantados, o volume de liquido perdido deve-
se apenas a evaporacgdo, que é funcao da temperatura e da humidade relativa do ar.
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Nos leitos plantados, as taxas médias de evapotranspiracdo foram de 3685 mL/(dia
m?) para o leito I, 3469 mL/(dia m?) para o leito Il e de 3480 mL/(dia m?) para o leito IlI.
A diferenca significativa observada em relacdo aos leitos ndo plantados é atribuida a
perda de agua devido a transpiracdo das plantas.

Deste modo, é possivel estimar os valores de agua perdidos através da transpiracéo
das plantas, sendo estes de 1988, 1793 e 1782 mL/(dia.m?) para os leitos I, Il e llI
respetivamente, o que constitui uma importante contribuicdo para a perda de agua nos
leitos. A taxa de transpiracdo das plantas por sua vez é influenciada por fatores como
a densidade de plantas nos leitos e 0 seu estado vegetativo (que pode ser inferido do

tamanho médio das plantas e da taxa relativa de crescimento).

Estes valores sdo da mesma ordem de grandeza de outros obtidos em sistemas

semelhantes (Dordio et al., 2010).

A taxa de transpiracdo das plantas € uma variavel fundamental que determina a taxa
de absorcédo de agua e de todas as substancias nela dissolvidas que passam para o
interior das plantas por processos passivos, como € 0 caso de compostos organicos
xenobidticos (e.g. farmacos), para os quais ndo ha mecanismos de transporte
especificos. Assim, espera-se uma intervengcdo das plantas mais importante naquelas
espécimes (e também nos periodos do ano) em que a taxa de transpiragdo seja maior
(Pilon-Smits, 2005).

Como ja foi referido, o pH do meio é um dos fatores que influencia significativamente a
capacidade dos materiais argilosos para adsorver compostos (em especial 0s
poluentes polares ionizaveis como a furosemida e o diclofenac), bem como o

desenvolvimento da vegetacao e da populacdo microbiana nos LCMs.

Dai que se tenham registado os valores de pH da solugdo em contacto com a matriz
de suporte ao longo do periodo de realizagdo dos estudos. Os resultados obtidos s&o

apresentados na figura 3.7.
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Figura 3.7 Valores médios do pH do meio nos leitos ao longo do periodo de estudo.

Pela observagdo da figura 3.7 constata-se que os valores de pH da solugdo em
contato com as diferentes matrizes, variou entre 6 e 9, ao longo do periodo de

realizacdo do estudo.

No que diz respeito aos valores de pH registados na solucdo contendo apenas
farmacos (Ensaio VI, sem plantas nem matriz), as variagcdes ao longo do tempo foram
muito residuais, variando apenas entre 6,02 e 6,19, ou seja, em condicbes
ligeiramente acidas devido a exposicdo da solucdo ao ar, e sobretudo em

consequéncia das caracteristicas acidas dos farmacos.

Por outro lado, nos Ensaios IV e V, onde ndo se colocaram plantas mas apenas a
solugdo em contacto com a matriz, foi onde se verificou um maior aumento de pH
durante o estudo, partindo de um valor inicial de 6,02 até a um valor que se manteve
estavel a partir das 48h, apresentando apenas ligeiras flutuacdes, entre 8,6 e 8,9. Os
valores alcalinos registados sdo os caracteristicos da matriz em agua (tabela 3.1),
observando-se assim o efeito tamponante de alguns dos constituintes da matriz. A
estes valores de pH, praticamente todas as moléculas de furosemida (pKa = 4,25) e de
diclofenac (pKa = 4,15) se encontram desprotonadas (pH do meio > pKa), i.e. na forma
anionica. Por outro lado, as superficies dos materiais argilosos da matriz de suporte,
em particular da LECA (pcz = 9,67) mas também da vermiculite (pcz = 7.69)

apresentam cargas positivas (pH do meio < pcz). Estas condi¢cdes favorecem a
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adsorcdo, em especial no caso da LECA, principalmente devido as interagfes
eletrostéticas entre os grupos carboxilato (COO") da furosemida e do diclofenac e a
superficie, carregada positivamente, dos materiais argilosos da matriz de suporte.

Da observacéo da figura 3.7 verifica-se, que nos leitos onde existem plantas (Ensaios |
e Il) o pH sofreu poucas alteracdes, situando-se em niveis intermédios (entre 6-7). O
maior aumento de pH ocorre no leito Il com uma subida de 6,02, no inicio do estudo,
para um valor de pH de 7,08, passados 5 dias. Este valores de pH observados nos
leitos plantados parecem indicar que as plantas tém um efeito moderador na
alcalinidade da matriz, o que podera resultar da libertacdo de exsudados pelas
plantas, os quais normalmente contém A&cidos organicos de baixo peso molecular
como o acido oxalico, malico, férmico, acético, etc. que contribuem para a diminuicdo
do pH do meio (Wu et al., 2012). Os valores de pH do meio, correspondentes a um
meio neutro ou ligeiramente alcalino, séo propicios ao desenvolvimento das plantas e
da populacdo microbiana. Tal como no caso dos leitos ndo plantados, estas condi¢cdes
de pH, pelas razdes ja apontadas anteriormente, também favorecem a adsorgdo dos
compostos, furosemida e diclofenac, dado o seu caracter acido (pKa ~ 4, ainda
bastante abaixo do pH do meio), aos materiais argilosos de pcz alcalino, sobretudo a
LECA.

3.3.3. Remocgéo do diclofenac e da furosemida pelos microcosmos de LCMs
Como descrito no ponto 2.4.1, no total foram realizados seis ensaios distintos com o

intuito de avaliar a capacidade de remocé&o do diclofenac e da furosemida pelos varios
componentes dos LCM estudados, bem como para caracterizar as cinéticas em cada

caso.

No Ensaio | pretendeu-se estudar a contribuicdo das plantas, para a remocao dos dois
farmacos da solucdo presente num microcosmos de LCM, construido com uma
mistura de LECA 2/4 e vermiculite 3 (1:1, v:v) como matriz de suporte e plantado com
Typha spp.. No Ensaio 1V, usando um leito idéntico, mas sem plantas, pretendeu-se
estudar a contribuicdo da matriz de suporte (LECA + vermiculite) na remocdo dos
farmacos. Em sistemas analogos, Ensaios Il e V respetivamente, adicionou-se carvao
ativado a matriz de suporte para avaliar potenciais ganhos de eficiéncia na remocao
dos farmacos através do aumento das capacidades adsorptivas da matriz de suporte.
Utilizou-se também um microcosmos de LCM que ndo esteve exposto a solucdo de
farmacos (Ensaio Ill) e que serviu de controlo para avaliar o efeito fitotoxico dos
farmacos nos sistemas plantados (Ensaios | e Il). Finalmente, um recipiente idéntico

aos usados nos restantes ensaios, mas contendo apenas a solucdo de farmacos foi
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utilizado para determinar a contribuicdo na remoc¢éo de diclofenac e furosemida de
outros processos, nomeadamente fotodegradacao, hidrélise, precipitacdo ou adsorcao
as paredes dos recipientes (Ensaio VI).

Em todos os ensaios, que tiveram uma duragdo de 120h, utilizou-se uma solucéo
aquosa contendo 2,5 mg L de cada um, dos quatro farmacos, ou sejam, o diclofenac,

furosemida, trimetoprim e sulfametoxazol.

A percentagem de remocdo do diclofenac e da furosemida, nos varios tempos de

amostragem foi calculada com base na equacéo 1:

% remogao = it x100 )
C.

onde ci € a concentragdo inicial para (t=0) e c¢; € a concentragdo ao fim de um

determinado tempo de contacto (t).

Nas figuras 3.8 e 3.9 apresentam-se as percentagens de remocao do diclofenac e da
furosemida, obtidas nos diferentes ensaios apenas para os tempos de contacto mais
determinantes em termos cinéticos, nomeadamente 0,5; 7,5 e 120 h, correspondendo
estes tempos, como veremos posteriormente, a diferentes etapas/regimes do processo

e, no fim, a um estado ja proximo do equilibrio.
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Figura 3.8 Percentagem de remocédo do diclofenac nos Ensaios |, II, V, IV e VI para os

tempos de contacto de 0,5; 7,5 e 120 h. Valores médios * desvio padrao.
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Figura 3.9 Percentagem de remocado da furosemida nos Ensaios |, Il, V, IV e VI para

os tempos de contacto de 0,5; 7,5 e 120 h. Valores médios + desvio padrao.

Pode-se observar nas figuras 3.8 e 3.9 que no Ensaio VI, onde estava apenas a
solucdo dopada com os quatro farmacos (sem matriz ou plantas), a concentracdo dos
dois farmacos nédo sofreu alteracdes significativas ao longo do periodo da realizacdo
da experiéncia. E entdo possivel concluir que ndo terdo ocorrido em extens&o
significativa processos de fotodegradacdo, hidrélise, precipitacdo ou adsor¢do as
paredes dos recipientes dos farmacos em estudo. E de notar, que existem estudos em
gue se observou que a furosemida é sensivel a processos de fotodegradacao. De
facto, estudos de fotodegradacdo realizados por Machado et al., (2020) mostraram
gue a exposicdo direta da furosemida a luz solar conduzia a sua fotodegradacgéo, no
entanto, as experiéncias realizadas neste trabalho foram efetuadas sem exposicao
direta a luz solar, tal como acontece nos leitos sub-superficiais, o que explica ndo
terem sido observadas alteracbes significativas na concentracdo da furosemida, ao
longo das 120 h. Também parece néo ter ocorrido biodegradacao dos compostos, na
realidade, a solucdo utilizada foi preparada com agua desionizada e durante a
realizacao da experiéncia, o recipiente permaneceu fechado, o que eventualmente tera

minimizado o desenvolvimento de populagédo microbiana.

Os leitos apenas com matriz de suporte (LECA + vermiculite) (Ensaio 1V) e o leito com
matriz (LECA+ vermiculite) e plantado com Typha spp. (Ensaio |) apés um tempo de
contacto de 0,5 h, apresentaram valores muito idénticos de percentagem de remocao
do diclofenac, ou sejam, 28% e 29% respetivamente. A semelhanca do que aconteceu
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com o diclofenac, também para a furosemida apés um tempo de contacto de 0,5h no
Ensaio |, a percentagem de remocéo era de ~36%, sendo um valor préximo ao obtido
no Ensaio IV (~ 32%). Estas observagfes sugerem que a remoc¢ao inicial, mais rapida,
€ devida essencialmente a processos a ocorrerem na matriz, provavelmente devido a

adsorcéo.

No entanto, é de notar que, relativamente & quantidade total de farmacos removida até
ao final da experiéncia, a parte que é removida apenas durante esta primeira meia
hora de contacto é muito diferente para os dois tipos de leitos. De facto, no caso do
diclofenac, ~68,4% da quantidade total removida durante todo o periodo de
realizacdo da experiéncia, pelos leitos ndo plantados, € removida logo durante esta
meia hora inicial, enquanto que no caso dos leitos plantados, durante este periodo
ocorre apenas a remoc¢ao de ~ 37,5 % da quantidade total removida ao longo de toda
a experiéncia. Por outro lado, durante o mesmo periodo, a remogéo da furosemida é
de cerca de ~ 83,2 % e ~ 52,1 % da quantidade total removida, do farmaco, nos leitos

nao plantados e plantados, respetivamente.

Estas diferencas entre os dois tipos de leitos podem ser explicadas pelo facto de os
dois Ensaios apresentarem cinéticas de remocgao dos farmacos distintas, como sera
referido na secdo 3.3.4. De facto, no caso do leito plantado ocorrem outros processos
de remocdo, que estdo ausentes nos leitos ndo plantados, os quais tém uma cinética
mais lenta, mas que contribuirdo para que a longo prazo se atinjam eficiéncias de

remocgao mais elevadas.

Para os tempos de contacto de 7,5 h e 120 h os valores de percentagem de remocao

dos dois farmacos nos Ensaios | e IV deixam de ser similares.

Os leitos constituidos apenas com matriz (Ensaio 1V) apresentaram valores de
remocao do diclofenac de 37% e de 40%, para os tempos de contacto de 7,5h e 120 h
respetivamente, enquanto o leito constituido pela matriz + plantas (Ensaio 1) apresenta
valores de remocédo do diclofenac de 68% e de 78% para 0s mesmos tempos de

contacto (figura 3.8).

No caso da furosemida, no Ensaio 1V, as percentagens de remocé&o para os tempos de
contacto de 7,5 h e 120 h foram de 37% e 38 % respetivamente, enquanto no Ensaio |
foram de 64% e 70% respetivamente. Estes valores confirmam o que foi dito
anteriormente, ou seja, que embora 0s processos associados com a matriz tenham um
efeito mais rpido na remocgédo dos farmacos, os processos mais lentos que ocorrem
nos leitos plantados associados a componente biota permitem atingir maiores

percentagens de remocao ao fim de um periodo mais longo.

Pagina |62



Papel da matriz composta por materiais argilosos e carvao ativado na remogéo de farmacos em LCM

Verifica-se, assim que no final da experiéncia (120 h) a presenca de plantas no leito
contribuiu para uma remocgé&o adicional de diclofenac de ~37% e de furosemida de
~32%. Esta maior eficiéncia de remocédo obtida no leito plantado podera resultar da
ocorréncia de varios processos que estdo relacionados, direta ou indiretamente, com a
presenca das plantas no sistema, homeadamente a adsor¢do dos farmacos as raizes
e rizomas das plantas; a absor¢cdo dos farmacos pelas raizes e sua eventual
translocacdo para as partes aéreas da planta com uma possivel metabolizacdo ou
sequestracdo em compartimentos celulares adequados; um aumento da
biodegradacdo na matriz, em particular na rizosfera, a qual é potenciada pelo efeito
estimulante de alguns exsudados libertados pelas raizes das plantas no
desenvolvimento dos microorganismos; e ainda a transformagéo/degradagcédo dos
compostos catalisada por enzimas presentes nesses exsudados. De facto, a
transformacg&o de compostos contendo grupos funcionais amina (—-NH>) e hydroxilo (-
OH) pode ser catalisada por enzimas extracelulares presentes na rizosfera (Dietz e
Schnoor, 2001). Tanto a furosemida como o diclofenac sdo compostos com estas
caracteristicas, cuja degradacdo pode potencialmente ser facilitada pela acdo deste

tipo de enzimas.

A presenca de plantas macrofitas nos leitos pode também promover a ocorréncia de
processos aerobios de degradacao na rizosfera, mais eficientes do que 0s processos
anaerobios de degradacdo dos compostos, gracas a libertacdo de oxigénio pelas
raizes das plantas e consequente maior arejamento da rizosfera (Zwiener et al., 2002;
Matamoros et al., 2008). Por outro lado, as plantas no leito tornam ainda mais
favoravel o processo de adsorcao dos farmacos aos dois materiais argilosos devido a
criacdo de condi¢des propicias a intensificacdo das interagfes electrostaticas pois,
como ja foi referido no ponto 3.3.2, nos leitos plantados, o pH do meio é neutro (~ 6-7)
e para estes valores de pH, o diclofenac e a furosemida estdo preferencialmente na
forma anibnica, enquanto a LECA e vermiculite terdo os seus grupos silanol e aluminol
carregados positivamente. Em contrapartida, nos leitos ndo plantados apenas a LECA

esta carregada positivamente neste intervalo de valores de pH do meio (8-9).

Todos estes fatores permitem explicar por que razdo a remocao dos farmacos no leito
plantado passa a ser superior ao verificado nos leitos apenas com matriz ao longo do
periodo de realizacdo da experiéncia. Refira-se ainda que, em estudos realizados em
microcosmos construidos com uma matriz constituida apenas por LECA, mas com o
mesmo tipo de plantas e com condi¢cdes de operacéo idénticas as do presente estudo,
foram observados comportamentos semelhantes (Dordio et al., 2009b, Dordio et al.,
2010, Dordio, 2013b).
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Em estudos realizados em hidroponia com a Typha também ja foi demonstrado a
capacidade desta planta para remover diversos farmacos da agua, incluindo a
furosamida e o diclofenac (Dordio et al., 2011 Bartha et al., 2014; Cui e Schroder,
2016; Machado et al., 2020)

Tendo em vista um aumento global do desempenho dos LCM na remocédo dos
farmacos, principalmente em situacbes de derrames, e com base nos resultados
apresentados anteriormente referentes a escolha do CA a utilizar, uma pequena
gquantidade de carvao ativado da Panreac, sobre a forma de um pé fino, foi adicionada

a matriz.

Uma primeira observacdo das figuras 3.8 e 3.9, salienta-se que nos Ensaios Il e V,
gue continham CA como aditivo na matriz, as percentagens de remocdo dos dois
farmacos sofreram um aumento significativo em comparagéo com os valores obtidos

nos ensaios correspondentes (I e 1V), mas sem adigéo de CA.

Como foi verificado nos Ensaios | e IV, também nos Ensaios Il e V, numa fase inicial,
ap6és 0,5 h de contato, predominam os fenomenos de adsor¢do a matriz. A
comparagéo entre os Ensaios IV e V pde em evidéncia a contribuicdo da adsorcéo na
superficie do CA, para o aumento da percentagem de remocdo dos dois farmacos.
Ap6s 0,5 h de contato, no Ensaio IV (sem CA), as percentagens de remog¢&do eram de
27,86% e 31,94% para o diclofenac e furosemida respetivamente, enquanto que no
Ensaio V, que contém CA na composi¢cao da matriz, as percentagens de remocéo dos
dois farmacos mais do que duplicaram em relacdo aos valores obtidos no Ensaio 1V,

sendo de 68,53% e 63,06% para o diclofenac e furosemida, respetivamente.

Estas diferencas entre os dois leitos podem ser explicadas pelo facto de os dois
Ensaios apresentarem cinéticas de remocdo dos farmacos distintas, como sera
referido em 3.3.4. No caso do leito que contém CA na composi¢do da sua matriz, 0s
fendmenos de adsorcdo continuam durante um periodo mais prolongado, podendo
ocorrer um rearranjo das moléculas dos farmacos que se encontram na superficie dos

CA promovendo um aumento da quantidade adsorvida, ao longo do tempo.

Para os tempos de contacto de 7,5 h e 120 h os valores de percentagem de remocéao
dos dois farmacos nos dois tipos de Ensaio (Il e V) sdo agora bastante diferentes. Os
leitos do Ensaio IV apresentaram valores de remocé&o do diclofenac de 37% e de 40%,
para os tempos de contacto de 7,5 h e 120 h respetivamente, enquanto o leito
constituido pela matriz modificada pela adicdo de CA (Ensaio V) apresenta valores de
remocao do diclofenac de 86,21% e de 95,66% para os mesmos tempos de contacto
(figura 3.8).
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No caso da furosemida, no Ensaio 1V, as percentagens de remocé&o para os tempos de
contacto de 7,5 h e 120 h foram de 36,83% e 38,37 % respetivamente, enquanto no
Ensaio V foram de 76,15% e 83,12% respetivamente (figura 3.9). Estes valores p6em
em evidéncia a contribuicdo dos fendémenos de adsorcdo rapidos que ocorrem
inicialmente na superficie dos CA, mas também da presenca de fenémenos de
adsorcao mais lentos que ocorrem devido a fenédmenos de rearranjo na superficie dos
CA e que favorecem o aumento da remocao, dos farmacos em estudo, ao fim de um

periodo mais longo.

Nos leitos plantados com Typha foi também adicionada uma pequena quantidade de
CA para avaliar a influéncia do mesmo no desempenho dos LCM na remocdo dos
farmacos. Quando comparamos o desempenho de remocdo do diclofenac e da
furosemida nos leitos, Ensaios | (matriz+plantas) e Il (matriz+plantas+CA) é possivel

verificar um aumento da percentagem de remogéao de todos os farmacos no Ensaio Il

A comparacao entre os Ensaios | e Il coloca novamente em evidéncia a contribuigdo
da adsorgdo na superficie do CA para o aumento da percentagem de remo¢ao dos
dois farmacos. Apds 0,5h de contato, no Ensaio | (leito plantado com Typha, sem CA
na matriz), as percentagens de remocdo eram de 29,13% e 36,37% para o diclofenac
e furosemida, enquanto que no Ensaio Il, que contém CA na composicao da matriz, as
percentagens de remocao dos dois farmacos mais do que duplicaram em relacdo aos
valores obtidos no Ensaio I, sendo de 76,94% e 77,33% para o diclofenac e

furosemida respetivamente.

Com a continuacdo do tempo de contato, os leitos do Ensaio | apresentaram valores
de remocédo do diclofenac de 67,68% e de 77,74%, para os tempos de contacto de 7,5
h e 120 h respetivamente, enquanto o leito constituido pela matriz modificada pela
adicdo de CA (Ensaio Il) apresenta valores de remocéo de diclofenac de 92,71% e de

99,5%, para os mesmos tempos de contacto (figura 3.8).

No caso da furosemida, no Ensaio |, as percentagens de remocao para os tempos de
contacto de 7,5 h e 120 h foram de 63,95% e 69,78 %, enquanto no Ensaio Il foram de
86,12% e 92,01% respetivamente (figura 3.9). Estes valores pdem em evidéncia a
contribuicdo dos fendmenos de adsorcdo rapidos que ocorrem inicialmente na
superficie dos CA, mas também da presenca de fendbmenos de adsor¢cdo mais lentos
gue ocorrem devido a fenébmenos de rearranjo na superficie dos CA e que favorecem

0 aumento da remocéo, dos farmacos em estudo, ao fim de um periodo mais longo.

Finalmente, uma comparacédo entre as eficiéncias de remocao dos dois farmacos nos

leitos cuja matriz tinha na sua composicdo um aditivo de CA, mas que se
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diferenciavam pela presenca de plantas permite realgar o papel das plantas para a

remocao continua ao longo de todo o tempo que decorreram 0S ensaios.

A comparacdo dos resultados obtidos nos Ensaios Il e V coloca novamente em
evidéncia a contribuicdo das plantas para o aumento da percentagem de remocdo dos
dois farmacos. Apos 0,5h de contato, no Ensaio V (leito com CA na matriz, mas nédo
plantado), as percentagens de remogé&o eram de 68,53,% e 63,06% para o diclofenac
e furosemida respetivamente, enquanto que no Ensaio Il (leito com CA na matriz, mas
plantado com Typha), as percentagens de remocdo dos dois farmacos eram

superiores em 8,4% e 14,3% para o diclofenac e furosemida, respetivamente.

Com a continuagéo do tempo de contato, os leitos do Ensaio V apresentaram valores
de remocé&o do diclofenac de 86,12% e 95,66% para os tempos de contacto de 7,5 h e
120 h respetivamente, enquanto o leito constituido pela matriz modificada pela adigdo
de CA (Ensaio Il) apresenta valores de remoc¢éo do diclofenac de 92,71% e de 99,5%

para os mesmos tempos de contacto (figura 3.8).

No caso da furosemida, no Ensaio V, as percentagens de remocao para os tempos de
contacto de 7,5 h e 120 h foram de 76,15% e 83,12 % respetivamente, enquanto no
Ensaio Il foram de 86,12% e 92,01% respetivamente (figura 3.9).

O incremento nas percentagens de remocao dos farmacos em estudo verificado entre
estes dois leitos (Ensaio V e Il) & assim atribuido a contribuicdo das plantas para o
processo de remocao.

As eficiéncias de remocdo dos dois farmacos estudados, diclofenac e furosemida,
obtidas nos varios ensaios, sdo apresentadas na figura 3.10, para fins de comparacéao
das eficiéncias de remocao dos diferentes leitos LCM na remoc¢ao dos dois compostos.
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Figura 3.10 Comparacado da remocao dos dois farmacos nos diferentes leitos.

Comparando as eficiéncias de remocao do diclofenac e da furosemida nos diferentes
tipos de Ensaio (figura 3.10) verificou-se que os resultados obtidos para os dois
farmacos nos leitos s6 com matriz (Ensaio IV), em que o principal processo
responsavel pela remogédo dos farmacos € a adsorcdo aos materiais argilosos, séo
muito semelhantes. Tal podera estar relacionado com o facto de estes dois farmacos
apresentarem alguma semelhanca nas suas estruturas, bem como em algumas das
propriedades fisico-quimicas com maior influéncia nos processos de adsorcdo, em
especial o valor de pKa (tabela 1.5). Na realidade, como ja foi referido anteriormente,
ao pH do meio (entre 8 e 9) os dois farmacos estdo predominantemente
desprotonados (aniénicos), pelo que deverao estabelecer o mesmo tipo de interacdes

(essencialmente eletrostaticas) com a matriz de suporte.

Por sua vez, as percentagens de remocédo do diclofenac, obtidas nos restantes leitos,
quer nos que continham CA na composicado da sua matriz, quer plantados com Typha
ou ndo plantados, foram sempre superiores as obtidas com a furosemida (figura 3.10).
Esta diferenca pode estar relacionada com a diferenca do pKa do diclofenac, que
sendo superior ao pKa da furosemida contribui favoravelmente para a adsor¢cédo do
mesmo, nos diferentes constituintes da matriz que apresentam caracteristicas
essencialmente bésicas. Na realidade, o CA foi adicionado em quantidades

relativamente baixas em comparacdo com as quantidades de LECA e vermiculite
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utilizadas, mas o CA utilizado também exibe propriedades essencialmente basicas

(PHpzc =8.12), 0 que também contribui para o bom desempenho dos leitos.

No Ensaio | (leito plantado) a remocdo do diclofenac é superior & remoc¢do da
furosemida. Na realidade, dada a diferenca entre os valores da hidrofobicidade dos
dois compostos, seria previsivel uma remoc¢éo pelas plantas diferenciada. Como ja foi
referido anteriormente, compostos organicos xenobidticos como a furosemida e o
diclofenac, ndo possuem transportadores especificos nas membranas celulares,
movendo-se para o interior da planta e dentro dos tecidos vegetais por simples difuséo
(transporte passivo) (Pilon-Smits, 2005). No entanto, a absor¢éo e translocacao destes
compostos pelas plantas esta dependente das suas propriedades fisico-quimicas, em
particular, a sua hidrofobicidade, a qual € normalmente avaliada em termos do valor de
log Kow (Dietz e Schnoor, 2001; Pilon-Smits, 2005). Tal como ja foi referido
anteriormente, os valores de log Kow considerados ideais (ndo excessivamente
hidrofilicos nem excessivamente hidrofébicos para conseguirem atravessar
membranas celulares e se manterem solUveis em agua) situam-se na gama de 0,5 <
log Kow < 3,5. Assim, a furosemida, com um log Kow de 2,03 (tabela 1.5) € um
composto moderadamente hidrofobico e que se prevé que possa ser parcialmente
adsorvido as raizes, mas também possivelmente absorvido pelas plantas e
translocado para as suas partes aéreas. De facto, em estudos realizados em
hidroponia por Machado em 2020, foi detetada a presenca de furosemida em folhas de
Typha o que demonstra que esta planta consegue efetivamente absorver e translocar
para a parte aérea este composto. Outros farmacos moderadamente hidrofébicos,
como € o caso da carbamazepina (log Kow = 2,45), também ja foram detetados nas

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

Por outro lado, o diclofenac, sendo um composto mais hidrofébico (log Kow = 4.51),
embora possa sofrer absorcao radicular e consequente translocagdo/metabolizagéo no
interior dos tecidos vegetais, seria de esperar que estivesse maioritariamente sujeito a
adsorcao/imobilizacdo nas paredes celulares e camada lipofilica das raizes das
plantas. Assim, a maior remocao deste composto nos leitos plantados contraria a visdo
comummente aceite. Existem, no entanto, alguns estudos que sugerem que o valor de
log Kow do composto pode néo ser o Unico fator a determinar a sua tendéncia para ser
absorvido pelas plantas e ha alguns casos de compostos capazes de atravessar
membranas de plantas, apesar de possuirem um elevado log Kow (Kummerer, 2004). O
potencial para um composto ser removido por uma dada planta pode estar dependente
de outros fatores, tais como a sua concentracdo inicial, o tamanho da molécula, a

anatomia e o sistema radicular da planta, a fase de desenvolvimento vegetativo da
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planta, etc. (Chaudhry et al., 2005). Assim, o caso do diclofenac podera incluir-se
nestas excecgdes. Por outro lado, uma menor tendéncia do diclofenac para ser
absorvido pelas plantas pode também ser contrariada por uma maior tendéncia do
composto em ser adsorvido nas suas raizes ou nos biofilmes que se desenvolvem
sobre a superficie da matriz, os quais tém maior afinidade para compostos mais

hidrofébicos.

O desempenho inferior face a remocédo da furosemida pode ser atribuida a dificuldade
gque a molécula tem em aceder ao interior dos poros presente nos varios componentes
da matriz, com especial destaque para os poros de pequenas dimensdes que se
encontram presentes no CA que foi usado como aditivo na matriz dos LCM. O CA da
Panreac apresenta um volume poroso relativamente elevado, com tamanho médio de
poros na ordem dos 0,97 nm de didmetro e o diclofenac e furosemida apresentam
dimensdes na ordem de 0,97 x 0,96 nm (Sotelo et. al., 2014) e 1,05 x1,36x 0,49 nm
(Le et al., 2019), respetivamente. Com base nas dimensfes dos dois farmacos, é
possivel concluir que a furosemida ter4 alguma dificuldade em aceder ao volume

poroso disponivel, principalmente aos poros mais estreitos.

3.3.4. Estudo cinético
A eficiéncia de tratamento em LCMs é funcdo, entre outros fatores, do tempo de

retencdo hidraulico. Para maximizar esta eficiéncia, o tempo de residéncia da agua
contaminada dentro do leito deve ser o suficiente para garantir a remocao fisica,
quimica e biolégica dos poluentes. Por sua vez, o valor 6timo para o tempo de
residéncia é dependente de outros fatores como a configuragdo do leito, a taxa de
inundacédo, a area superficial disponivel, a espécie e a densidade de plantas
selecionadas, o tipo de matriz de suporte, a populacdo microbiana e as condi¢des

climatéricas.

E normalmente a atividade da componente biota que condiciona a definicdo do tempo
de retencdo do efluente no LCM, pois geralmente o0s processos biolégicos de
degradacdo dos poluentes apresentam cinéticas mais lentas do que 0Ss processos
fisicos e quimicos de tratamento. Um periodo entre os 4 e 15 dias é normalmente
considerado o tempo necessario para que a remocao dos poluentes em LCMs seja
eficiente (Metcalf e Eddy, 1991), sendo o periodo de 6-7 dias considerado 6timo para o

tratamento dos efluentes domésticos em LCMs (Cooper et al., 1996).

Contudo, este periodo depende das caracteristicas e da concentracao dos poluentes e
de todos os outros fatores acima mencionados. Tempos de residéncia mais longos no

leito permitem um contacto mais prolongado dos poluentes com os componentes dos
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LCMs, resultando assim em maiores eficiéncias de remocao. No entanto, tempos de
residéncia demasiado longos também podem permitir a estagnagcédo do efluente e a
criacdo de condicGes anaerobias, para além de exigirem uma area mais extensa para
a implementacéo dos leitos. Por outro lado, tempos de retencdo reduzidos podem néo
ser suficientes para que ocorram muitos dos processos responsaveis pela remocao
dos poluentes. Assim, torna-se fundamental avaliar a influéncia do tempo de retencdo
na eficiéncia de remocédo dos poluentes nos leitos, de modo a obter a maior eficiéncia

de tratamento no menor periodo de retencao possivel.

Em estudos realizados com o objectivo de avaliar a influéncia do tempo de retencao
na remocao de farmacos em LCMs, os tempos mais testados variaram entre 1 a 10
dias, incidindo com frequéncia no intervalo de 2 a 6 dias (Verlicchi e Zambello, 2014;
Llyas e Hullebusch, 2019; Zhang et al, 2014; Gorito et al, 2017, llyas e Hullebusch,
2020). Nestes estudos conclui-se que o tempo de retengdo é, sem duvida, um
parametro com uma influéncia fundamental na eficiéncia de remog¢é&o de farmacos nos
LCMs.

Assim, efetuou-se o estudo cinético de remocao do diclofenac e da furosemida nos
diferentes ensaios, realizados até uma duracdo maxima das experiéncias de 120 h. Os
ensaios foram realizados em descontinuo de modo a mais facilmente caracterizar o
perfil cinético dos processos de adsorpcao. Ainda que os sistemas reais sejam muitas
vezes operados em continuo, este € um passo de estudo essencial para definir certos
parametros de operacdo, em particular o tempo de retencdo hidraulica, que mais
facilmente se obtém em estudos em descontinuo. Naturalmente que, numa fase
posterior, estes parametros deduzidos a partir destes estudos terdo que ser afinados
em ensaios realizados em condicbes mais proximas das situacdes reais,

nomeadamente em operacdo em continuo, se for o caso do sistema a implementar.

Nas figuras 3.11 e 3.12 estdo apresentados os perfis cinéticos determinados nos

diferentes ensaios/leitos para o diclofenac e para a furosemida respetivamente.
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Figura 3.11 Cinética de remocéo do diclofenac nos ensaios.

Durante o periodo de realizacdo das experiéncias a remocéao do diclofenac aumentou
continuamente em todos 0s ensaios até atingir o equilibrio. O equilibrio foi atingido
entre as 24h e 48h de contacto em todos os sistemas com excecao do leito constituido

pela matriz + plantas (Ensaio I) onde o equilibrio sé foi atingido as ~ 96h.

Y

No que diz respeito a cinética de remocgdo do diclofenac nos diferentes ensaios

realizados verifica-se que é na fase inicial até as 7,5 horas, que o processo de
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remogao é mais rapido, continuando depois a remog&o em todos 0s ensaios, contudo

com uma evolugcao mais lenta.

Sendo de notar que, em todos 0s ensaios, € na primeira meia hora que o processo de
remocao € mais rapido, continuando até as 7,5 horas a registar-se um comportamento
de remocéo idéntico, embora com eficiéncias/quantidades removidas diferentes, para
todos os ensaios a excecdo do ensaio constituido pela matriz+plantas (linha azul)

onde a taxa de remocao é muito superior em comparacado com 0s restantes leitos.

Na figura 3.12 apresentam-se os perfis cinéticos de remocdo da furosemida,

determinados nos diferentes ensaios, até uma duracdo maxima de 120 h.
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Figura 3.12 Cinética de remocéo da furosemida nos ensaios.
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Também com a furosemida se verificou que o equilibrio é atingido entre as 24 e as 48
horas, em todos o0s sistemas, exceto para o leito com matriz+plantas (Ensaio I) onde o
equilibrio s6 ocorre aproximadamente as 96 horas. Observa-se que, como aconteceu
com o diclofenac, sdo nas primeiras 7,5 horas onde ocorre um processo de remocao
do farmaco mais rapido e que depois deste pico inicial o crescimento da taxa de

remocao continua a ocorrer mas de forma mais moderada em todos 0s ensaios.

Para complementar a informacdo sobre a remoc¢ao dos dois farmacos ao longo do
estudo, sdo apresentados os ajustes dos dados cinéticos experimentais aos modelos
de cinética de pseudo-primeira ordem (no periodo inicial, até as 7,5h) e de pseudo-
segunda ordem (ajustes em trés diferentes periodos: no periodo inicial, até as 7,5h; no
periodo desde as 24h até ao final, 120h; e em todo o periodo de duracdo do ensaio).
De facto, estes dois modelos cinéticos sdo os que tém mostrado ajustar-se melhor aos
processos de adsorgcdo de varios farmacos incluindo a furosemida (Machado, et al.,
2017).

A forma linearizada do modelo cinético de pseudo-primeira ordem é dada pela

equagao 2:

In(q, - q,)=-kt+In(g, ) @

onde ge representa a quantidade de adsorbato adsorvida no equilibrio (mg g?), o
representa a quantidade de adsorbato adsorvida no tempo t (mg g?), k: € a constante

de velocidade de pseudo-primeira ordem (h') e t € o tempo de contacto (h).

A forma linearizada do modelo cinético de pseudo-segunda ordem é dada pela

equagéao 3:

t_ 1 +it 3
g k,a; g, ©

onde os simbolos da equacéo anterior mantém o mesmo significado e k. € a constante

de velocidade de pseudo-segunda ordem (g mg?* h'%).

Nas tabelas 3.3 e 3.4 sdo apresentados 0s parametros cinéticos para as remogdes da
furosemida e do diclofenac, obtidos a partir dos ajustes dos dados cinéticos a curvas
de pseudo-primeira ordem ou pseudo-segunda ordem, as quais sdo apresentadas nas
figuras 3.13 e 3.14.
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Tabela 3.3 Parametros cinéticos da remocao da furosemida nos ensaios.

05-75h 05-75h 24 -120h 0-120h

Qexp k1 Qcalc R? ko Qcalc R? k> Ccalc R? k2 Qcalc R?

0.002102 0.2053 0.000365 0.9905 5.948725 0.002028 0.9993 671.7772 0.002122 1 51.66146 0.002102 1

0.003822 0.2511 0.002082 0.9987 71.08298 0.003604 0.9876 1358.776 0.003889 0.9998 210.0806 0.003828 0.9998

0.004554 0.1565 0.001209 0.994 7.867311 0.004195 0.9977 1998.815 0.004651 0.9996 113.5829 0.004532 0.9996

0.005041 0.1311 0.00083 0.9883 1.753327 0.004729 0.9995 206.4878 0.005072 0.9999 28.40641 0.005035 0.9999

gexp: 0 valor experimental da quantidade de adsorbato adsorvida no equilibrio (Mg composto g™ material); ki: constante de velocidade de pseudo-primeira ordem (h1); gearc: 0 valor
calculado, a partir da equacdo modelo, para a quantidade de adsorbato adsorvida no equilibrio; k2: constante de velocidade de pseudo-segunda ordem (g mg? h?); R2
coeficiente de determinacéo.
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Tabela 3.4 Parametros cinéticos da remocao do diclofenac nos ensaios.

05-75h 05-75h 24-120h 0-120h

Clexp ki Olcalc R? k2 Clcalc R? k2 Clcalc R? k2 Olcalc R?
0.001794 0.1912 0.000629 0.9905 42.91485 0.001658 0.996 7448.045 0.001829 0.999 387.0812 0.001772 0.9993
0.003422 0.2232 0.002365 0.9965 208.1052 0.003129 0.9725 2508.381 0.003501 1  556.2473 0.00344 0.9998
0.004211 0.148 0.001273 0.9904 10.94216 0.003802 0.9973 1984.106 0.00429 0.9997 149.4232 0.00419 0.9997

0.00438 0.1621 0.001016 0.9905 5.427659 0.004086 0.9984 290.0745 0.004407 0.9999 48.64759 0.004374 0.9999

Jexp: O Valor experimental da quantidade de adsorbato adsorvida no equilibrio (Mg composto g™ material); k1: constante de velocidade de pseudo-primeira ordem
(h'Y); geac: 0 valor calculado, a partir da equagédo modelo, para a quantidade de adsorbato adsorvida no equilibrio; k2: constante de velocidade de pseudo-

segunda ordem (g mg! h'1); R% coeficiente de determinacao.
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Figura 3.13 Ajustes dos dados cinéticos experimentais do diclofenac aos diferentes

modelos. a) cinética de pseudo-primeira ordem (no periodo inicial, até as 7,5h); b)

cinética de pseudo-segunda ordem (no periodo inicial, até as 7,5h); c) cinética de

pseudo-segunda ordem (no periodo desde as 24h até ao final, as 120h); e d) cinética

de pseudo-segunda ordem (em todo o periodo de duracdo do ensaio).
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Figura 3.14 Ajustes dos dados cinéticos experimentais da furosemida aos diferentes

modelos. a) cinética de pseudo-primeira ordem (no periodo inicial, até as 7,5h); b)

cinética de pseudo-segunda ordem (no periodo inicial, até as 7,5h); c) cinética de

pseudo-segunda ordem (no periodo desde as 24h até ao final, as 120h); e d) cinética

de pseudo-segunda ordem (em todo o periodo de duracao do ensaio).

Dos ajustes de varias fases dos processos de remocao dos farmacos aos modelos

cinéticos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem, que se podem observar

nas figuras. 3.13 e 3.14, e cujos parametros sdo apresentados nas tabelas 3.3 e 3.4,

pode se deduzir que na fase inicial (0,5h-7,5h) os processos de remoc¢éo de ambos os

farmacos seguem uma cinética que se caracteriza melhor pelo modelo de pseudo-

segunda ordem (R? mais préoximos de 1) excepto no sistema de Matriz+Plantas

(Ensaio 1) onde o ajuste ao modelo de pseudo-primeira ordem se revela melhor. Por

outro lado, tanto no periodo de 24h-120h como para a duracao total da experiéncia, o
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modelo de pseudo-segunda ordem ajusta-se sempre melhor aos dados experimentais
para todos 0s ensaios e para todos os farmacos. Os ajustes ao modelo de pseudo-
primeira ordem sdo bastante fracos quando se considera todo o periodo de duragéo
da experiéncia (R? < 0,7, dados ndo mostrados) e, embora estes sejam melhores no
periodo de 24h-120h (R? entre 0,89 e 0,995, dados ndo mostrados), séo, ainda assim,
piores do que os ajustes ao modelo de pseudo-segunda ordem.

E também notorio da anélise dos parametros cinéticos apresentados nas tabelas 3.3 e
3.4 que, tal como se tinha j& referido no ponto 3.4, se verifica que 0s processos de
remogdo de ambos os farmacos decorrem em duas etapas distintas, sendo o0s
parametros cinéticos (em especial 0 kz) obtidos para os modelos de pseudo-segunda
ordem no periodo de 0,5h — 7,5h bastante diferentes (e maiores) dos obtidos para uma
cinética do mesmo tipo mas no periodo de 24h — 120h, revelando portanto alguma
alteracdo no mecanismo de remogéo. Além do mais, a cinética no primeiro periodo é
bastante mais rapida do que no periodo seguinte, pelo que a vantagem em prolongar o
processo de tratamento com tempos de retencéo hidraulica superiores a 24h reduz-se
significativamente e os ganhos em remocé&o adicional dos farmacos poderdo néo

justificar os custos de dimensionamento para tempos de retencdo mais prolongados.

3.4. Resposta fisiologica das plantas ao stress abiotico
No estudo realizado, a exposicdo das plantas de Typha spp. aos farmacos e a

possivel absorgdo de alguns desses compostos poderia ser um fator de stress abiotico
para as plantas, que se poderia manifestar através de uma possivel alteragdo de
alguns parametros fisiolégicos (e.g. crescimento, formacédo de rebentos, fotossintese)
e bioquimicos (e.g. atividade de enzimas antioxidantes). Assim, de modo a se
proceder a uma primeira avaliacdo dos possiveis efeitos causados por este fator de
stress, determinou-se a taxa de crescimento relativo (TCR) da folha maior e da menor,
em todas as plantas usada nos ensaios. Os valores obtidos, nas plantas expostas a
solucdo de farmacos (Ensaio | e Il), foram comparados aos obtidos nas plantas do

controlo (Ensaio IlI).

O efeito de fitoxicidade dos farmacos nas plantas foi ainda avaliado através da
contagem do numero de novas folhas de cada planta, da observacdo de novos
rebentos e da inspecdo visual do aspeto das plantas (aparecimento de cloroses,

necroses, etc.) durante todo o periodo de realizacao da experiéncia.
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As taxas de crescimento relativo (TCR) das folhas maior e menor das plantas nos
diferentes ensaios, foram calculadas recorrendo a equacgéo proposta por Hunt (Gracia-
Lor et al., 2012):

B In p, —In p,
f

TCR

onde p: e p2 sdo respetivamente o tamanho inicial (cm) e final (cm) das folhas, e ot é
o periodo de duracdo do ensaio em horas. Os resultados obtidos estdo apresentados
na figura 3.15.
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Figura 3.15 Taxa de crescimento relativo médio da folha maior, da menor e do
tamanho médio das plantas para um tempo de estudo de 120 horas. Diferentes letras

significam valores significativamente diferentes para P<0.05.

Comparando as taxas de crescimento relativo médias das folhas maior e menor, bem
como do tamanho médio das plantas dos Ensaios I, Il e lll, ndo se verificam diferencas
significativas no crescimento de nenhuma das folhas. Embora no caso das folhas
menores o valor médio da TCR, para as plantas expostas aos farmacos (Ensaio | e Il),
fosse ligeiramente superior ao observado para o ensaio controlo (Ensaio Ill). Como ja
foi referido anteriormente, essas diferencas ndo sédo estatisticamente significativas e
resultam de uma elevada dispersao dos valores (variancia) para as varias plantas. Tal
dispersédo de resultados, que limita o alcance da sua interpretacdo, podera ser devido
a amostra (numero de pés de plantas) ser relativamente pequeno e o estado de

crescimento das plantas ndo ser suficientemente homogéneo. Desta forma, e pelos
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dados observados na figura 3.15, ndo se pode garantir que os farmacos tenham tido

um efeito notdrio, nem de inibicdo nem de estimulo no crescimento das plantas.

O mesmo comportamento foi verificado num estudo de Dordio et al., (2011), onde foi
verificado que a capacidade da Typha spp. em remover um farmaco, no caso a

carbamazepina, sem se verificar efeitos significativos de toxicidade na planta.

Da inspecéo visual feita as plantas expostas aos farmacos, ao longo do periodo de
realizacdo da experiéncia néo se verificaram quaisquer sinais de toxicidade, tais como
0 aparecimento de cloroses (amarelecimento das folhas), folhas murchas ou secas na
parte superior. Ha ainda a referir que nos cinco dias de duracdo da experiéncia

verificou-se o aparecimento de novas folhas e rebentos em todos os Ensaios.
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IV ConclusOes e perspectivas
futuras

Padgina |81



Papel da matriz composta por materiais argilosos e carvao ativado na remogéo de farmacos em LCM

4. Conclusoées e perspetivas futuras
Este trabalho constitui uma abordagem inicial & potencial utilizacdo dos leitos
construidos de macrofitas (LCMs) que se pretende otimizar para a remocdo dos

farmacos selecionados de aguas contaminadas.

Numa primeira fase, neste estudo avaliou-se a eficiéncia de um microcosmos de leitos
construidos de macrdfitas, utilizando uma mistura de LECA 2/4 e vermiculite esfoliada
3 (1:1, v:v) como matriz de suporte e plantado com Typha spp., para a remoc¢ao de
diclofenac e furosemida de uma solucdo aquosa, tendo-se obtido elevadas eficiéncias
de remocao dos dois farmacos (78% e 70%, respetivamente), ao fim de 120 horas de
contacto, para uma concentracdo inicial de 2,5 mg L* de cada um dos farmacos
presentes em solucdo. A cinética da remocdo dos farmacos no microcosmos foi
caracterizada por uma fase inicial rapida até as 7,5 horas, prosseguindo depois a
remocdo, mas a uma taxa mais lenta. O equilibrio foi atingido, em geral, entre as 24 e
as 48 horas de contacto entre as solu¢des de farmacos e os sistemas de LCM, com
algumas excec¢des em que equilibrio s6 foi atingido ap6s 96 horas de contacto. Estes
resultados demonstram o potencial destes sistemas para tratar aguas contaminadas
com este tipo de poluentes, neste caso particular onde se encontravam quatro

farmacos presentes em solugédo, num tempo de contacto relativamente curto.

Nos LCMs, a remocédo de poluentes é alcancada através de uma interagcdo complexa
entre 0os seus componentes. Deste modo, a eficiéncia de remog&o de poluentes pelos
LCMs pode ser significativamente melhorada através da selecdo cuidadosa desses
componentes (a matriz de suporte, as plantas e a populacdo microbiana) de forma a
maximizar o papel desempenhado por cada um deles na remocdo dos poluentes.
Assim, neste trabalho deu-se particular atengdo ao estudo do papel da matriz de
suporte na remocao dos farmacos e a otimizagdo da sua composi¢cdo. Pretendeu-se
também avaliar o papel das plantas na remo¢do dos compostos de modo a tentar

encontrar formas de otimizar também a ag¢édo deste componente.

Verificou-se que a matriz de suporte utilizada nos leitos (LECA + vermiculite), foi
responsavel pela remocéo de cerca de metade (53%-54%) da quantidade inicial dos
farmacos presente na solucdo. Verifica-se assim que a mistura de materiais testada
demonstra possuir uma boa capacidade de adsorcdo dos farmacos estudados,
contribuindo com uma grande parte da sua remoc¢éao. Por outro lado, devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, estes materiais apresentam também um poder tampao
gue mantém o pH do meio préximo de 7, criando assim condigces mais propicias ao
desenvolvimento dos microrganismos e plantas. Adicionalmente, estes materiais

apresentam também propriedades de porosidade e condutividade hidraulica
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adequadas para o bom funcionamento dos leitos, constituindo, por todas estas razoes,

uma boa opcdo para a matriz de suporte de LCMs destinados a remocdo dos
farmacos estudados.

Apesar dos bons resultados obtidos para a mistura, inicialmente, utilizada como matriz
de suporte procurou-se estudar o aumento da capacidade da matriz na retencdo dos
dois farmacos adicionando, & mesma, uma pequena quantidade de carvao ativado em
pé. De facto, com a adicdo de carvdo ativado conseguiu-se obter um aumento
significativo das percentagens de remocéo do diclofenac e da furosemida tanto no leito
plantado (remogdes finais de 99,5% e 92%, respetivamente) como nos leitos n&o
plantados (remocg0es finais de 96% e 83%, respetivamente), tendo também tornado
mais rapida a cinética da remocao dos dois farmacos. Estes resultados demonstram
as potencialidades deste material para a adsor¢cédo destes poluentes. No entanto, a
granulometria do carvdo ativado testado pode constituir um problema para a sua
utilizacdo nos LCMs, especialmente em sistemas em modo continuo, dada a facilidade
com que este adsorvente, que foi utilizado sobre a forma de um po6 fino, quando em
suspenséo, se perde na corrente de saida. Antes de considerar a sua aplicagdo em
LCMs, serd, portanto, necessario estudar alguma forma de aprisionar o carvdo em pé
no leito, por exemplo através de uma estratificacdo dos materiais que dificulte a
formacdo da suspensdo de carvdo ativado. Por outro lado, o custo deste material
podera também ser uma condicionante na sua aplicacdo a uma escala maior. Uma
possivel aplicacdo de interesse e mais economicamente viavel podera ser a sua

utilizacéo pontual em situagdes de pico de carga poluente.

Em estudos futuros com o objetivo de otimizar o papel da matriz no aumento da
eficiéncia de remocédo de farmacos em LCMs, alguns tépicos de interesse a serem
abordados poderdo ser a avaliacdo de matrizes de suporte usando 0s mesmos
materiais estudados neste trabalho (LECA, vermiculite e carvdo ativado) mas testando
diversas disposicOes (tais como a sua estratificacdo em camadas horizontais) e
diferentes propor¢cdes dos materiais. Poderd também testar-se granulometrias
diferentes destes materiais. No entanto, a procura de outros materiais, especialmente
os de baixo custo e facil acessibilidade, deve continuar estendendo a escolha, por
exemplo, a sub-produtos da industria ou desperdicios da atividade agricola. Também
deverd no futuro ser um objetivo ampliar a gama de farmacos testados, tendo em
conta as classes terapéuticas e os principios ativos de maior consumo e devem
também ser testadas outras concentracfes dos farmacos eventualmente mais

proximas das concentragbes ambientais.
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Apesar de a matriz de suporte ser responsavel pela remocao de cerca de metade da
guantidade de farmacos presente em solugcdo, a presenca de plantas nos LCMs
contribuiu para uma remogéo adicional de diclofenac de ~37% e de furosemida de
~32% ao fim de 120 h de contacto. Deve-se notar que a realizacdo das experiéncias
decorreu num periodo de primavera, 0 que corresponde a uma fase de crescimento

das plantas com maxima atividade vegetativa.

Esta elevada eficiéncia de remocdo obtida no leito plantado podera resultar da
ocorréncia de Varios processos que estao relacionados, direta ou indiretamente, com a
presenca das plantas no sistema. Em concreto, a adsor¢ao dos farmacos as raizes e
rizomas das plantas; a absor¢cdo dos farmacos pelas raizes; um aumento da
biodegradacdo na matriz, em particular na rizosfera; e ainda a
transformacgéo/degradacdo dos compostos catalisada por enzimas presentes nesses
exsudados sd@o alguns dos principais processos responsaveis pela remocgdo de

farmacos que podem ser atribuidos a componente bi6tica.

Em trabalhos futuros seria interessante estudar de forma mais aprofundada o papel
das plantas Typha spp. na remogéo destes e de outros farmacos, nomeadamente a
sua capacidade de absorver, translocar para as partes aéreas e possivelmente

metabolizar os compostos.

No que diz respeito a potencial fitotoxicidade para as plantas de Typha spp. provocada
pelos farmacos estudados, a partir da inspecao visual das plantas e determinacéo das
suas taxas relativas de crescimento ndo foram aparentes efeitos significativos de
toxicidade atribuiveis a sua exposicdo aos farmacos. No entanto, esta avaliacdo é
bastante preliminar e seria interessante em trabalhos futuros estudar este tépico com
mais profundidade, nomeadamente através da determinacdo de parametros
fisiolégicos tais como alteracbes de pigmentos fotossintéticos e a avaliagdo de
parametros bioquimicos tais como a resposta do sistema enzimatico responsavel pela

protecdo aos efeitos de stress oxidativo.

Dadas as qualidades exibidas pela Typha spp., a espécie pode ser considerada como
uma boa candidata para ser utilizada em LCMs para tratamento de &guas
contaminadas com os farmacos estudados. No entanto, apesar dos resultados
positivos obtidos nestes ensaios, deve ser considerada a hipotese de, em estudos
futuros, serem testadas outras espécies (por ex., Phragmites australis). A possibilidade
de serem utilizadas véarias espécies de plantas também deve ser equacionada como
uma opc¢ao adicional de otimizacdo destes sistemas. Também pode ser otimizada a

densidade de plantas a utilizar.
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Em futuros trabalhos de avaliagdo da eficiéncia dos LCMs deverdo ser testadas
condigbes mais realistas, em particular visando aspetos de primordial importancia tais
como a influéncia da complexidade das matrizes de &guas residuais reais nas
eficiéncias de remocao destes e outros farmacos, o impacto resultante de periodos de
operagdo mais longos envolvendo varios ciclos de carga de influente nos sistemas,
sensibilidade da performance dos sistemas as condicbes ambientais e climaticas (em
especial, influéncias sazonais nas eficiéncias de remocdo e nas cinéticas dos
processos), diferencas entre modo de operacdo em continuo relativamente ao modo
de operacdo em descontinuo (testado em laboratério), bem como possiveis perdas de
eficiéncia no aumento de escala desde o microcosmos até a uma escala
real/industrial. No processo de aumento de escala, deverdo ser necessarias
otimiza¢des adicionais, incluindo o estabelecimento dos tempos de retengédo O6timos
para um modo de operacdo em continuo ou intermitente, bem como a avaliagéo das

taxas de inundagéo otimas.

Apesar da necessidade de esclarecer os pontos acima mencionados bem como outros
gue importa ainda aprofundar antes da real implementacdo destes sistemas, 0s
resultados obtidos neste trabalho permitem, no entanto, encarar com otimismo esta
alternativa de tratamento para a remocdo de farmacos de efluentes e sugerem a

continuacgdo do investimento no estudo deste tipo de sistemas.
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6. Anexo |

Como referido no ponto 2.2.1 da metodologia experimental, procedeu-se a uma
varriemento do espectro eletromagnéticos na zona de UV, entre os c.d.o. de 190 e 300
nm, de uma solucdo padrdo contendo os quatro farmacos utilizados nos ensaios
(diclofenac, furosemida, trimetorpim e sulfametoxazol) com uma concentracdo de 10
mg L%, de forma a determinar o valor de comprimento de onda no qual as

adsorvancias apresentavam um valor maximo (figura 1.1).
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Figura I.1 Espectro de absorcéo das solucdes de diclofenac, furosemida, trimetoprim e
sulfametoxazol com identificacdo do valor de comprimento de onda onde se realizou a

guantificacéo dos farmacos

O comprimento de onda escolhido para tracar o perfil cromatografico foi de 270 nm
porque, apesar de ndo corresponder ao maximo de absorvancia dos compostos
estudados na gama UV/Vis, foi a solugcdo de compromisso que permitiu a

gquantificacdo simultanea de todos os compostos.
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