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resumo 
 

 

A pandemia de COVID-19, provocada pelo vírus SARS-CoV-2, teve um 
impacto severo na saúde pública, causando milhões de mortes a nível 
mundial. Alguns estudos referem a presença deste vírus em águas 
residuais, podendo permanecer viável por vários dias, o que pode levar a 
potenciais riscos para a saúde pública. As águas residuais quando sujeitas 
a tratamentos convencionais de descontaminação microbiana por aplicação 
de luz ultravioleta, de cloro e ozono, reduzem a concentração microbiana. 
No entanto, estes tratamentos, nomeadamente o cloro, levam à formação 
de subprodutos tóxicos, prejudiciais para o homem e o para o meio 
ambiente. Desta forma, é necessário o desenvolvimento de novas técnicas 
de desinfeção alternativas aos métodos convencionais. A terapia 
fotodinâmica antimicrobiana (aPDT), através do uso de 
fotossensibilizadores (PS), de uma fonte de luz e do oxigénio presente no 
meio, é uma abordagem promissora na inativação de vírus, sem contribuir 
para a geração de subprodutos tóxicos. O objetivo deste estudo foi avaliar a 
eficiência da aPDT na inativação do bacteriófago phi6, selecionado como 
um modelo do vírus SARS-CoV-2 em águas residuais. Os ensaios de aPDT 
foram realizados numa solução tampão (PBS) e em água residual tratada 
secundariamente filtrada e não filtrada, na presença da azul de metileno 
(AM) como PS e a uma fonte de luz branca com uma irradiância de 50 mW 
cm-2. Os resultados obtidos indicam que a aplicação da aPDT com AM 
inativou o bacteriófago phi6 em PBS e na água residual de forma eficiente. 
Considerando que os efluentes tratados são libertados no meio ambiente, 
neste trabalho foi também avaliada a toxicidade da solução gerada (efluente 
após tratamento por aPDT) no organismo modelo Daphnia magna. Estes 
ensaios foram desenvolvidos de acordo com o protocolo da OCDE 2004, na 
qual as dáfnias foram expostas à água residual e a vários PSs à 
concentração de 10 μM por um período de 48 horas. Quando estes 
organismos foram expostos a aPDT usando o AM como PS foi possível 
observar uma taxa de sobrevivência de 20%. No entanto, quando este 
tratamento foi realizado com outros PSs, tais como uma porfirina 
tetracatiónica e uma ftalocianina, foi possível verificar que as taxas de 
sobrevivência das dáfnias foram mais baixas do que a obtida com o AM. Os 
resultados da inativação do vírus modelo phi6 sugerem que metodologia 
aPDT com o AM é capaz de fotoinativar eficientemente o modelo do SARS-
CoV-2. Os resultados mostram ainda que a solução que resulta após a 
aplicação de aPDT provavelmente não apresentará toxicidade para os 
organismos presentes no meio recetor, dada a diluição a que este será 
sujeito aquando da sua descarga no meio ambiente 
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abstract 

 
The COVID-19 pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus had promoted 
a severe impact on public health, causing millions of deaths worldwide. 
Several studies reported the presence of this virus in wastewater, which 
may be viable for several days, leading to potential public health risks. 
Wastewater, when treated with conventional methods for microbial 
decontamination by applying ultraviolet light, chlorine and ozone, reduce 
the microbial concentration. However, these treatments lead to the 
formation of toxic by-products, namely the chlorine, harmful to humans and 
to the environment. In this regard, it is necessary to develop alternative 
disinfection techniques to the conventional ones. Antimicrobial 
Photodynamic Therapy (aPDT), through the use of photosensitizers (PS), 
a light source and oxygen present in the medium, is a promising approach 
to virus inactivation, without contributing to the generation of toxic by-
products. Thus, the aim of the study was to evaluate the efficiency of aPDT 
in the inactivation of phi6 bacteriophage, selected as a model of the SARS-
CoV-2 virus, in wastewater. The aPDT assays were carried out in a buffer 
solution (PBS) and in  secondarily treated wastewater filtered and 
unfiltered, in the presence of methylene blue (AM) as PS and a white light 
source with an irradiance of 50 mW cm-2. The results showed that the use 
of aPDT with AM efficiently inactivated the phi6 bacteriophage in PBS and 
in wastewater. Considering that treated effluents are released into the 
environment, this work also evaluated the toxicity of the generated solution 
(effluent after treatment by aPDT) in the model organism Daphnia magna. 
This study was developed according to the 2004 OECD protocol, in which 
daphnia were exposed to wastewater and several PSs at a concentration 
of 10 μM during 48 hours. When these organisms were submitted to the 
aPDT protocol using AM as PS it was possible to observe a daphnia´s 
survival rate of 20%. However, when this treatment was carried out with 
other PSs, such as a tetra-cationic porphyrin and a phthalocyanine, it was 
possible to verify that survival rates of daphnia were lower than the ones 
achieved with AM. The results of the aPDT inactivation of the phi6 model 
virus suggests that this methodology is capable to efficiently 
photoinactivate the SARS-CoV-2 model. Moreover, the solution that results 
of the application of aPDT probably will not present toxicity to the organisms 
present in the medium receptor, due to the dilution that it will be subjected 
to upon discharge in the environment. 
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Figura 6. Fotoinativação do bacteriófago phi6, incubado com azul de metileno (AM) a 5 μM e irradiado com 

luz branca artificial (50 mW cm-2) por 30 minutos, em PBS. .............................................................................38 
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OBJETIVOS E ESTRUTURA DA DISSERTAÇÃO  
 

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar a eficácia da terapia fotodinâmica 

antimicrobiana (aPDT) na inativação do SARS-CoV-2 em águas residuais. Para este estudo 

utilizou-se o bacteriófago (phi6) como modelo do SARS-CoV-2. Os objetivos específicos 

foram: (1) o estudo de várias condições para estabelecimento de um protocolo de aPDT 

eficiente para a inativação do fago phi6 em águas residuais; e (2) avaliar o impacto da 

emissão de água tratada por aPDT num organismo-modelo Daphnia magna, representante 

dos organismos naturalmente presentes nas águas recetoras. 

 

De acordo com os objetivos estabelecidos:  

 O 1º capítulo desta dissertação compreende uma introdução geral às questões 

relacionadas com a descoberta do vírus SARS-CoV-2, a pandemia COVID-19, a 

contaminação das águas residuais pelo vírus, o risco de exposição a essas águas 

contaminadas, os métodos usados no tratamento de águas residuais e a terapia 

fotodinâmica antimicrobiana como uma alternativa na desinfeção das águas 

residuais.  

 O 2º capítulo consiste no estudo da inativação do bacteriófago phi6 em água 

residual usando como metodologia a aPDT. É referido um enquadramento da 

problemática da contaminação das águas residuais por SARS-CoV-2 e de uma 

possível solução para a descontaminação (a terapia fotodinâmica antimicrobiana). 

Neste capítulo é descrito todo o trabalho realizado, desde a configuração 

experimental até à obtenção dos resultados e a discussão dos mesmos. 

 O 3º capítulo consiste na avaliação da toxicidade do fotossensibilizador usado no 

estudo anterior, após este ser irradiado. Para tal, realizaram-se estudos de 

toxicidade com o microcrustáceo Daphnia magna.  
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CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO 
 

Em 11 de Março de 2020 a OMS declarou a situação de Pandemia depois de 114 

países detetarem a nova Síndrome Respiratória Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), cujos  

primeiros casos de pessoas infetadas por este vírus foram detetados em Wuhan (China) em 

finais de 2019. Esta doença foi denominada de COVID-19 pela própria OMS1. 

Filogeneticamente o vírus SARS-CoV-2 pertence ao género Betacoronavírus, e à família dos 

Coronaviridae. Estes vírus podem infetar os humanos, e apresentarem tropismos por 

diversos tecidos, desencadeando doença que vai de moderada a severa, e em certos casos 

pode causar morte2,3. 

Os sintomas mais frequentes desta doença são: tosse, febre, pneumonia grave e 

rinorreia. No entanto, os pacientes podem apresentar outros sintomas como dor de 

cabeça, manifestações neurológicas, dores musculares e sintomas gastrointestinais1,2. A 

diarreia é um sintoma frequente em pacientes com a COVID-19, havendo alguns estudos 

que mostram a presença do SARS-CoV-2 em amostras de fezes3–7. Outros estudos mostram 

que em pacientes infetados pelo vírus, mesmo sem sintomas gastrointestinais ou diarreia, 

apresentam RNA do vírus detetável nas fezes8. 

 Os impactos a nível económico e de saúde pública provocados pela pandemia 

foram sendo mais notórios à medida que as informações e evidências científicas começam 

a fluir. No entanto, os impactos ambientais permanecem como uma lacuna no 

conhecimento e carecem de mais investigação9,10. Apesar de vários estudos mencionarem 

impactos positivos em relação ao ambiente aquático, nomeadamente, a melhoria de 

parâmetros de qualidade da água em corpos de água nas áreas urbanas, como 

consequência da diminuição do fluxo de pessoas, outros estudos citam as consequências 

adversas, destacando o uso excessivo do cloro nas estações de tratamento de águas 

residuais (ETARs) para melhorar os processos de desinfeção e impossibilitar a libertação de 

vírus ativos nas águas recetoras10–14. 

Com a descoberta de novos microrganismos emergentes, como é o caso do SARS-

CoV-2, surgem preocupações relativamente às possíveis vias de transmissão e aos riscos 

que estão associados à propagação destes microrganismos no meio ambiente15. A principal 

via de transmissão do SARS-CoV-2 é através de gotículas respiratórias. Porém  nota-se um 
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crescente interesse sobre a potencial disseminação do SARS-CoV-2 em águas ambientais, 

sobretudo em águas residuais, pois estas contêm excrementos humanos16–18 

As águas residuais são toda a água procedente de residências e equipamentos 

públicos urbanos tais como hospitais, escolas, entre outros, bem como de determinadas 

indústrias (se não necessitar de tratamento específico). Essa água é direcionada, por meio 

da “rede de esgoto”, para estações de tratamento, onde é tratada e posteriormente 

lançada no meio ambiente ou reutilizada para diversos fins19.  

Recentemente, investigadores em todo mundo têm estudado o comportamento do 

SARS-CoV-2 em diversas matrizes de águas residuais. Os primeiros estudos relataram a 

presença de RNA de SARS-CoV-2 em amostras de esgoto na Holanda através da deteção 

por qRT-PCR de 3 genes deste vírus: os genes da nucleocapside (N1-N3) e o gene do 

invólucro lipídico(E).19 

Após epidemias recentes, há uma consciência crescente do risco de exposição a 

patógenos emergentes através de águas residuais. Os agentes patogénicos emergentes 

podem entrar nos sistemas de águas residuais a partir da descarga de agentes patogénicos 

através de dejetos humanos, da criação de animais e dos efluentes hospitalares. Apesar de 

não haver estudos que relacionem a exposição ao SARS-CoV-2 em amostras ambientais e 

o risco que esta apresenta para a saúde humana, é de extrema importância perceber que, 

se a transmissão fecal-oral deste vírus for encarada como uma possível via de transmissão, 

esse problema torna-se importante19,20,21.  

 

1.1) VÍRUS PATOGÉNICOS EM ÁGUAS RESIDUAIS 

 

Os vírus são parasitas intracelulares obrigatórios, constituídos por uma capsíde de 

proteína que pode conter um genoma linear, segmentado ou circular (de RNA ou DNA de 

cadeia simples ou dupla). Esta capsíde pode ou não estar envolvido por invólucro 

lipídico22,23. Os vírus entéricos são os mais detetados em águas residuais, em que, das mais 

de 100 espécies conhecidas que são excretadas pelo Homem, alguns são resistentes aos 

tratamentos a que estas águas residuais são submetidas22. Na maior parte dos casos, os 

vírus que são detetados nas fezes podem ser resultantes de: (1) resíduos de células 
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imunitárias que apresentam antigénios; (2) ingestão de secreções respiratórias do trato 

respiratório superior, podendo ser afetado pela acidez do estômago, no entanto, quando 

há uma certa capacidade de resistência do vírus a baixo pH ou quando combinado com 

alimentos podem ser capazes de chegar ao intestino; (3) replicação dos vírus em células 

intestinais. Estas partículas virais são posteriormente excretadas com as fezes, e, por 

conseguinte, chegam às estações de tratamento através dos sistemas de esgotos6,24. 

Diversos estudos apontam que a concentração de partículas virais nos efluentes das 

ETARs pode aproximar-se a valores de 109 cópias/L de água, e neste tipo de ambiente os 

vírus sobrevivem por dias, semanas ou até meses25. Devido à falta de recursos hídricos, 

muitos países utilizam estas águas residuais tratadas para irrigação de terras agrícolas, ao 

mesmo tempo que o lodo destas águas é aproveitado como fertilizante. Os vírus presentes 

nessas águas vão, portanto, ser depositados nas áreas agrícolas, onde poderão sobreviver 

devido às suas capacidades de resistência, tornando-se, assim, um risco acrescido para a 

saúde pública, quer seja pela migração dos vírus nos solo e consequente contaminação dos 

leitos de água, ou mesmo pelo consumo de produtos agrícolas contaminados26.   

A presença de uma grande diversidade de vírus, bem como as suas elevadas 

concentrações, destaca a importância do controlo e remoção de vírus no tratamento de 

águas residuais. Correspondentemente, a eficiência dos tratamentos aplicados na remoção 

de vírus devem ser determinadas com base na sua quantificação e identificação. Além 

disso, os vírus patogénicos presentes nas águas residuais não só representam um risco 

sanitário, como também permitem ter um indicador confiável da extensão da circulação 

dos vírus na população27. A Figura 1 ilustra alguns dos vírus patogénicos que se encontram 

presentes nas águas residuais.  
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Figura.1 – Ocorrência de alguns vírus patogénicos em águas residuais 27 (HPyV – 

Poliomavírus humano; PMMV – Vírus da mancha leve da pimenta; JCPyV – Poliomavirus 
humano JC; EV – Enterovírus; HAV – Vírus da hepatite A; NoV GI – Norovírus GI; NoV GII – 
Norovírus GII; HAdV – adenovírus humano; RoV-A – Rotavírus A; RoV – Rotavírus)25.  

 
 
 

1.2) SARS-COV-2 NO MEIO AMBIENTE E EM ÁGUAS RESIDUAIS 

 
O virião coronavírus (Fig. 2) assemelha-se a uma esfera, com um diâmetro entre 60 

– 140 nm, envolvido por um invólucro viral externo coberto por projeções de 9 a 12 nm28. 

Estas projeções são organizadas em uma estrutura externa de característica semelhante a 

uma coroa (em latim corona) que confere o nome à família destes vírus à qual o SARS-CoV-

2 pertence. O invólucro viral contém o RNA de cadeia simples positivo (ou seja, o seu RNA 

Concentração dos Vírus 
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genómico vai servir de RNA mensageiro) que está ligado à nucleoproteína com estrutura 

helicoidal29–31.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

Figura. 2 – Imagem ao microscópio eletrónico de transmissão (lado esquerdo) e 
representação esquemática estrutural (lado direito) do SARS-CoV-232. 

 

 

A persistência ambiental é o tempo que um organismo patogénico permanece 

viável fora de um hospedeiro – quanto maior é o tempo de este manter viável, maior será 

a possibilidade de provocar infeções33. Alguns estudos mostram que essa persistência pode 

ser afetada pelo tipo de ambiente (água, esgoto, superfícies) mas também pelas 

características químicas e físicas do ambiente (tipo de superfície, pH, exposição à luz solar, 

temperatura e humidade)34,35. Hoje em dia acredita-se que o vírus SARS-CoV-2 consiga 

sobreviver por alguns dias no meio ambiente, tempo este que pode ser suficiente para 

contactar com organismos hospedeiros36. Estes vírus, ao se espalharem no meio ambiente, 

podem sofrer mutações, como também proliferar em ambientes onde antes não eram 

encontrados36. 

Um estudo realizado, no qual foi utilizada a técnica de sequenciação de última 

geração para análise de fezes, mostrou que, um paciente continuou a testar positivo para 

o SARS-CoV-2 nas fezes mesmo passados 38 dias após o teste de RT-PCR nasofaríngeo 

positivo. Este estudo sugere que este vírus pode permanecer por muito mais tempo no 
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trato gastrointestinal, com o paciente libertando constantemente o material genético 

através das fezes, aumentando a possibilidade de o vírus chegar às estações de tratamento 

de água residual. No entanto não se sabe se este vírus é viável e/ou transmissível através 

de material fecal e, em caso afirmativo, por quanto tempo pode ser contagioso37.      

A concentração do material genético do SARS-CoV-2 em águas residuais não 

tratadas mostram que este varia de 101 a 106 cópias de genoma/L. Já as concentrações em 

efluentestratados secundariamente varia entre 103 e 105 cópias de genoma/L38,39.  

A deteção do SARS-CoV-2 no trato gastrointestinal, ligada ao facto de que este vírus 

pode invadir as células do sistema gastrointestinal e se replicar, mas também de ser capaz 

de se manter positivo nas fezes por algumas semanas e com isto ser libertado com as fezes, 

coloca em evidência um potencial risco de transmissão fecal-oral1,6,24,40–43. 

 

1.3) MÉTODOS USADOS NO TRATAMENTO DE ÁGUAS RESIDUAIS  

 
Quando as águas residuais são rececionadas nas ETARs, são submetidas a um 

conjunto de tratamentos de uma forma sequencial, como representado abaixo (Fig.3), 

constituído por fases e processos conceptualizados de acordo com a caracterização 

quantitativa e qualitativa no que diz respeito aos parâmetros químicos, físicos e 

microbiológicos44.  

 

 
Figura. 3 – Fases de tratamento em uma ETAR 

 
 

▪ Tratamento Preliminar  
 

Esta etapa tem por objetivo a redução e/ou eliminação de resíduos de grandes 

dimensões, gorduras e areias, de modo que, nos restantes procedimentos não haja 

quaisquer problemas mecânicos, mas também para diminuir a probabilidade de nos 
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circuitos hidráulicos haver entupimentos ou obstruções, para assim, melhorar a 

manutenção e o funcionamento das outras fases do tratamento45.  

 

▪ Tratamento Primário 
 

O tratamento primário tem como finalidade diminuir a quantidade dos sólidos 

facilmente sedimentáveis, como também gorduras, óleos, graxas, cascalho e areia, por 

meio de processos como a sedimentação, assentamento ou flotação. Este processo de 

flotação só é utilizado quando a sedimentação não é viável, como acontece com as 

partículas de dimensões reduzidas. Mesmo após a remoção inicial dos detritos de maiores 

dimensões, estas águas residuais ainda comportam partículas orgânicas e inorgânicas 

dissolvidos, como também sólidos suspensos, que podem ser removidos por filtração ou 

coagulação química44,46.  

 
▪ Tratamento Secundário  

 
Através do emprego de processos biológicos, esta etapa baseia-se no consumo de 

matéria orgânica por parte de microrganismos como as algas, protozoários e bactérias. 

Neste tratamento o objetivo é remover os resíduos de matéria orgânica biodegradável 

dissolvida, e sólidos em suspensão44,45,47,48.  

O sistema de tratamento biológico em condições aeróbicas é o mais utilizado na 

degradação de matéria orgânica biodegradável, sendo utilizados microrganismos aeróbios 

(principalmente bactérias). De modo a assegurar o suprimento de oxigénio, o sistema é 

mantido em agitação, permitindo assim a conversão da matéria orgânica em produtos 

finais como dióxido de carbono, lodo (biomassa), compostos azotados e água23,49–51. 

Portanto, os operadores das ETARs tem como função monitorar estes microrganismos para 

que funcionem de forma económica e eficiente, por isso é necessário terem um 

conhecimento dos metabolismos destes organismos para assim controlar o processo de 

forma eficaz.  

 Os resíduos formados vão agregar-se em flocos biológicos dando origem a uma 

camada em torno das células23,45,52. Com o processo de decantação estes flocos biológicos 
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acabam por se depositarem no fundo do tanque, e por conseguinte, é feita a separação 

líquido-sólido23,48.  

A partir desta etapa, se todos os parâmetros de águas residuais (que de acordo com 

a Diretiva nº 113/2012, os valores-limite de Escherichia coli de 1200 a 1800 CFU/100 mL e 

para Enterococci de 350 a 660 CFU/100 mL, para as águas balneares interiores ou águas 

balneares de transição e costeiras) estiverem abaixo desses limites, esses efluentes de água 

residual já são considerados suficientemente bons para serem libertados no ambiente49,50. 

 
 

▪ Tratamento Terciário ou avançado  
 

O tratamento terciário não é regularmente aplicado em todo mundo. No que se 

refere ao tratamento de águas residuais a Diretiva da Comissão Europeia (Diretiva 

91/271/CEE) determina a aplicação obrigatória da recolha e tratamento secundário das 

águas residuais provenientes dos centros urbanos53–55. A utilização do tratamento terciário 

ou avançado é, entretanto, obrigatória quando a libertação das águas residuais é realizada 

em zonas sensíveis51.  

Esta etapa é complementar aos tratamentos anteriormente citados, e tem como 

objetivo remover nutrientes e minerais de modo a proteger o meio recetor, mas também 

de remover/inativar microrganismos patogénicos (nomeadamente Salmonella sp., vírus 

entéricos, coliformes fecais, entre outros)47.  Um dos processos de tratamento avançados 

mais usados é a desinfeção. Este tipo de tratamento pode ser subdivido em três tipos 

principais: físico, químico e irradiação44.     

Os tratamentos físicos abrangem um ou uma conjugação de tratamentos, 

nomeadamente adsorção de carbono, remoção de nutrientes adicionais ou filtração rápida 

em areia, este por sua vez, é aplicada antes da cloração para reduzir a quantidade de 

fosfatos, nitratos e matéria orgânica solúvel presentes, mas também remover quaisquer 

sólidos suspensos56. Já a desinfeção por irradiação e por produtos químicos também 

podem envolver um ou uma conjugação de tratamentos, tais como, exposição à luz 

ultravioleta, cloração ou ozonização, em que, a escolha do tratamento a ser usado vai 

depender da qualidade do efluente que é recebido, da manutenção e operação, do custo 
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e facilidade de instalação, mas também dos efeitos sobre a fauna, a flora bem como na 

utilização posterior da água tratada57.  

 

A cloração é o processo de desinfeção mais utilizado para garantir a segurança 

microbiológica em efluentes terciários. Para tal, adiciona-se cloro molecular ou compostos 

clorados, que por sua vez, interagem com os microrganismos permitindo a inativação dos 

mesmos58–60.  

O uso massivo da cloração, contudo, possibilita a formação de subprodutos de 

desinfeção, causando efeitos negativos nas áreas onde estes efluentes são descarregados, 

mas também apresenta risco para a saúde58,60. Assim, foram desenvolvidos novos 

tratamentos, com o propósito de serem menos poluentes e mais eficientes na 

inativação/eliminação dos microrganismos.  

Umas das alternativas é a utilização da luz ultravioleta (UV), no qual o alvo principal 

será o material genético dos microrganismos, ou seja, à medida que a radiação UV penetra 

na célula, esta causa danos fotoquímicos nos ácidos nucleicos, que por sua vez, vão 

provocar um rearranjo na informação genética e, consequentemente, interferir na 

reprodução da célula61.  

Uma outra alternativa é o uso do ozono, que é um agente oxidante e com um 

grande impacto microbicida contra vírus, bactérias e protozoários. A sua atividade 

oxidativa é elevada, mas, apresenta desvantagens relacionadas com a necessidade de 

realizar contínuas dosagens de ozono, devido à sua instabilidade em meio líquido, 

permanecendo ativo por pouco tempo, isto porque, o ozono decompõe-se naturalmente 

na água por meio de mecanismos complexos que envolvem a formação de radicais 

hidroxila61,62.  

Estes tratamentos apresentam algumas vantagens e desvantagens (como indicado 

na Figura 4). 
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Figura. 4 – Desinfeção por tratamento químico e irradiação (Adaptado de Marecos do 
Monte, H. & Albuquerque. 2010; Naidoo et al. 2014) 
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Com todas as desvantagens apresentadas acima, é de se salientar também que, por 

vezes, os processos aplicados no tratamento de águas residuais não conseguem inativar 

completamente o SARS-CoV-263. Assim a China, numa tentativa de evitar que o SARS-CoV-

2 se espalhasse através das águas residuais, aumentaram o uso de cloro nas ETARs10. 

Assim, há uma necessidade de aplicar novos tratamentos que sejam eficientes, de 

baixo custo e não prejudiciais à saúde humana e ao meio ambiente, com a Terapia 

fotodinâmica antimicrobiana (aPDT, do acrónimo em inglês: Antimicrobial photodynamic 

therapy) como um bom exemplo destes novos tratamentos para a desinfeção das águas 

residuais.  

 
 

1.4) APDT COMO ALTERNATIVA NA DESINFEÇÃO DE ÁGUAS RESIDUAIS 

 
A terapia fotodinâmica é um tipo de tratamento que tem sido explorado em 

diversas áreas da medicina, nomeadamente no tratamento contra algumas formas de 

cancro64. Ao longo do tempo, esta aplicação foi sendo ampliada e com isso novas 

terminologias foram criadas, como é o caso da terapia fotodinâmica antimicrobiana. A 

aPDT é apontada como uma alternativa ao uso da abordagem antibiótica comummente 

utilizada, isto porque, a resistência aos antibióticos por parte dos microrganismos 

aumentou significativamente nos últimos anos65–67.   

Uma outra área em que a terapia fotodinâmica está a ser explorada é no tratamento 

de águas residuais, apresentando alguns resultados promissores nomeadamente: na 

degradação de contaminantes químicos49,68, na inativação de bactérias multirresistentes 

em águas residuais hospitalares69 e na inativação de vírus70,71.  

 

1.4.1) PRINCÍPIOS E MECANISMOS DA APDT 

 
A luz, combinada com alguns compostos químicos vêm sendo usados desde há 

muito tempo para produzir efeitos terapêuticos. Contudo, os primeiros indícios 

experimentais de fotossensibilização foram reportados no final do século passado. 
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Observou-se que num estudo que baixas concentrações de laranja de acridina na presença 

da luz podia ser letal para alguns protozoários72. 

Para aplicação da aPDT são necessários três componentes essenciais, e a sua 

eficácia depende diretamente da ação conjunta destes: 1) Fonte de luz – que pode ser 

artificial ou solar; 2) Fotossensibilizador – (PS, do acrónimo em inglês: Photosensitizer), que 

são compostos responsáveis pela fotossensibilização dos microrganismos; 3) oxigénio 

molecular – que se encontra dissolvido no meio de reação73–75. A ação destes três 

componentes vai permitir a formação de espécies reativas de oxigénio (ROS, do acrónimo 

em inglês: reactive oxygen species) que são extremamente citotóxicas, pelo que, oxidam 

uma variedade de biomoléculas, induzindo assim danos nas estruturas microbianas e/ou a 

destruição das mesmas76,77.  

O mecanismo de ação no processo fotodinâmico envolve a absorção de um fotão 

por parte de um PS, para que este possa ser excitado. A absorção do fotão faz com que a 

molécula do PS passe do seu estado fundamental para um estado de excitação eletrónica 

de curta duração, denominado estado singleto (1PS*). Esta molécula excitada pode: decair 

para o seu estado fundamental com emissão de luz – fluorescência –, ou pode sofrer uma 

transição eletrónica e passar para um estado excitado de longa duração, denominado 

estado tripleto (3PS*).  

Quando a molécula do PS se encontra no estado de excitação tripleto, 

apresentando um tempo de vida útil mais prolongado, vai permitir que esta reaja com 

substratos orgânicos ou com o oxigénio molecular (3O2) por duas vias fotoquímicas 

diferentes, chamadas de mecanismos Tipo I e Tipo II78,79.  

 

 Tipo I: Por esta via, o PS no estado tripleto pode reagir diretamente com um 

substrato biológico, transferindo um protão ou um eletrão, a uma estrutura da 

célula ou a uma molécula, para então formar radicais livres. Os radicais livres 

formados podem reagir com o oxigénio molecular, e como resultado desta reação, 

origina espécies reativas de oxigénio, tais como, o peróxido de hidrogénio, ião 

superóxido e radicais hidroxilo80,81.  
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 Tipo II: Neste tipo de mecanismo, o PS no estado tripleto pode transferir a sua 

energia para o oxigénio molecular (que se encontra no estado fundamental tripleto) 

resultando na formação do oxigénio singleto (1O2), que é uma espécie altamente 

reativa, e que possui um tempo de vida na ordem dos 40 nanossegundos, tempo 

este, que vai proporcionar um raio de ação muito curta do oxigénio singleto quando 

interagir com o meio envolvente, não se difundindo por mais de 150 nm do local 

onde é gerado82.  

 

Na aPDT os mecanismos de tipo I e tipo II podem ocorrer de forma simultânea ou 

não, e a relação entre essas duas vias, ou seja, o tipo e a quantidade de ROS gerados, vai 

depender das concentrações do oxigénio molecular e substrato existente nesse ambiente, 

bem como da origem química do PS usado68,83. A competição pelo PS no estado excitado 

tripleto, entre o oxigénio molecular e os substratos orgânicos, é que vai determinar se o 

mecanismo de ação será do tipo I ou tipo II, no entanto, o mecanismo principal poderá ser 

alterado durante o tratamento68.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mecanismo de tipo I e tipo II envolvidas na aPDT. Abreviaturas: PS, 
fotossensibilizador no estado fundamental; 1PS*, fotossensibilizador no estado excitado 
singleto; 3PS*, fotossensibilizador no estado excitado tripleto; e-, eletrão; O2

•‒, anião 
superóxido; 3O2, oxigénio molecular; 1O2, oxigénio singleto (adaptado de Kharkwal et al., 
2011)84 

Estado singleto 

Estado 
tripleto 

Cruzamento 
intersistema 

 

Fl
u

o
re

sc
ên

ci
a
  

Estado 
fundamental 



 

 

 

 

 

 

14 

 

De entre todos os ROS formados a partir do processo fotodinâmico, o oxigénio 

singleto é a principal espécie citotóxica envolvida na inativação microbiana, pois reage com 

muitas moléculas biológicas, como lípidos e proteínas, promovendo assim, a inativação dos 

alvos microbianos85.  

É de salientar que atualmente não há ainda relatos na literatura sobre qualquer 

forma de resistência para o oxigénio singleto, por parte dos microrganismos82. Isto pode 

ser explicado pelo facto dos principais alvos da aPDT serem as estruturas externas da 

maioria dos microrganismos, sendo assim, não há uma necessidade de o PS invadir o 

compartimento intracelular86. Portanto, uma aderência específica e apropriada do PS 

(posteriormente ativada pela luz) às estruturas externas, faz com que essas se tornem 

inviáveis, e desta forma, são reduzidas as probabilidades de desenvolvimento de 

mecanismos de resistência por parte dos microrganismos, nomeadamente, o aumento da 

desintoxicação metabólica ou pelo bloqueio da absorção87.   

Todavia, apesar de ocorrer danos a nível dos ácidos nucleicos, estes não são o 

principal alvo da aPDT, o que vai de encontro com a ausência de efeitos mutagénicos88. Em 

geral, esses danos a nível dos ácidos nucleicos podem representar um evento posterior, 

quando as células já se tornaram inviáveis89.  

Em alguns estudos realizados, nos quais se recorreu à técnica de microscopia de 

fluorescência para observar o comportamento do fotossensibilizador em diferentes tipos 

de microrganismos, notou-se que, de uma forma geral, o fotossensibilizador localizava-se 

ao nível da membrana plasmática antes da irradiação, e que gradativamente se difundia 

para o interior da célula, somente após exposição à luz,  causando uma diminuição 

significativa da sua sobrevivência86,90. Portanto, como referido anteriormente, os alvos 

prioritários do processo fotodinâmico antimicrobiano são as suas estruturas externas, 

nomeadamente proteínas da cápside, invólucro lipídico, parede celular e membrana 

celular66,91.  
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1.4.2) FOTOSSENSIBILIZADORES (PS) 

 O PS é um elemento muito importante e crítico no processo da aPDT, pois é o 

elemento que tem a capacidade de absorver a energia do fotão e posteriormente usá-la 

para induzir alterações energéticas em moléculas não-absorventes92. Geralmente, os PS 

são moléculas aromáticas, e essas podem ser naturais ou sintéticas. Contudo para um êxito 

desta terapia é necessária uma escolha apropriada deste composto. Por isso, no 

desenvolvimento da aPDT é fundamental a compreensão de como é que os PS funcionam 

nos microrganismos, para que seja possível sintetizar moléculas de fotossensibilizadores 

mais adequados89.  

 De acordo com a literatura, num tratamento aPDT, os PS a serem usados devem ser 

aqueles que cumprem as seguintes condições71,93–95:  

 Solubilidade – o PS não deve formar precipitados ou agregados em sistemas 

biológicos, pois a agregação reduz a possibilidade do PS se ligar à superfície do alvo, 

levando também a uma diminuição na produção de espécie reativas de oxigénio; 

 A luz usada deve ter em atenção o espectro de absorção de PS; 

 Não apresentar toxicidade no escuro, sendo citotóxico apenas na presença da luz; 

 O PS deve ser anfifílico, para assim permitir a sua penetração e distribuição;  

 Capacidade em fotoinativar vários tipos de microrganismos; 

 Eficiente na geração de espécies reativas de oxigénio; 

 Não conferir a mutagenicidade e genotoxicidade;  

 Fotoestável – não se degradar sob a ação da luz; 

 Baixo custo e de fácil preparação,  

 Elevada pureza química; 

 

Azul de Metileno  

 Um dos corantes mais conhecido e utilizado na PDT é o azul de metileno (AM). 

Desde que foi sintetizado em 1876, este já foi, e é usado até hoje em diversas áreas 

nomeadamente na quimioterapia do cancro, mas também na terapia antimicrobiana96. O  

azul de metileno já é usado como fotossensibilizador em aPDT para desinfetar sangue97, na 

inativação de bactérias98, vírus99, e parasitas100.  
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 O azul de metileno absorve fortemente a luz na região do espectro entre 630 e 680 

nm, com pouca absorção em outras regiões do espetro da luz visível. A molécula do azul de 

metileno é relativamente estável quando se encontra no seu estado de excitação 

eletrónica, e apresenta a particularidade de conseguir transferir a sua energia de luz 

absorvida de forma eficiente para as outras moléculas nas proximidades. Portanto essa 

transferência de energia excitacional do azul de metileno para as outras moléculas facilita 

a ação fotodinâmica96.  

  

1.4.3) FATORES QUE AFETAM A TERAPIA FOTODINÂMICA ANTIMICROBIANA 

 Ao longo dos anos, estudos realizados no âmbito da terapia fotodinâmica, 

mostraram que a aPDT é um tratamento promissor e eficaz, salientando sobretudo que, os 

danos a serem causados pelas espécies reativas de oxigénio, é independente do tipo de 

microrganismos conhecidos. No entanto, a variabilidade existente entre os diferentes tipos 

de microrganismos, ao nível da organização e estrutura, pode afetar o mecanismo de ação 

e a eficácia do tratamento, influenciando assim todo o processo da aPDT101–105.  

No caso das bactérias, nem todas tem o mesmo nível de suscetibilidade, isto 

porque, ao nível da parede celular, estas podem ser classificadas como bactérias de Gram-

positivo ou Gram-negativo, sendo essa diferença uma parte crucial para desenvolver um 

protocolo de aPDT. Quando comparadas, os estudos demonstram que, as bactérias Gram-

negativas são menos suscetíveis ao tratamento fotodinâmico, pois, apresentam uma 

camada adicional extra de proteínas e lipopolissacarídeo que dificultam a penetração do 

fotossensibilizador através da membrana106,107. Na inativação das partículas virais, por 

existir vírus com invólucro e vírus sem invólucro, a suscetibilidade ao tratamento também 

é diferente, sendo os vírus com invólucro mais suscetíveis84,108.   

Um fator importante na inativação fotodinâmica viral, é a localização e o sítio de 

ligação do PS, que por sua vez, vai depender da estrutura e da distribuição de carga 

intramolecular103,109. A carga molecular é uma condição relevante na determinação da 

atividade antimicrobiana, uma vez que, as moléculas de PS que têm carga positiva, em geral 

são mais eficientes do que as moléculas de PS aniónicas ou neutras. Foi demonstrado que 

os PS que possuem carga positiva podem atuar em concentrações mais baixas110. Isto pode 
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ser explicado pelo facto de as cargas positivas do PS estimularem uma forte interação 

eletrostática entre as moléculas do PS carregadas positivamente e as regiões na cápside e 

invólucro viral que são carregados negativamente, encaminhando o PS em direção a locais, 

que para um microrganismo em particular, são críticas para a sua estabilidade e 

metabolismo103,111.  

1.4.4) VANTAGENS E LIMITAÇÕES DA APDT 

Quando comparado com outros tratamentos usados na inativação microbiana, a 

aPDT apresenta vantagens, bem como limitações. No processo de inativação, é de extrema 

importância realçar que, a capacidade do PS em gerar radicais livres (via tipo I) ou gerar 

oxigénio singleto (via tipo II) está diretamente relacionado ao êxito da aPDT. Portanto, no 

processo da aPDT, um fator muito importante a ter em conta, é o tipo de PS que será 

usado89,112.     

Algumas vantagens da aPDT merecem ser destacadas nomeadamente: 

 Possui um espectro de ação muito abrangente, pois o fotossensibilizador consegue 

atuar sobre bactérias, vírus, fungos, leveduras e parasitas89,112; 

 Pouca probabilidade de desenvolvimento de resistência, por parte dos alvos 

microrganismos89,112;  

 É um tratamento cuja eficácia é independente do tipo de resistência aos 

antibióticos apresentado pela estirpe microbiana em questão89,112;  

 Afeta os fatores de virulência, como enzimas bacterianas; 113;  

 Para a ativação do agente fotossensibilizante, pode ser aplicado fontes de luz de 

baixo custo;90  

 Possibilidade de imobilizar o PS, conseguindo assim o reaproveitar o mesmo, e com 

isso, diminuir os custos associados a este tratamento, mas também, ao imobilizar 

o PS evita-se que este se difunda para o meio ambiente, diminuindo assim os riscos 

de contaminação ambiental114;  

 

As limitações, efeitos secundários e a citotoxicidade estão particularmente 

relacionados com disponibilidade de oxigénio, intensidade da luz e a quantidade do PS. 

Para além disso, outra restrição é o facto de a aPDT ser um processo localizado, permitindo 
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tratar apenas áreas alcançadas pela luz. A inativação por aPDT é também afetada pela 

matéria orgânica existente no local de tratamento, contudo, o problema pode ser resolvido 

com o ajuste das concentrações de PS73,89,112.    

 

1.5) Uso de bacteriófagos como modelo de vírus de mamíferos para avaliar a eficácia 
da aPDT 

 

O vírus SARS-CoV-2, assim como outros vírus que infetam os mamíferos, podem ser 

potencialmente letais para os humanos, requerendo tratamento/manuseamento em 

laboratórios com níveis de biossegurança 3 ou 4 (ou seja laboratórios onde são realizados 

estudos com agentes muito patogénicos, que podem causar doenças graves ou 

potencialmente letais através da inalação ou outro tipo de exposição). No entanto, o acesso 

a este tipo de laboratório é limitado e caro, apresentando também algum perigo de 

contaminação do operador. Como resultado, na maioria das vezes, são usados substitutos 

destes vírus, modelos virais, bacteriófagos (vírus que infetam bactérias)63,115. Por outro 

lado, as técnicas tradicionais de quantificação viral, como por exemplo as culturas virais in 

vitro, são demoradas e muito trabalhosas, o que reforça a opção do uso de bacteriófagos 

como vírus modelo de mamíferos. A sua utilização só é possível devido às muitas vantagens 

que estes apresentam em relação a um determinado vírus patogénico, nomeadamente116:  

 

 Não apresentam patogenicidade para os humanos;  

 Possibilidade de serem cultivados em títulos mais elevados, o que facilita a 

avaliação da eficácia de inativação por diferentes métodos;   

 Apresentam resistência semelhante, aos outros vírus de mamíferos, a 

fatores ambientais e ao tratamento de água;  

 A sua deteção é mais simples e barata, pelo que, não precisa de 

equipamentos e instalações sofisticados necessários para a propagação de 

patógenos humanos; 
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 Os resultados dos ensaios podem ser obtidos algumas horas após a 

incubação, ao invés de dias ou semanas como é o caso dos vírus 

patogénicos;  

 

O bacteriófago Phi6 pertencente à família Cystoviridae, tendo sido o primeiro 

membro desta família a ser isolado e o mais bem caracterizado, e é um dos poucos 

bacteriófagos que possuem invólucro lipídico117.  

Este fago está a ser usado como um modelo de vírus com invólucro, como o SARS-

CoV-2, pois além das vantagens já descritas, apresenta invólucro lipídico e RNA como ácido 

nucleico, o que o torna um modelo adequado para vírus de RNA de mamíferos com 

invólucro. Por outro lado, a sua bactéria hospedeira, Pseudomonas syringae, não é 

patogénica para os humanos, e portanto requerem somente os cuidados básicos no 

momento de manuseamento115. 

Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a avaliar a eficácia da aPDT com 

o azul de metileno na desinfeção de águas residuais contaminadas pelo SARS-CoV-2, 

utilizando o modelo de vírus de RNA com invólucro, bacteriófago phi6.  
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Capítulo II. “Desinfeção de água residual na mitigação do SARS-CoV-2 através da 
aPDT” 
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 Resumo   
 

A problemática dos vírus emergentes é um grande desafio para a comunidade científica. 
Após os primeiros estudos relatarem a presença do SARS-CoV-2 nas fezes de pacientes 
infetados, ficou evidente que as águas residuais poderiam ser contaminadas por este vírus, 
indicando assim a aplicação de novos métodos de desinfeção, mais eficazes e menos 
prejudiciais em alternativa aos métodos convencionais que geram subprodutos de elevada 
toxicidade. A terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) é uma alternativa para inativar 
microrganismos através do uso de fotossensibilizadores (PS) como o azul de metileno (AM), 
que é um PS com uma atividade virucida de amplo espectro. Neste sentido, o objetivo deste 
estudo é avaliar a eficácia da aPDT com o AM na inativação do vírus SARS-CoV-2 em água 
residual. Para este estudo, o bacteriófago phi6 foi usado como modelo do SARS-CoV-2 e a 
eficiência da aPDT foi testada em PBS e água residual filtrada e não filtrada, com uma 
concentração de 5 μM de AM e irradiância com luz branca de 50 mW cm2.  
Os resultados em PBS mostraram uma redução da concentração do bacteriófago de 9 log 
UFP mL-1, após 5 minutos de tratamento. Em água residual filtrada e não filtrada, a 
inativação do bacteriófago phi6 até ao limite de deteção foi observada após 90 minutos de 
irradiação. Estes resultados sugerem que a aplicação da aPDT com o AM pode ser uma 
alternativa eficaz para inativar o vírus SARS-CoV-2 em águas residuais.  
 
Abstract 
The problem of emerging viruses is a major challenge for the scientific community. After 
the first studies reported the presence of SARS-CoV-2 in the faeces of infected patients, it 
became evident that wastewater could be contaminated by this virus, thus requiring the 
application of new, more effective and less harmful disinfection methods as an alternative 
to conventional methods, which generate high toxicity by-products. Antimicrobial 
photodynamic therapy (aPDT) is an alternative to inactivate microorganisms through the 
use of photosensitizers (PS) such as methylene blue (MB), which is a PS with a broad 
spectrum virucidal activity. In this regard, the aim of this study is to evaluate the 
effectiveness of aPDT with AM in inactivating the SARS-CoV-2 virus in wastewater. For this 
study, bacteriophage phi6 was used as surrogate of the virus SARS-CoV-2 and the efficiency 
of aPDT was tested in PBS and filtered and unfiltered wastewater, with a concentration of 
5 μM of the MB and at a white light irradiance of 50 mW cm2.  
The results in PBS show a bacteriophage reduction of 9 log PFU mL-1, after 5 minutes of 
treatment. In filtered and unfiltered wastewater this treatment was able to inactivate 
bacteriophage phi6 up to the detection limit after 90 minutes of irradiation. These results 
suggest that the application of aPDT with MB may be an effective alternative to inactivate 
the SARS-CoV-2 virus in wastewater. 
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1) INTRODUÇÃO  

A pandemia COVID-19 é causada por um novo coronavírus, o SARS-CoV-2. Desde os 

primeiros relatos de casos em Wuhan - província de Hubei – China, a pandemia COVID-19 

já foi confirmada em 222 países e territórios, com mais de 192 milhões de casos 

confirmados e mais 4 milhões de mortes confirmadas, dados oficiais obtidos no relatório 

semanal da OMS, em 20 de Julho de 20213.  

Os coronavírus (ordem: Nidovirales, família: Coronaviridae, subfamília: 

Coronavirinae) são vírus de RNA de cadeia simples, com tamanhos que variam de 60 a 220 

nm4. A sua superfície possui projeções em forma de coroa, que são usadas para se ligarem 

às células alvo. Os coronavírus podem infetar uma gama variada de animais5, assim como 

os humanos6, provocando doenças de categoria leve a moderada, e em muitos casos 

causando a morte do indivíduo infetado7. Entre os coronavírus que infetam os humanos 

descritos na literatura científica até o momento, merecem destaque o MERS-CoV8 e o 

SARS-CoV9 por terem causado epidemias, e recentemente o SARS-CoV-2 por causar a 

pandemia COVID-19, com uma taxa de mortalidade menor, mas com uma 

transmissibilidade superior à do SARS-CoV e MERS-CoV10–12.  

Com o avanço da pandemia COVID-19, o foco centrou-se nas variantes do SARS-

CoV-2, a Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P1 ) e Delta (B.1.617.2) por estas estarem 

associadas ao aumento da transmissibilidade a nível mundial13. A principal via de 

transmissão da COVID-19 dá-se pelo contato direto com a pessoa infetada ou por meio de 

gotículas respiratórias de um indivíduo infetado, gotículas essas, que podem ser libertadas 

através da tosse, espirro, respiração ou de outras formas de bioaerossóis14. 

Inicialmente pensava-se que o vírus afetava apenas o sistema respiratório, mas logo 

ficou comprovado que o sistema gastrointestinal também é afetado. O SARS-CoV-2 liga-se 

à enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), localizada na superfície das células 

entéricas, replica-se e é eliminado nas fezes de forma semelhante aos vírus entéricos, 

sugerindo assim, uma outra via de transmissão do vírus SARS-CoV-2, através das fezes de 
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indivíduos com sintomas agudos, de indivíduos assintomáticos ou de pacientes curados que 

não apresentam qualquer sintoma15–19.  

O ácido ribonucleico SARS-CoV-2, foi detetado em sistemas de esgotos, na Holanda 

em meados de março de 2020. Foi detetado nestas águas o RNA viral SARS-CoV-2, logo 

após uma semana de ser detetado o primeiro caso de COVID-19 na Holanda20. 

Posteriormente, a presença deste vírus foi relatada em amostras de esgoto de hospital21, 

em águas residuais não tratadas22,23 e em águas residuais secundariamente tratadas22, 

havendo um relatório científico da OMS, que confirma a existência do RNA viral SARS-CoV-

2 não infecioso em águas residuais de regiões como a Múrcia; Milão; Paris; Brisbane; 

Massachusetts e Paquistão24.  

Embora ainda não exista um consenso científico sobre o risco de transmissão do 

SARS-CoV-2 através da água residual, essa possibilidade não foi cientificamente 

descartada. Há estudos que indicam que a persistência do RNA SARS-CoV-2 nas águas 

residuais pode ser de vários dias25. Com a descoberta do RNA SARS-CoV-2 em efluentes 

tratados e não tratados, surgiu a questão do potencial risco acrescido de transmissão do 

vírus através deste meio e, por conseguinte, uma maior atenção com a exposição 

ocupacional dos indivíduos que trabalham nas estações de tratamentos de águas residuais 

(ETARs)26.  

Além do contato direto com o efluente, a respiração de gotículas/aerossóis 

contaminados com partículas virais infeciosas é tida como a principal fonte de transmissão 

de vírus nas ETARs27, com a aerossolização que ocorre durante os diferentes estágios de 

colheita e tratamento de águas residuais e manuseamento das lamas, apontados como um 

risco de infeção por vírus como o norovírus e o rotavírus, podendo causar efeitos adversos, 

incluindo doenças respiratórias e gastrointestinais entre os trabalhadores das ETARs28,29. A 

adsorção do SARS-CoV-2 a partículas ou poeira, pode possibilitar o seu transporte por 

longas distâncias 30,31, como mostrado num estudo em que o SARS-CoV-2 se manteve 

estável em aerossóis, e com a infetividade das partículas virais permanecendo por até três 
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horas32. Portanto esta via de transmissão deve ser considerada, embora não haja 

informação suficiente até à data33.  

Até ao momento, pouco se sabe sobre o comportamento do SARS-CoV-2 em águas 

residuais, bem como as concentrações deste vírus nas ETARs34. No entanto, mesmo sem 

um consenso do potencial risco de transmissão do vírus através de águas residuais, e se 

considerarmos que em menos de vinte anos, este é o terceiro novo coronavírus a causar 

doença muito grave em vários países, medidas e estratégias de prevenção devem ser 

tomadas para evitar a transmissão por esta via, com a remoção ou inativação de 

contaminantes virais das águas residuais, incluindo o SARS-CoV-235. 

A desinfeção de águas residuais é de extrema importância para inativar ou eliminar 

microrganismos patogénicos, podendo ser usadas para tal várias abordagens como a 

ozonização, cloração ou irradiação ultravioleta. As ETARs convencionais (as que usam o 

cloro para desinfeção) são eficientes para a remoção de vírus sem o invólucro lipídico, que 

são os vírus mais estáveis no ambiente, em comparação com os vírus que possuem um 

invólucro lipídico, logo são também eficientes para os vírus com invólucro como é o caso 

do SARS-CoV-236.  

Alguns estudos mostram, no entanto, que a dose recomendada de cloro, pode não 

ser suficiente para a inativação do SARS-CoV-2 em água residual37. Contudo, o aumento da 

dosagem de compostos à base de cloro aumenta formação de subprodutos de desinfeção 

que são nocivos para com os humanos e para o ambiente38–41. Ainda assim, o modo de ação 

dos desinfetantes à base de cloro no vírus SARS-CoV-2 em águas residuais não está bem 

compreendido, o que leva a adoção de medidas extremas, nomeadamente o aumento do 

uso da quantidade de cloro livre, muito acima do valor recomendado pela OMS42.  

Uma das consequências da baixa eficiência da desinfeção é a posterior 

multiplicação dos microrganismos patogénicos (o chamado regrowth), quer pela 

recuperação de microrganismos apenas parcialmente afetados pelo agente desinfetante, 

quer por, alguns microrganismos, encontrarem condições favoráveis à sua multiplicação43. 
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Por isso, é importante adotar práticas de desinfeção de águas residuais com menos 

impactos possíveis no ecossistema como um todo.  

A Terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT, do acrónimo em inglês:  

Antimicrobial photodynamic therapy) mostrou já ser eficaz na desinfeção das águas 

residuais44–49, sendo uma técnica segura para os humanos, animais, plantas e para o 

ecossistema, sendo também uma abordagem pouco dispendiosa50. A aPDT baseia-se na 

utilização de um composto fotossensibilizador, que na presença de luz visível em um 

determinado comprimento de onda, é capaz de absorver a energia proveniente desta luz 

emitida, e transferi-la para o oxigénio molecular que se encontra difundido no ambiente, 

gerando assim, espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto, que são espécies 

altamente tóxicas para os microrganismos alvo. Estas espécies reativas de oxigénio são 

responsáveis pela oxidação de vários componentes vitais dos microrganismos, o que leva à 

sua inativação51–53. Numa fase inicial do processo, o fotossensibilizador vai aderir às 

estruturas externas dos microrganismos alvo e posteriormente, com a irradiação em curso, 

dá-se o início da inativação fotodinâmica, em que, os constituintes celulares como os 

lípidos e proteínas são sujeitos a reações oxidantes que modificarão a sua estrutura e, 

consequentemente, perturbarão o normal funcionamento destes componentes, afetando 

as suas funções biológicas53.  

Esta técnica possui a vantagem de evitar o desenvolvimento de resistência por parte 

dos microrganismos mesmo depois da aplicação de ciclos repetidos de tratamento, visto 

que, as espécies reativas de oxigénio formadas vão agir simultaneamente em vários alvos 

da estrutura microbiana, e com isso, inativar irreversivelmente os microrganismos, mesmo 

que estes apresentem resistência aos antimicrobianos clássicos54–57.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

No estudo feito para avaliar a eficácia da aPDT contra o modelo do vírus SARS-CoV-

2, o fago phi658, foram usados três tipos de matrizes diferentes: 1- uma solução tampão 

fosfato-salino (PBS), usado como solução padrão, mas também muito importante para 

perceber o desempenho e a eficácia do fotossensibilizador num meio sem matéria 

orgânica; 2- Água residual filtrada e 3- Água residual não filtrada.  

Os ensaios com as duas matrizes de água residual (filtrada e não filtrada) foram 

feitos com o propósito de chegar o mais próximo possível da realidade de uma ETAR, como 

também, avaliar o impacto da matéria orgânica particulada e dissolvida na água residual, 

na eficiência da aPDT. Para a filtração da água residual foram usados filtros de porosidade 

0,22 µm, com o objetivo de diminuir a quantidade de matéria orgânica particulada, mas 

também de reduzir a quantidade dos microrganismos naturais  existentes na água residual.  

2.1) AMOSTRA DE ÁGUAS RESIDUAIS 

 As amostras de água residual usadas neste estudo foram tratadas secundariamente 

e foram recolhidas numa estação de tratamento de águas residuais que atende a uma vasta 

área geográfica, onde estão inseridas casas, hospitais, escolas, indústrias e outros edifícios, 

portanto, o afluente que chega a esta ETAR é uma combinação de esgotos domésticos e 

industriais.  Estas amostras foram colhidas de manhã, à mesma hora, nos dias (16, 18 e 20 

de dezembro de 2020) e representavam um acúmulo de efluente num período de 24 h 

(amostras compostas). No transporte e no laboratório as amostras foram protegidas da luz 

e refrigeradas a 4 °C até ao seu uso.  

 2.2) ESTIRPE BACTERIANA E CONDIÇÕES DE CULTURA 

A estirpe bacteriana usada nestes estudos foi uma Pseudomonas syringae, bactéria 

hospedeira do fago phi658. Um stock desta bactéria foi preparado, tendo sido distribuída 

em microtubos que continham glicerol, e posteriormente mantidos a -80 °C. Antes de cada 

ensaio, um microtubos foi retirado do -80 °C, deixado à temperatura ambiente, e de 

seguida a bactéria foi transferida assepticamente para um frasco contendo 30 mL do meio 
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de cultuta Trypic Soy Broth (TSB) (Liofilchem, Itália) e cultivada sob agitação de 120 rpm a 

25 °C durante 18 a 24 h.  

 

2.3) PREPARAÇÃO DO BACTERIÓFAGO 

O fago phi6 utilizado neste estudo foi obtido de um stock de fago já existente no 

Laboratório de Microbiologia Aplicada do Departamento de Biologia da Universidade de 

Aveiro. Foi preparado um stock a partir deste.  Posteriormente, foi feita a titulação do fago, 

para se determinar a concentração do stock, que era de 108 unidades formadoras de placas 

por mililitro (UFPmL −1), o novo stock foi armazenado a 4 °C. 

Todas as suspensões usadas nos ensaios foram preparadas com um volume final de 20 mL 

[18 mL correspondente da matriz usada (PBS / água residual tratada / água residual não 

tratada) e 2 mL do stock de fago].  

    

2.4) ENSAIOS DA TERAPIA FOTODINÂMICA ANTIMICROBIANA 

2.4.1) FOTOSSENSIBILIZADOR 

Uma solução stock de azul de metileno foi preparada a 500 μM em solução tampão 

fosfato (PBS) e posteriormente armazenada no escuro. Antes de cada ensaio a solução 

stock foi sonicada durante 30 min à temperatura ambiente (banho ultrassónico, Nahita 0,6 

L, 40 kHz). 
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 2.4.2) CONDIÇÕES DE IRRADIAÇÃO 

Para os ensaios de terapia fotodinâmica, após um período prévio de incubação do 

fotossensibilizador no escuro, as amostras foram irradiadas com luz branca artificial 

nomeadamente lâmpadas LED (EL®MARK, 20 W, ~230 V e ~50 Hz) com uma intensidade de 

50 mW cm −2 previamente medida com um potenciómetro (modelo FieldMaxII-Top,  

Coherent, Santa Clara CA, EUA) ligado a um sensor com sensibilidade, (modelo PS19Q, 

Coherent Santa Clara CA, EUA).  

 

2.4.3) CONTROLOS 

Em todos os ensaios foram incluídos um controlo claro e um controlo escuro, afim 

de avaliar a eficiência do tratamento fotodinâmico, e a toxicidade do fotossensibilizador 

não irradiado. Os controlos claros consistiram na suspensão do bacteriófago sem a adição 

do fotossensibilizador e sujeita às mesmas condições de luz que as amostras. Os controlos 

escuros corresponderam a suspensão do bacteriófago com o fotossensibilizador (na 

mesma concentração que as amostras), estes foram protegidos da luz com folhas de 

alumínio.  

 

 2.4.4) Ensaios de fotoinativação em PBS 

A eficiência da fotoinativação do fago pelo azul de metileno, na concentração de 5,0 

μM, foi avaliada através da quantificação de bacteriófagos.  Suspensões de 20 mL de fago 

em PBS, foram distribuídas em placas de 6 poços esterilizados. Cada uma das condições 

(amostra, controlo claro e controlo escuro) com um volume final de 5 mL. A amostra e o 

controlo escuro com com 4,95 mL de suspensão e 0,005 mL de azul de metileno, o controlo 

claro com 5 mL de suspensão. De seguida as placas foram incubadas no escuro durante 10 

min, sob agitação (100 rpm), com o objetivo de possibilitar a adsorção do 

fotossensibilizador às partículas virais. Após a incubação no escuro, a placa de 6 poços 



 

 

 

 

 

 

36 

contendo a amostra e o controlo claro, foram irradiados com luz branca a uma potência de 

50 mW cm−2 e mantidas sob agitação. A placa com o controlo escuro esteve também sob 

agitação, tendo sido protegida da luz durante o período de irradiação. O tempo total de 

irradiação no ensaio em PBS foi de 60 min, em que nos tempos de exposição à luz 

correspondentes a 0, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 min foram colhidas alíquotas de 100 μL da 

amostra e controlos, e de seguida sujeitas a diluições sucessivas de 1:10 em PBS. 

Posteriormente, alíquotas de 10 μL foram plaqueadas, em duplicado, pelo método de gota 

em placas de Petri, contendo uma camada de Tryptic Soy Agar (TSA) e uma camada por 

cima de TSA-soft (meio que permite que o fago se desloque) contendo o hospedeiro do 

fago phi6. Após as gotas estarem secas, as placas de Petri foram incubadas a 25 °C durante 

24 h. Foram realizados três ensaios independentes para cada uma das águas residuais 

colhida em dias diferentes.  

 

  2.4.5) Ensaios de fotoinativação em água residual filtrada 

Para a filtração da água residual utilizaram-se membranas com poro de 0,22 μm.  

Após a filtração, 20 mL uma suspensão (2 mL fago e 18 mL de água residual) foi preparada, 

e de seguida distribuídas em placas de 6 poços. O volume final para cada um dos poços foi 

de 5 mL, em que a amostra continha 4,95 mL de suspensão e 0,005 mL de azul de metileno 

e os controlos claro e escuro, que também foram realizados neste experimento, foram 

preparadas em condições similares aos controlos anteriormente descritos. Seguiu-se um 

período de incubação no escuro de 10 min, sob agitação. Posteriormente, com exceção ao 

controlo escuro, foram irradiadas a amostra e o controle claro com luz artificial, com uma 

potência de 50 mW cm−2. O tempo total de irradiação foi de 90 min, com alíquotas de 100 

μL da amostra e controlos coletadas nos tempos 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 min, diluídas 

em PBS e plaqueadas (de acordo com a descrição anterior) pelo método gota. Seguiu-se a 

incubação das placas de Petri a 25 °C por 24 h. Foram realizados três ensaios independentes 

para cada uma das águas residuais colhidas em dias diferentes. 
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2.4.6) Ensaios de fotoinativação em água residual não filtrada 

Os ensaios em água residual não filtrada foram realizados com o objetivo de avaliar 

a eficiência da fotoinativação antimicrobiana em água residual inalterada. Estes estudos 

foram realizados nas mesmas condições dos ensaios descritos acima, com a diferença de 

que, em vez de ser utilizada água residual filtrada, foi usada água residual bruta. Foram 

realizados três ensaios independentes para cada uma das águas residuais colhidas em dias 

diferentes.  

 

2.4.7) QUANTIFICAÇÃO DOS BACTERIÓFAGOS 

Após o período de incubação de 24 horas as placas foram contadas e o teor das 

placas de lise foi determinado pela quantificação de unidades formadoras de placas (UFP). 

As placas de lise foram contadas na diluição mais adequada e a média da concentração de 

partículas viáveis foi estimada a partir do valor médio de UFP nas duas réplicas, retificadas 

com o fator de diluição e expressa em Log10 UFP mL-1.  

 

2.5) ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando o software Prisma GraphPad 

9.0.0. A distribuição normal dos dados avaliada pelo mesmo software. O significado da 

concentração de partículas virais entre os tratamentos, e ao longo das experiências, foi 

avaliado através da análise de variância ANOVA e foi usado o teste de comparações 

múltiplas de Tukey. Para diferentes tratamentos, a significância das diferenças foi avaliada 

comparando os resultados obtidos nas amostras de teste entre si e com os resultados 

obtidos para as amostras de controlo correspondentes, para os diferentes tempos. Um 

valor de p<0,05 foi considerado significativo. Foram realizadas três experiências 

independentes em duplicado para cada ensaio. 
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RESULTADOS  
 

3.1) Ensaios aPDT em PBS  

 
Os resultados obtidos nos ensaios em PBS, com o azul de metileno a uma 

concentração de 5 μM, são apresentados na Figura 6. Observou-se uma diminuição (até o 

limite da deteção) em cerca de 9 log UFP mL-1 na concentração do bacteriófago após 5 min 

de tratamento, em comparação com o tempo inicial, antes da aplicação do tratamento 

(p<0,05). 

Para todos os controlos, claro e escuro, a concentração de bacteriófago manteve-

se constante no decorrer de todo o ensaio, o que mostra que as partículas virais quando 

são irradiadas com luz branca e sem a adição do PS (controlo claro), não são afetadas, mas 

também a inexistência de efeitos tóxicos do azul de metileno, quando este não é sujeito a 

irradiação (controlo escuro), sobre as partículas virais (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Fotoinativação do bacteriófago phi6, incubado com azul de metileno (AM) a 5 μM e 

irradiado com luz branca artificial (50 mW cm-2) por 30 minutos, em PBS. Os valores são expressos 

como a média de três ensaios independentes. As barras de erro representam o desvio padrão (DP) 

entre ensaios. Em alguns casos os símbolos sobrepõem-se às barras de DP. 
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3.2) Ensaios aPDT em água residual filtrada  

 

Na Figura 7, estão apresentados os resultados obtidos nos ensaios com amostras 

de água residual colhidas em dias diferentes e posteriormente filtradas. Os resultados 

mostram que a luz branca (50 mW cm-2), combinada com o azul de metileno (a uma 

concentração de 5 μM), causaram inativação de pelo menos 6 log no teor de bacteriófago, 

após 90 min de tratamento. Ao comparar os resultados das amostras de água residual, 

colhidas em dias diferentes, nota-se que a eficiência na inativação foi diferente entre 

amostras, sendo que, por exemplo, na água residual colhida no dia 16 de dezembro houve 

inativação maior, cerca de mais 2 log UFP mL-1 que nos outros dois dias, inativação até ao 

limite da deteção, aos 90 minutos (p<0,05).  

 Os resultados dos controlos mostram que não houve alterações significativas 

(p>0,05), no teor de bacteriófago, o que evidencia que a viabilidade do bacteriófago não 

foi diretamente afetada pela luz, ou pelo azul de metileno no escuro. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Fotoinativação do bacteriófago phi6, em águas residuais filtradas (filtro de porosidade 

0,22 μm), incubado com azul de metileno (AM) a 5 μM e irradiado com luz branca artificial (50 mW 

cm-2) por 90 minutos. Os valores são expressos como a média de três ensaios independentes para 

cada amostra de água residual. As barras de erro representam o desvio padrão (DP) entre ensaios. 

Em alguns casos os símbolos sobrepõem-se às barras de DP. 

Amostra (16 dezembro) 

Amostra (18 dezembro) 

Amostra (20 dezembro) 

Controlo escuro 

Controlo claro 
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3.3) Ensaios aPDT em água residual não filtrada  

 

A Figura 8 representa os resultados obtidos nos ensaios de aPDT em água residual 

não filtrada. Estes resultados mostram que, após 90 min irradiação da amostra com luz 

branca (50 mW cm-2), e azul de metileno a 5 μM, houve uma redução do conteúdo do 

bacteriófago até ao limite de deteção do método, cerca de 8 log UFP mL-1 (p<0,05).  

No caso dos controlos, claro e escuro, não houve diminuição significativa do 

conteúdo do bacteriófago, confirmando assim, que a viabilidade do fago não foi 

diretamente afetada pela luz, mas também o azul de metileno (a 5 μM) por si só não é 

tóxico no escuro (p>0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Fotoinativação do bacteriófago phi6, incubado com azul de metileno (AM), em água 

residual não filtrada, sob irradiação com luz branca artificial (50 mW cm-2) por 90 minutos. Os 

valores são expressos como média de três ensaios independentes. As barras de erro representam 

o desvio padrão (DP) entre ensaios. Nos controlos as barras estão sobrepostas pelos símbolos.  
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DISCUSSÃO  
 

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiência da aPDT na inativação do vírus SARS-

CoV-2 em água residual. Para tal foi utilizado o azul de metileno como composto 

fotossensibilizador, e o bacteriófago phi6 como organismo modelo. 

Embora a presença do vírus SARS-CoV-2 esteja confirmada em água residual por 

alguns estudos, o tempo de sobrevivência e a infecciosidade neste tipo de ambiente ainda 

carece de estudos, por isso, a prevenção é a melhor estratégia a ser adotada, a fim de 

diminuir os riscos de exposição e transmissibilidade por esta via60. Contudo, os processos 

de desinfeção atualmente utilizados, como a cloração, são capazes de inativar o vírus SARS-

CoV-2 em água60. No entanto, a sobredosagem deste composto gera um elevado nível de 

subprodutos tóxicos causando riscos à saúde humana e ao meio ambiente37.  

Recentemente, com a publicação dos resultados de dois estudos, houve a 

formulação da hipótese de que a aPDT poderia ser eficaz contra o SARS-CoV-261,62. Na 

verdade a eficiência da aPDT viral já foi comprovada para diferentes tipos de vírus e 

bacteriófagos conhecidos, mas, sendo o SARS-CoV-2 um vírus emergente, poucos se sabe 

sobre o comportamento da aPDT com este vírus, sobretudo em águas residuais.  

De acordo com a literatura, a terapia fotodinâmica tem demonstrado ser eficaz na 

inativação de microrganismos em águas residuais48,49,63,,64. Costa et al, mostraram que a 

aplicação da aPDT usando porfirinas catiónicas, foi capaz de inativar até ao limite de 

deteção, o bacteriófago T4-like (utilizado como modelo de vírus que infetam humanos) em 

água residual64, tal como Bartolomeu et al. 2021, mostraram que, uma formulação de 

porfirinas catiónicas, promoveu uma redução em cerca de 7 log do bacteriófago T4-like em 

água residual, sugerindo que é possível aplicar esta técnica na desinfeção destas águas49.  

Estudos realizados com o PS azul de metileno, mostraram que este PS pode ser 

eficiente contra os vírus em diferentes matrizes, nomeadamente no sangue e nos seus 

componentes65,66,67. Os poucos estudos disponíveis na literatura, sobre a aplicação de aPDT 

em água residual com o azul de metileno, foram maioritariamente realizados em 

bactéricas, sobretudo, bactérias fecais, com os resultados desses estudos mostrando a 

capacidade do azul de metileno em inativar estes microrganismos, neste tipo de 

ambiente68,69,70,71. Relativamente aos vírus, há uma maior escassez de estudos em relação 
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à inativação destes microrganismos em água residual por aPDT. Contudo, Sobsey et al. 

1974, sugeriram que o azul de metileno poderia ser eficaz na inativação de vírus em água 

residual. Nesse estudo, os autores usaram o Poliovirus (como modelo de vírus entéricos). 

Apesar dos autores se limitarem a usar apenas o azul de metileno, sem recorrer a aPDT, os 

resultados mostraram redução em cerca de 4 log UFP ml-1 do vírus durante cerca de 14 dias 

a concentrações de 30 e 100 mg/l de azul de metileno68.    

O estudo de Gerba et al. 1977, de aPDT com o azul de metileno para inativar o 

Poliovirus em água residual tratada secundariamente, mostrou que este PS foi capaz de 

inativar o vírus naquele tipo de ambiente. No estudo usaram o azul de metileno à 

concentração de 13 μM e irradiação com luz branca de 20 W/m 2. Estes autores testaram 

a eficiência da aPDT com este fotossensibilizador em tampão, e os resultados mostraram 

que, após 5 min de exposição do Poliovirus à luz e ao azul de metileno, houve uma redução 

do título do vírus em cerca de 99,9% em relação ao título inicial. Em água residual não 

tratada, utilizando a mesma concentração e a mesma irradiância, houve uma redução de 

mais de 90% do título do vírus, após cerca de 5 min de irradiação, no entanto, salienta-se 

que o tempo de incubação do azul de metileno, no escuro, foi de 24 h. Nos controlos 

escuros, não houve diminuição significativa do conteúdo do vírus72.  

Estes resultados estão de acordo com o presente estudo em relação à inativação de 

vírus em água residual por aPDT com o azul de metileno, no qual este PS mostrou ser 

eficiente na inativação do bacteriófago a uma concentração de 5 μM. Observou-se uma 

inativação de cerca de 8 log UFP mL-1 do fago após 5 min de tratamento em tampão, e 8 

log UFP mL-1 após 90 minutos de tratamento em água residual tratada secundariamente. 

Contudo, no presente estudo a concentração do azul de metileno utilizado foi menor, 5 

μM, o que diminui os riscos de toxicidade.  

 

Em relação ao SARS-CoV-2, devido à sua recente descoberta, não há ainda relatos 

na literatura da aplicação de aPDT na desinfeção de água residual contaminada por este 

vírus, contudo, há alguns estudos realizados in vitro, na tentativa de inativar ou inibir o 

SARS-CoV-2, por a aplicação da aPDT com o azul de metileno73,74. Svyatchenko et al., 2021 

investigaram a possibilidade de usar aPDT para inativar SARS-CoV-2. Para isso utilizaram 
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células de rim de macaco como hospedeiras, luz laser com uma densidade de 40 J/cm2, e 

concentrações de 1,0 e 10,0 μg/ml de azul de metileno. Os resultados mostraram que após 

tratamento, houve uma inativação completa do vírus, e nos controlos claro e escuro não 

houve redução significativa do conteúdo viral, o que indica uma elevada eficácia da aPDT 

com o azul de metileno a baixas concentrações74.  

Os resultados deste estudo estão pois em conformidade com os resultados 

descritos na literatura para o SARS-CoV-2. Apesar de se ter usado um vírus modelo do SARS-

CoV-2, um hospedeiro e uma fonte de luz diferente, o conjunto de resultados mostra que 

o azul de metileno quando irradiado com luz visível, inativou significativamente o vírus 

modelo, nas várias condições experimentais testadas. Para tal, pode ter contribuído o facto 

destes dois vírus, bacteriófago phi6 e SARS-CoV-2, apresentarem RNA como ácido nucleico 

e possuirem invólucro lipídico.  

De facto, está descrito em vários estudos que os vírus com invólucro lipídico são 

mais suscetíveis à aPDT do que os vírus sem invólucro, sugerindo que as estruturas 

externas, invólucro e cápside, são os principais alvos deste tratamento. O dano nestas 

estruturas externas promove o extravasamento de conteúdo viral75-78. Korneev et al., 2019 

demostraram que a aPDT induziu a remoção de glicoproteínas de superfície do vírus H5N8, 

o qual pertence à mesma classe do SARS-Cov-2 (vírus de RNA com invólucro), tornando-o 

não infecioso e inativando-o por completo79. Ye et al., 2018 mostraram também em 

amostras ambientais que os vírus com invólucro são mais suscetíveis. Há no entanto, falta 

de estudos sobre os mecanismos de inativação de forma a perceber se as proteínas dos 

vírus com invólucro são geralmente mais suscetíveis a oxidantes do que as proteínas dos 

vírus sem invólucro, e se esta é a razão pela qual há uma tendência dos vírus com invólucro 

para serem mais suscetíveis à inativação por oxidantes químicos80. 

Costa et al.,2012 sugerem que tanto os radicais livres como o oxigénio singleto 

estão identificados como ROS importantes no processo de aPDT viral, sendo que o oxigénio 

singleto parece ser o ROS mais importante no efeito viricida em vírus de mamíferos e 

bacteriófagos. No entanto, indicam que a contribuição simultânea dos mecanismos tipo I e 

tipo II na aPDT carece de mais estudos81.   
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No presente estudo, após ensaios em tampão (PBS) para desenvolver o protocolo 

de aPDT, tentou-se reproduzir uma situação próxima à observada numa numa ETAR. Para 

isso realizou-se ensaios em água residual filtrada e não filtrada. Ao comparar os resultados 

nota-se que aos 90 minutos, houve a inativação do vírus até ao limite de deteção do 

método, em ambos os ensaios. No entanto, ao comparar os resultados obtidos em água 

residual e em PBS percebe-se que a aplicação da aPDT foi mais eficiente em PBS. Alves et 

al. 2014, sugerem que a difusão do oxigénio singleto ou outras espécies reativas de 

oxigénio depende do tipo de ambiente em que estes se encontram. Portanto a quantidade 

de matéria orgânica na água residual pode influenciar a taxa de difusão53. Bartolomeu et 

al.,2021 realçam que partículas de matéria orgânica podem facilmente extinguir e/ou 

eliminar as espécies reativas de oxigénio ou até mesmo adsorver o PS. Como consequência, 

a disponibilidade do PS para gerar espécies reativas de oxigénio vai diminuir, podendo 

então resultar numa inativação menos eficiente em água residual 49. 

A comparação dos resultados obtidos neste estudo com resultados obtidos em 

estudos anteriores não pode, no entanto, ser uma comparação direta, visto que nestes 

estudos não se usaram as mesmas condições na aPDT e também se usaram modelos de 

microrganismos diferentes. Contudo, em todos os estudos que avaliaram o efeito da 

fotoinativação em vírus de RNA com invólucro, a aPDT foi bemsucedida, 

independentemente do PS ou da fonte de luz utilizada, direcionando fortemente para o 

entendimento de que esta abordagem pode ser eficaz na inativação do SARS-CoV-2 em 

água residual, e na mitigação da COVID-19.  

Os resultados obtidos neste estudo vão acrescentar mais informação em relação à 

aplicação da aPDT com o azul de metileno em água residual.  
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Capítulo III. “Avaliação do impacto da emissão de água tratada por aPDT 

nos organismos presentes nas águas recetoras” 
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Resumo  
Avaliar a toxicidade gerada por um composto ou por um tipo de tratamento de desinfeção 
de águas residuais é de extrema importância, pois a maioria destes compostos ou 
resultados desses tratamentos acabam por chegar ao meio ambiente podendo provocar 
danos irreversíveis. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da solução gerada 
após o tratamento fotodinâmico com o azul de metileno (AM). Para estes ensaios utilizou-
se o microcrustáceo Daphnia magna e a metodologia aplicada foi o protocolo da OCDE 202 
para ensaios de toxicidade aguda, onde dafnídeos foram expostas, por um período de 48 
horas, à água residual e ao AM a uma concentração de 10 μM (previamente irradiado). 
Paralelamente foram realizados ensaios a fim de comparar a toxicidade do AM com outros 
fotossensibilizadores (PS), porfirina tetracatiónica e ftalocianina.  
Os resultados mostraram que em água residual a taxa de sobrevivência das dáfnias foi de 
100%, não apresentando toxicidade ao fim de 48 horas de exposição. Em relação aos testes 
com o AM irradiado, a taxa de sobrevivência foi de 20% após 48 horas de exposição. No 
entanto, quando comparado com os outros PS, o AM apresentou menor toxicidade, com a 
taxa de sobrevivência das dáfnias a situar-se nos 0% quando expostas à porfirina 
tetracatiónica e à ftalocianina. Sem a irradiação, ambos os PS foram tóxicos. 
Os resultados obtidos nos PS irradiados indicaram uma toxicidade do AM, mas essa 
toxicidade foi mais evidente com os outros PS usados. No entanto estes testes foram 
realizados não tendo em conta o fator diluição ao qual a água residual tratada é sujeita no 
momento em que é libertada para o meio ambiente, sugerindo que a toxicidade pode ser 
mais baixa com o AM quando este for diluído. No entanto, mais estudos serão necessários 
de forma a se encontrar um método de tratamento de desinfeção mais amigo do ambiente. 
 

Abstract 
Evaluating the toxicity generated by a compound or by a type of disinfection treatment is 
extremely important because most of these compounds or results of these treatments 
eventually reach the environment and may cause irreversible damage. Therefore, the 
objective of this study was to evaluate the effects of the solution generated, after the 
photodynamic treatment with the methylene blue (MB). In these assays, we used the 
microcrustacean Daphnia magna and the methodology applied was described in the OECD 
202 protocol for acute toxicity assays, where daphnids were exposed, for a period of 48 
hours, to wastewater and to MB at a concentration of 10 μM (previously irradiated). In 
parallel, assays were carried out to compare the toxicity of MB with other photosensitizers 
(PS), tetracationic porphyrin and phthalocyanine.  
The results show that in wastewater the Daphnia survival rate was 100%, showing no 
toxicity after 48 hours of exposure. Concerning the irradiated MB tests, the survival rate 
was 20% after 48 hours of exposure. However, when compared with the other PS, the MB 
showed less toxicity, with the Daphnia survival rate being 0% when exposed to tetracationic 
porphyrin and phthalocyanine. Without irradiation, both PS were toxic. 
The results obtained from the irradiated PS indicated toxicity of the MB, but this toxicity 
was more evident with the other PS used. However, these tests were performed without 
taking into account the dilution factor occurring when the treated wastewater is released 
into the environment, suggesting that toxicity may be lower for MB when it is diluted. 
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However, further studies will be necessary to find a more environmentally friendly 
disinfection treatment method. 
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1) INTRODUÇÃO  

 

A grande maioria das águas residuais produzidas não são reaproveitadas, com o seu 

retorno ao meio natural tido como a solução mais prática. Este retorno pode ser feito 

através da infiltração no solo ou através da sua descarga em águas superficiais, rios e 

oceanos1.  

Quando o efluente tratado é descarregado num meio sensível, é de elevada 

importância garantir que este efluente tratado tenha um impacto mínimo no ecossistema 

onde este é libertado. No caso do uso do tratamento fotodinâmico antimicrobiano como 

alternativa para desinfetar águas residuais, é necessário assegurar que o 

fotossensibilizador usado não afeta os organismos do meio recetor.  

A fim de evitar a libertação do fotossensibilizador para o ambiente, bem como 

reaproveitá-lo, este pode ser imobilizado3. No entanto, é necessário avaliar se o 

fotossensibilizador ou produtos resultantes da sua degradação, mesmo quando 

suportados, não sejam libertados para o meio recetor. Para tal, é importante avaliar o 

impacto do efluente tratado nos organismos existentes no meio recetor.  

 

1.1) ENSAIOS ECOTOXICOLÓGICOS 

 

A ecotoxicidade refere-se ao potencial de uma substância em causar efeitos nocivos 

aos organismos e depende das propriedades químicas da substância, da sua concentração 

e do tempo de exposição ao agente tóxico4.  

A fim de detetar possíveis efeitos provocados por uma determinada substância, são 

realizados testes de toxicidade sob condições controladas em laboratório e, para isso, são 

usados organismos que possuem uma baixa tolerância a diversos compostos químicos. 

Estes organismos quando expostos a diferentes concentrações dos compostos sofrem 

alterações ao nível morfológico, fisiológico e comportamental, que podem ser observadas 

e quantificadas4,5.  

Os testes de toxicidade podem ser agudos ou crónicos. Os testes de toxicidade aguda são 

os que avaliam respostas rápidas, letais, com exposições a concentrações consideradas 
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elevadas. Nestes testes, os compostos tóxicos produzam efeitos a curto prazo, 

nomeadamente num intervalo de tempo de 0 a 96 horas5. O objetivo do teste é determinar 

a concentração de um composto tóxico com capacidade de produzir um efeito específico 

no organismo utilizado, geralmente letalidade, mas em alguns casos, a imobilidade que é 

uma manifestação que antecede a essa letalidade6. Através dos testes de toxicidade aguda 

pode-se calcular (por métodos estatísticos) a concentração efetiva - EC50, ou seja, a 

concentração na qual o composto tóxico é capaz de causar imobilização/mortalidade a 50% 

dos organismos, após um determinado tempo de exposição4,6  

Já os testes de toxicidade crónica são usados para avaliar as respostas dos 

organismos, a nível de funções biológicas, nomeadamente, o desenvolvimento, o 

crescimento, a maturação e a reprodução. Para estes testes, o tempo de exposição é maior, 

podendo atingir todo o ciclo de vida do organismo, e são usadas concentrações subletais 

do composto a ser testado4,5  

Em ecotoxicologia aquática, Daphnia magna é um dos organismos-modelo mais 

utilizados e recomendados para este tipo de ensaio7,8. O género Daphnia pertencente à 

Ordem Cladocera, um grupo de organismos comummente encontrados em ecossistemas 

(lagos e albufeiras), têm dimensões reduzidas (com os adultos a variarem entre 1 a 5 mm), 

e a sua alimentação é por filtração não seletiva, com uma dieta diversificada, com captura 

do alimento que se encontra suspenso na coluna de água (como microalgas e bactérias)9.  

Daphnia magna apresenta características favoráveis para a realização de bioensaios 

ecotoxicológicos, nomeadamente:  

 Possui uma elevada taxa de fecundidade, um ciclo de vida curto e suas dimensões 

reduzidas permitem o manuseamento e manutenção de culturas laboratoriais10;  

 Elevada sensibilidade a diversos fatores de stress e às substâncias tóxicas10;  

 Reprodução por partenogénese, o que resulta em ninhadas geneticamente 

idênticas à progenitora, denominados (clones). Esta característica possibilita a 

comparação de estudos feitos entre laboratórios10, bem como a diminuição 

variabilidade entre os ensaios, o que aumenta a reprodutibilidade e a robustez dos 

resultados obtidos11. 
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O presente estudo tem como objetivo avaliar a possibilidade de efeitos 

ecotoxicológicos provocados pelo efluente, após a sua desinfeção por tratamento 

fotodinâmico. Para tal foram realizados ensaios de toxicidade aguda com Daphnia magna. 

Para os ensaios cumpriram-se normas estabelecidas pela Organização para a Cooperação 

e Desenvolvimento Económico (OCDE), nomeadamente a norma 202, onde é avaliada a 

imobilização dos organismos expostos durante 48 h. A primeira abordagem consistiu em 

testar a toxicidade da água residual nas dáfnias. De seguida fizeram-se ensaios de 

toxicidade do azul de metileno a uma concentração de 10 μM, que apesar de superior à 

concentração usada nos ensaios de inativação fotodinâmica, foi a opção tomada por uma 

questão de robustez de resultados.  

 

2) MATERIAL E MÉTODOS  
 

Neste estudo foram utilizadas Daphnia magna (clone K6) provenientes de culturas 

saudáveis, mantidas em condições laboratoriais apropriadas (meio, luz, alimento, 

temperatura, número de animais por cultura)8 no Laboratório de Ecologia Aplicada e 

Ecotoxicologia (applEE), no Centro de Estudos do Ambiente e do Mar (CESAM). As dáfnias 

foram cultivadas em meio ASTM, enriquecido com vitaminas e aditivo orgânico, essenciais 

na manutenção das culturas, e foram também mantidas a uma temperatura controlada de 

20 ± 2 °C, e fotoperíodo de 16 horas à luz e 8 horas escuro8. O meio foi trocado três vezes 

por semana, e a cada 2 dias os dafnídeos em cultura foram alimentados com a alga verde 

Raphidocelis subcapitata na concentração de 3 × 105 células/mL. Para a realização dos 

testes utilizaram-se neonatos da terceira à quinta ninhada. 

 

 

2.1) AMOSTRA DE ÁGUAS RESIDUAIS 

 As amostras de águas residuais secundariamente tratada, utilizadas neste estudo 

foram recolhidas numa estação de tratamento de águas residuais do Distrito de Aveiro. 

Esta amostras foram colhidas de manhã, no dia 16 de dezembro de 2020 e representavam 
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um acúmulo de efluente de um período de 24 h (amostras compostas). No transporte das 

amostras e no laboratório estas foram protegidas da luz e refrigeradas a 4 °C até ao seu 

posterior uso. 

2.2) FOTOSSENSIBILIZADORES  

 

Uma solução stock, do fotossensibilizador azul de metileno foi preparada a 500 μM 

em solução tampão fosfato (PBS) e posteriormente armazenada no escuro. A a porfirina e 

a ftalocianina, cujas soluções stock foram preparadas à mesma concentração (500 μM), 

mas em DMSO. Todas estas soluções foram sempre sonicadas por 30 minutos à 

temperatura ambiente (banho ultrassónico, Nahita 0,6 L, 40 kHz).  

2.3) CONDIÇÕES DE IRRADIAÇÃO  

 

As amostras de fotossensibilizadores preparadas à concentração de 5 µM em meio 

de cultura das dáfnias, foram sujeitas a irradiação solar durante 3 h (intervalo horário das 

13h31 e as 16h30, do dia 6 de junho de 2021). Durante este período a irradiância solar e o 

índice UV foram acompanhados através da página web Current Weather in Aveiro, do 

Grupo de Meteorologia e Climatologia da Universidade de Aveiro, tendo a irradiância solar 

variado entre 75,0 e 95,0 mW cm-2, e o índice de UV variado entre 3,5 e 6. 

 

2.4) ENSAIOS DE TOXICIDADE  

 

2.4.1) Ensaios de toxicidade aguda em água residual – teste de imobilização de 

Dapnhia magna  

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados conforme descrito no protocolo 

padronizado de OECD 202 (OCDE 2004)12, onde neonatos com menos de 24 horas de idade 

foram expostos à água residual, tratada secundariamente, recolhida numa ETAR em Aveiro, 

Portugal. Nos ensaios foram usadas 4 réplicas por tratamento (amostra e controlo 

negativo), com 5 neonatos por réplica, expostos a 10 mL de água residual, em tubos de 
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ensaio com capacidade volumétrica de 50 mL. O controlo negativo correspondia ao mesmo 

número de neonatos no mesmo volume de ASTM (10 mL). 

 

2.4.2) Ensaios de toxicidade aguda com azul de metileno  – teste de 

imobilização com Dapnhia magna  

 

Os ensaios de toxicidade aguda – imobilização foram realizados conforme descrito 

no protocolo padronizado de OCDE 202 (OCDE 2004), em que neonatos com idade inferior 

a 24 h foram expostos ao azul de metileno (irradiado e não irradiado) à  concentração de 

10 μM.  O ensaio foi realizado em tubos de ensaiocom um volume total de amostra de 10 

mL, tendo sido realizadas três réplicas, com cinco neonatos por réplica, para cada 

tratamento e controlos. Após 24 e 48 h de exposição foi contabilizado o número de 

dafniídeos imobilizados. Para isso fez-se uma ligeira agitação dos tubos de ensaios 

utilizados no teste e observou-se se os organismos apresentavam movimentos de natação.   

Para efeito de comparação de toxicidade aguda, entre os diferentes tipos de 

fotossensibilizadores utilizados nos protocolos de terapia fotodinâmica, foram feitos 

ensaios em conjunto com o azul de metileno, seguindo os mesmos procedimentos 

descritos anteriormente. Os fotossensibilizadores (irradiados e não irradiados) usados 

foram, a Porfirina tetra catiónica - Tetra-Py(+)-Me e a Ftalocianina - ZnPcF8(Pyr-

N4)8(Me)8.8I-. Neste desenho experimental utilizaram-se dois controlos: um controlo 

negativo, com o mesmo número de neonatos no mesmo volume de ASTM (10 mL) 

mencionadas nos ensaios anteriores e o segundo correspondia ao controlo solvente com 

DMSO a 2% (% de DMSO nas amostras em que a toxicidade da porfirina e da ftalocianina 

foram testadas) em 10 mL de ASTM, com o mesmo número de neonatos.  
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3) Resultados  
 

3.1) Ensaio de toxicidade aguda em água residual 

Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade em água residual estão apresentados 

na Figura 9. Estes resultados mostram que, após 48 horas de exposição dos neonatos à 

água residual não houve registro de imobilização dos organismos, permanecendo a 

sobrevivência de 100%, o que indica que a água residual por si só não foi tóxica para os 

neonatos.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9.  Sobrevivência de Daphnia magna exposta, durante 48h, a água residual tratada 
secundariamente. Os dados são apresentados em percentagem total. 



 

 

 

 

 

 

59 

3.2) Ensaio de toxicidade aguda com o azul de metileno 

Na Figura 10 são apresentados os resultados obtidos no ensaio de toxicidade aguda 

usando o azul de metileno irradiado e não irradiado. Os resultados mostram que a 

percentagem de neonatos sobreviventes foi cerca de 87%, após 24 h de exposição ao azul 

de metileno irradiado, e cerca de 20% após 48 h de exposição. Já os resultados com o azul 

de metileno não irradiado mostram que não houve sobreviventes logo às 24 h de 

exposição. Ao comparar os resultados, nota-se que o azul de metileno quando irradiado é 

menos tóxico para as dáfnias, do que o mesmo não irradiado.    

 

Figura 10. Sobrevivência de Daphnia magna exposta, durante 48 h, ao azul de metileno 
irradiado e não irradiado. Os dados são apresentados em percentagem média. 
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3.3) Ensaio de toxicidade aguda, para efeitos de comparação entre 
fotossensibilizadores 

 

 

A Figura 11 mostra os resultados dos ensaios com os outros dois 

fotossensibilizadores usados no tratamento por terapia fotodinâmica. Os resultados 

mostram que o PS tetra catiónico e a ftalocianina foram tóxicos para as dáfnias, com uma 

percentagem de mortalidade de 100%, independentemente da sua irradiação ser efetuada. 

Quando comparados, nota-se que o azul de metileno é menos tóxico do que os outros 

fotossensibilizadores para as dáfnias. 

 Figura 11: Sobrevivência de Daphnia magna exposta, durante 48 h, aos 
fotossensibilisadores azul de metileno, porfirina tetracatiónica e ftalocianina. 
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DISCUSSÃO  
 
 

Neste estudo foi avaliada a toxicidade da água residual e do azul de metileno numa 

espécie aquática, Daphnia magna, reconhecida como espécie modelo em avaliações 

ecotoxicológicas.  

Os testes de toxicidade aguda envolvem uma avaliação dos efeitos tóxicos de uma 

única dose de um produto químico ou, em alguns casos, os efeitos de doses múltiplas 

administradas em 24 e/ou 48 h13, nos quais avaliações comportamentais como a 

mobilidade das dáfnias contribuem para a compreensão da toxicidade de um determinado 

composto14. Muitas substâncias podem afetar a mobilidade de Daphnia, levando à sua 

morte, e por isso este importante parâmetro deve ser tido em conta nos ensaios 

ecotoxicológicos15. Na literatura, há vários estudos que descrevem alterações na 

mobilidade das dáfnias após estas serem expostas a concentrações subletais de metais16, 

fármacos17, inseticidas organofosforados15, nanopartículas de óxido zinco17, corantes 

usados na indústria têxtil19,20, entre outros.  

Os ensaios de toxicidade aguda deste estudo revelaram resultados satisfatórios. A 

toxicidade em efluentes tratados secundariamente foi testada, mostrando uma taxa de 

sobrevivência de 100% após 24 h. Ao comparar os resultados de 24 h com as 48 h, não 

houve registo de organismos imóveis na amostra e nos controlos, com a sobrevivência 

mantendo-se nos 100%, permanecendo o teste válido, o que indica que a água residual não 

é tóxica para as dáfnias. Nos controlos também houve uma taxa de sobrevivência de 100%, 

não excedendo a 10% da mortalidade e imobilidade, mantendo-se válido o teste de 

toxicidade, de acordo com o estabelecido pelo protocolo normativo OCDE 202.  

Os resultados do presente estudo estão de acordo com um outro estudo, realizado 

por Serra (Serra 2019), onde foi avaliado o potencial do crustáceo Daphnia magna como 

bioindicador de toxicidade para águas residuais domésticas desinfetadas com ácido 

peracético. Nesse estudo, foram realizados ensaios de toxicidade da água residual tratada 

secundariamente. Os resultados mostraram que a exposição dos organismos ao efluente 

secundário sem desinfeção não resultou em mortalidade ou imobilidade nos organismos 

testados, mostrando, aparentemente, ausência de toxicidade do efluente para a D. magna.  
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Nesse estudo a toxicidade foi avaliada de acordo com o procedimento padrão 6341 (ISO 

6341:2012)21, na qual utilizaram kit Daphkit®, desenvolvido por um laboratório na Bélgica. 

Contudo, apesar de terem usado um método, e um efluente secundário diferente do 

presente estudo, os resultados mostraram também uma taxa de sobrevivência das dáfnias 

de 100% em água residual22. 

 

Relativamente à toxicidade do azul de metileno Kurşun et al., (Kurşun, G. et al. 

2019), avaliaram a toxicidade aguda da água residual tingida com azul de metileno usando 

Daphnia magna. A metodologia usada foi o protocolo da OCDE 202, na qual a imobilidade 

da Daphnia magna foi calculada para determinar a EC50. A fonte de luz foi uma lâmpada de 

xénon e a intensidade da luz pode ser ajustada de 250 a 765 W/m2. Os resultados 

mostraram que o azul de metileno foi tóxico para as dáfnias a uma concentração de 10 μM. 

A taxa de imobilidade foi de 100% em concentrações acima dos 10 μM azul de metileno. 

Por sua vez, os autores usaram fotocatalisadores para degradar o azul de metileno, e os 

resultados revelaram uma diminuição da taxa de imobilidade, em 50%, nas concentrações 

mais elevadas de azul de metileno23. Estes resultados estão de acordo com o presente 

estudo, no qual o azul de metileno a uma concentração de 10 μM também mostrou ser 

tóxico para Daphnia magna, mesmo tendo sido usadas diferentes fontes e intensidades de 

luz. 

No entanto, alguns fatores podem diminuir a toxicidade do azul de metileno, um 

bom exemplo é o uso de catalisadores, como mostrado no estudo de (Kurşun, G. et al. 

2019) no qual usaram um revestimento à base de titanato de potássio e lantânio para 

degradar azul de metileno, e com isso notou-se uma diminuição da toxicidade nas dáfnias23. 

 Çifçi D.I. (2016) avaliou a degradação do azul de metileno através do método ISO 

6341 (1996)21, usando catalisadores à base de titânio e prata, sob radiação UV, e testou a 

toxicidade do azul de metileno degradado em Daphnia magna. Verificou que não houve 

toxicidade do azul de metileno quando degradado, com a taxa de imobilidade das dáfnias 

não sendo significativa20. 

No presente estudo foram realizados testes de toxicidade aguda em Daphnia 

magna, para efeito de comparação, entre o azul de metileno e as diferentes classes de 
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fotossensibilizadores utilizados na terapia fotodinâmica, como as ftalocianinas (Ftc), e as 

porfirinas.  Os nossos resultados mostraram que quando irradiados, e após 24 h de 

exposição nas dáfnias, a Ftc 5a, e a uma porfirina tetracatiónica, exibiram uma maior 

toxicidade em relação ao azul de metileno, com uma taxa de sobrevivência nos 0% para a 

Ftc e porfirina, e uma taxa em cerca de 87% para o azul de metileno. Já os testes de 

toxicidade no escuro resultaram uma taxa de mortalidade de 100% nas dáfnias em ambos 

os fotossensibilizadores. Nos controlos não houve registro de imobilização das dáfnias, 

permanecendo a sobrevivência nos 100%, o que valida o teste de acordo com a OCDE, 202. 

Jančula et. al. (2008) testaram a toxicidade de vários tipos de Ftc em Daphnia 

Magna usando o método ISO 6341 (1996)21. As concentrações de Ftc aplicadas no teste 

foram, 50, 10, 1, 0,1, e 0,01 mg/L, com quatro réplicas para cada concentração e controlo, 

a intensidade da luz usada foi de 20 μmol m-2 s-1 (1200 lux). Os resultados dos testes 

revelaram diferentes níveis de toxicidade entre as Ftc, com alguns destes composto 

exibindo efeito tóxicos mesmo em concentrações baixas, com os autores sugerindo que a 

intensidade de luz influenciava a toxicidade. No entanto, ao testarem com uma menor 

intensidade de luz, estas Ftc continuaram a exibir toxicidade, sugerindo que a toxicidade 

era causada pelas próprias moléculas de Ftc ou pela diferença de ligação das Ftc às 

membranas celulares24.  

Outros estudos anteriormente publicados, como o de Merchat et al., 1996, sugerem 

que, a diferença existente na absorção ou ligação da molécula à célula, tem um papel mais 

importante na eficiência de diferentes tipos de Ftc, em vez da diferença na produção de 

oxigénio singleto25. Dra'bkova'et al. (2006), mostraram que a taxa de produção de oxigénio 

singleto não estava correlacionado com o nível de toxicidade das Ftc em diferentes tipos 

de microrganismos altamente sensíveis a estes compostos químicos26.   

Em resumo os autores concluíram que, o oxigénio singleto produzido pelas Ftc, 

iluminadas por uma luz adequada, é suposto ser o principal agente que causa a 

mortalidade, mas, por possuir um tempo de vida curto, este não pode ser transportado por 

longa distância. Portanto, apenas uma ligação eficiente das moléculas de Ftc às células 

poderia proporcionar danos efetivos. Os autores observaram que algumas Ftc com 

substituintes heterocíclicos apresentava uma toxicidade mais elevada, sugerindo que esta 
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poderia ser causado por uma ligação mais forte das moléculas às células, devido à presença 

de um heterociclo carregado positivamente. No entanto, são necessários estudos para 

provar esta teoria. É de salientar que nestes mesmo estudos os autores relatam que em 

alguns testes notaram uma mortalidade significativa dos dafnídeos expostos a Ftc no 

escuro24.  

 

Em relação às porfirinas, Fabris et. al. 2011 testaram, através do protocolo 

Daphkit®, a toxicidade aguda de uma porfirina tetracatiónica em dáfnias. Os resultados 

mostraram que, após 1 hora de incubação no escuro com a porfirina, as dáfnias 

apresentaram uma elevada taxa de imobilização às 48h, em concentrações que variaram 

entre 1 a 10 μM. Os autores avaliaram também a fototoxicidade da porfirina e observaram 

que, após 1 h de irradiação com luz visível, a porfirina tetracatiónica a uma concentração 

de 0,3 μM foi suficiente para causar imobilização em 50% das dáfnias, após 48 h de 

exposição27.   

D’Ambrosio et. al. 2020, testaram com base em protocolos padronizados28,29 a 

toxicidade de pigmentos semelhantes a porfirina diluídos a 10, 50 e 100%, em dáfnias. Os 

resultados mostraram que, após o tratamento inicial de 1 hora de exposição ao pigmentos 

na luz e no escuro, as taxas de imobilização aumentavam à medida que a concentração e o 

tempo total de exposição aumentavam. Após 24 e 48 horas de exposição os autores 

notaram uma redução nos efeitos fotodinâmicos das porfirinas e sugeriram que, as causas 

para esta redução se devem ao curto tempo de vida do oxigénio singleto e à degradação 

das porfirinas. No entanto a toxicidade no escuro foi quase sempre mais expressiva em 

concentrações mais elevadas dos compostos seja em 24 ou 48 h. Apesar da toxicidade no 

escuro para compostos porfirínicos não estar bem compreendida, os resultados sugerem 

efeitos significativos em dáfnias30  

Todos os resultados mencionados anteriormente sobre a toxicidade dos 

fotossensibilizadores, estão em acordo com o presente estudo. Contudo, não se pode 

desvalorizar o uso da terapia fotodinâmica e dos respetivos fotossensibilizadores na 

desinfeção de águas residuais, visto que já está provada a eficácia deste tratamento para a 

inativação de diferentes microrganismos. No entanto, para diminuir a toxicidade dos 
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compostos, pode-se ajustar as concentrações dos fotossensibilizadores, como também 

usar fotocatalisadores, como mencionado em alguns estudos. Embora tenha sido 

observada toxicidade aguda nas dáfnias com o azul de metileno a 10 μM (irradiado), 

quando as águas residuais são descarregadas no ambiente aquático, nomeadamente no 

oceano, sofrem uma diluição elevada, o que reduz o impacto da descarga. São necessários 

mais estudos de toxicidade usando o efluente diluído para avaliar a segurança do 

tratamento fotodinâmico no tratamento de águas residuais. 

 
 
 

CONCLUSÃO  
 
 

Os ensaios de toxicidade aguda realizados com D. magna e o efluente secundário 

desinfetado com azul de metileno permitiu obter as seguintes conclusões: 

 
 O efluente secundário da ETAR antes da desinfeção, não exibia efeitos tóxicos na D. 

magna, sugerindo que não havia substâncias químicas em concentrações que 

provocassem toxicidade nas dáfnias;  

 
 A concentração de 10 μM do azul de metileno avaliada no presente estudo foi tóxica 

para D. magna. Este resultado é corroborado por estudos de toxicidade em D. 

magna relatados na literatura. 

 
 Quando comparadas, a toxicidade das diferentes classes de fotossensibilizadores, 

nota-se que o azul de metileno foi menos tóxico ao longo das 48 h de ensaio. No 

entanto, a toxicodinâmica dos fotossensibilizadores é complexa e não é muito bem 

compreendida. Apesar disso, os resultados do presente estudo e dos estudos 

anteriormente publicados, sugerem que: a toxicidade depende do 

fotossensibilizador a ser utilizado e consequentemente da sua estrutura molecular; 

da concentração do fotossensibilizar; a presença ou ausência da luz são fatores 

significativos, isto porque a maior taxa de imobilização das dáfnias foi no escuro, 
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para todos os fotossensibilizadores. Estes resultados são relevantes para futuras 

pesquisas no âmbito do tratamento de água residual por aPDT, uma vez que a 

toxicidade ao escuro pode causar efeitos significativos durante o tratamento, após 

o esgotamento da capacidade fotodinâmica efetiva dos fotossensibilizadores. 

 

Salienta-se que há poucos estudos que abordam o tema da toxicidade – águas residuais 

– fotossensibilizadores –  em dáfnias ou outros organismos.  

 
.  

 

PERSPETIVA FUTURAS 
 

Após termos bons resultados em relação ao azul de metileno, seria relevante:  

 

 Avaliar, a toxicidade aguda nas dáfnias a azul de metileno a 10 μM, mas desta vez 

tendo em conta o fator diluição, 1:10; 1:100 e 1:1000 da solução, uma vez que, o 

efluente ao ser descarregado no oceano é diluído, e o fator de diluição é 

relativamente maior do que as diluições a serem testadas;  

 Avaliar, em concentrações mais baixas (1 e 5 μM), a toxicidade do azul de metileno 

em dáfnias;  

 Avaliar a toxicidade do azul de metileno em outros organismos, quer do meio 

dulçiquícola quer do meio marinho, bem como avaliar a toxicidade do efluente 

tratado por aPDT com o azul de metileno nesses organismos. 
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