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RESUMO

LEAL, R.M.P. Ocorréncia e comportamento ambiental de residuos de antibioticos de uso
veterinario. 2012. 134 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2012.

Muitos antibidticos de uso veterindrio ndo sdo totalmente metabolizados no organismo
animal, ocasionando a presenca de residuos destes compostos em vdrias matrizes ambientais,
tais como estercos animais, solos e sedimentos fluviais. A ocorréncia destes residuos no
ambiente pode favorecer a resisténcia de microrganismos aos agentes antibidticos, ocasionar
problemas de ordem toxicoldgica em determinados organismos e, além disso, interferir nos
ciclos biogeoquimicos mediados por microrganismos. Apesar do uso de antibidticos de uso
veterindrio ser elevado no Brasil, at¢é o0 momento nio existem dados quanto a ocorréncia e
comportamento ambiental dos principais compostos atualmente empregados no pais. Neste
sentido, este trabalho investigou a ocorréncia em amostras ambientais (cama de frango e solo)
de uma importante classe de antibidticos, as fluoroquinolonas, além de aspectos do
comportamento de fluoroquinolonas e sulfonamidas através de ensaios de sor¢do. No exterior,
estudou-se a dissipagdo e a sor¢do de fluoroquinolonas em solos neozelandeses. Para a
quantificacdo de residuos de fluoroquinolonas em amostras de cama de frango e solo, a
metodologia analitica foi adaptada e validada. No geral, os residuos de fluoroquinolonas
ocorreram em concentragdes equipardveis (mg kg'1 para cama de frango e pug kg'1 para solo)
aos encontrados em outros paises (China, Austria e Turquia) e os seus coeficientes de sor¢io
as particulas do solo foram sempre elevados (K4 = 544 a 1.277.874 L kg'l), maiores do que
aqueles encontrados internacionalmente (Kq = 260 to 5.012 L kg™), e bastante superiores aos
encontrados na cama de frango (Kgq < 65 L kg), o que demonstra que o transporte destas
moléculas ocorre somente em associacdo as particulas do solo, podendo atingir fontes de
aguas superficiais. J4 os coeficientes de sor¢do das sulfonamidas foram relativamente baixos
Kqg=0,7a70,1 L kg'l), mostrando seu potencial de lixiviacdo no perfil dos solos. A textura e
a capacidade de troca cationica influenciaram significativamente o potencial de sor¢do das
fluoroquinolonas e das sulfonamidas aos solos, evidenciando a importancia dos processos de
troca i0nica na sor¢do desses antibidticos em solos tropicais. Nos solos neozelandeses, com
maior capacidade tampao, o potencial de sor¢do das fluoroquinolonas também foi elevado,
mas menor que em solos brasileiros, sendo que a adi¢do de cama de frango diminuiu o seu
potencial de sorcdo. A dissipac@o das fluoroquinolonas variou consideravelmente (DTsy = 16
a >70 dias), tendo sido mais rdpida em sub-superficie apesar da sua menor atividade
bioldgica. Antibidticos sdo usados rotineiramente na produg¢do animal, representando uma
fonte potencial de polui¢do ao meio ambiente que tem sido largamente ignorada, devendo ser
melhor investigada no Brasil.

Palavras-chave: Producdo animal. Antibidticos de uso veterinario. Contamina¢do ambiental.
Poluentes organicos.
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ABSTRACT

LEAL, R.M.P.L. Occurrence and environmental behavior of residues of veterinary
antibiotics. 2012. 134 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2012.

Many antibiotics used for veterinary purposes use are not fully metabolized in the animal
body, resulting in the presence of residues in a wide range of environmental matrices such as
animal manures, soils and sediments. The occurrence of these residues in the environment can
favour microorganisms resistance to antibiotic agents, cause toxicological problems to certain
organisms and, besides, also interfere in the biogeochemical cycles mediated by
microorganisms. Despite the high use of veterinary antibiotics in Brazil, so far there are no
data regarding the occurrence and environmental behavior of the main compounds currently
in use in the country. This work represented a first investigation on the occurrence of an
important class of antibiotics, the fluoroquinolones, in environmental samples (poultry litter
and soil), also investigating aspects of the environmental behavior of fluoroquinolones and
sulfonamides in these matrices through sorption experiments. Overseas, dissipation and
sorption behavior of fluoroquinolones were studied for New Zealand soils. For the
quantification of fluoroquinolone residues in poultry litter and soil samples, an analytical
methodology was adapted and validated. Overall, the results demonstrated the occurrence of
fluoroquinolone residues in concentrations (mg kg'1 for poultry litter and ug kg for soil)
comparable to those found elsewhere (China, Austria and Turkey), a high sorption potential of
fluoroquinolones to soils (K4 from 544 to 1,277,874 L kg'l), higher than the reference values
for soil (Kg = 260 to 5,012 L kg™), and much higher than for poultry litter (Kq < 65 L kg™),
showing that the transport of these molecules will only occur in association with the soil
particles, possibly reaching superficial water sources. In the case of sulfonamides, sorption
coefficients were relatively low (Kq = 0.7 to 70.1 L kg™'), showing their leaching potential in
the soil profile. Texture and cation exchange capacity greatly affected the sorption of
sulfonamides and fluoroquinolones to soils, emphasizing the importance of ion exchange
processes on the sorption of antibiotics in tropical soils. In New Zealand soils, with a higher
buffer capacity, sorption of fluoroquinolones was also high, but lower than to Brazilian soils,
and the addition of poultry litter to soil reduced the sorption potential of these compounds.
Fluoroquinolones dissipation varied considerably ((DTso = 16 to >70 days), being faster in
sub-surface samples despite its lower biological activity. Antibiotics are routinely used in
animal production, representing a potential source of pollution to the environment that has
been largely ignored and should be further investigated in Brazil.

Key-words: Animal production. Veterinary antibiotics. Environmental contamination.
Organic pollutants.
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1 INTRODUCAO

A produc¢do animal é uma das atividades mais expressivas do agronegocio brasileiro.
A fim de assegurar a produtividade e a competitividade do setor, a utilizacdo de
medicamentos com fins terapéuticos e de profilaxia € uma pratica bastante comum. Dentre os
medicamentos utilizados, os agentes antibidticos correspondem a uma das classes mais
prescritas (THIELE-BRUHN, 2003). Atualmente, o Ministério da Agricultura autoriza o uso
de cerca de 15 compostos antimicrobianos como aditivos na alimentacdo animal e outros 50
para fins terapéuticos, muitos dos quais de uso comum entre as diversas espécies animais, tais
como bovinos, suinos, aves, caes, caprinos etc. (PALERMO-NETO; ALMEIDA, 2006).

Os o6rgaos regulamentadores e de pesquisa t€ém dado atenc¢do especial aos riscos a
saude humana representados pela exposi¢cdo direta aos residuos de antibidticos presentes em
alimentos de origem animal, considerando-se para isso os valores de Ingestdes Didrias
Aceitaveis (IDA) e Limites Maximos de Residuos (LMRs) estabelecidos para estes produtos
(PALERMO-NETO; ALMEIDA, 2006). Entretanto, a extensdo e as possiveis implicacdes a
saude humana da exposi¢do indireta a residuos de antibidticos, via ambiente, ainda sdo pouco
conhecidas (CAPLETON et al., 2006).

Uma série de estudos recentes sobre o tema, conduzidos quase que integralmente no
exterior, tem detectado a presencga destas substancias, em pequenas concentragdes (ng L' ou
kg"' amg L ou kg™), em diferentes matrizes ambientais, tais como excretos animais, lagoas
de tratamento de residuos de origem animal, solos e &dguas superficiais e subterraneas
(HIRSCH et al., 1999; THIELE-BRUHN, 2003; BOXALL et al., 2006; MARTINEZ-
CABALLO et al.,, 2007). A ocorréncia destes compostos no ambiente pode impactar
negativamente organismos aqudticos e terrestres (toxicidade cronica ou aguda), além de
exercer possivel influéncia no aumento da resisténcia de microrganismos aos agentes
antibidticos (KEMPER, 2008).

Muitos dos antibidticos administrados ndo sdo plenamente metabolizados no
organismo animal, sendo excretados na urina e nas fezes, tanto na forma do composto original
ou ja parcialmente metabolizados (HALLING-S@RENSEN et al., 1998; SARMAH; MEYER;
BOXALL, 2006; KEMPER, 2008). A utilizacao de excretos animais e do lodo de esgoto para
fins de adubagdo consiste numa das principais vias de disseminacdo destes compostos no
ambiente (CHRISTIAN et al., 2003). Uma vez no ambiente, os residuos de antibidticos

podem acumular no solo, sofrer lixiviacdo ou ainda ser transportados, via escoamento
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superficial, para os corpos hidricos (DfAZ—CRUZ; ALDA:; BARCELO, 2003). Além disso,
alguns destes residuos presentes no solo podem ser absorvidos e se acumular nos tecidos
vegetais, resultando em risco a saide humana quando da colheita e consumo de alimentos de
origem vegetal (MIGLIORE; COZZOLINO; FIORI, 2003; BOXALL et al., 2006).

O destino e o comportamento ambiental destes compostos, assim como de outros
xenobidticos, sdo influenciados por uma variedade de fatores, tais como as propriedades
fisico-quimicas da molécula e do solo, além das condi¢cdes ambientais e de manejo
prevalecentes (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006; KEMPER, 2008). Por exemplos, as
fluoroquinolonas tendem a persistirem no solo devido ao seu elevado potencial de sor¢ao (Kqg
= 260-5012 L kg). J4 as sulfonamidas podem ser facilmente transportadas até os cursos
d’4gua, devido ao seu baixo potencial de sor¢do aos sitios de troca organicos e/ou minerais do
solo (Kg=0,2a2L kg'l), enquanto a tilosina € rapidamente degradada pela microbiota do
solo (meia-vida < 8 dias) (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).

Conhece-se muito pouco sobre os efeitos em diferentes organismos da exposi¢ao no
longo prazo a baixas concentragcdes destes compostos (BOXALL, 2004). No ambiente,
organismos aqudticos e terrestres estdo expostos a ampla gama de moléculas residuais
(JORGENSEN; HALLING-S@ORENSEN, 2000), que podem interagir entre si, manifestando
efeitos aditivos, antagonicos, sinérgicos etc. (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).

Apesar da importancia da producdo animal para o agronegdcio brasileiro, o Brasil
carece de pesquisas na drea, ndo dispondo, entre outros, de levantamentos sobre a ocorréncia
de residuos dos principais antibidticos de uso veterindrio no ambiente, seus possiveis efeitos
sobre o ecossistema e/ou tampouco qualquer estudo a respeito da dinamica destes compostos
em nossos solos, que apresentam, no geral, altas taxas de intemperismo e baixa fertilidade
natural. Além disso, o Brasil apresenta condi¢des de clima bastante distintas das regides
temperadas, onde a grande maioria dos estudos disponiveis na literatura foi realizada.

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi obter informagdes preliminares
sobre a ocorréncia e aspectos do comportamento ambiental em condicdes tropicais de
antibidticos de uso veterindrio, comumente empregados em todo o mundo. Complementado o
trabalho realizado no Brasil, estudou-se ainda o comportamento ambiental (ensaios de
dissipacdo e sor¢dao) de antibidticos de uso veterindrio (fluoroquinolonas) em solos
neozelandeses. Os objetivos especificos foram: (i) adaptar e validar metodologia analitica
para quantificacdo de residuos de quatro fluoroquinolonas (norfloxacina, ciprofloxacina,
danofloxacina e enrofloxacina) em solos e cama de frango; (ii) avaliacdo de amostras de solo

e cama de frango coletadas regionalmente quanto a presenca de residuos de fluoroquinolonas;
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(ii1) avalia¢do do potencial de sor¢do e dessor¢do de fluoroquinolonas em amostras de cama
de frango, solo e solo fertilizado com cama de frango; (iv) avaliacdo da influéncia dos
atributos de solo no potencial de sorcdo de fluoroquinolonas e sulfonamidas em solos

representativos do Estado de Sao Paulo.

1.1 Revisao da Literatura

1.1.1 Produc¢ao Animal no Brasil

As exportagdes do agronegdcio brasileiro somaram US$ 76,4 bilhdes no ano de 2010,
contra um total de US$ 58,4 bilhdes em 2007, o que correspondeu a 37,9 % do total das
exportacdes brasileiras. O setor de carnes totalizou 17,8% das vendas externas, ficando atrés
apenas das exportagdes oriundas dos complexos soja e sucroalcooleiro, com 22 e 18%,
respectivamente. Atualmente, o pais detém o posto de segundo produtor mundial de carne
bovina e de terceiro em carne de frango, sendo o maior exportador mundial destes produtos;
além do quarto lugar na produgdo e exportacdo de carne suina (FNP CONSULTORIA E
COMERCIO, 2011). Ademais, a aquicultura, em especial a carcinocultura e a criacio de
tildpias, encontra-se em fase de franca consolidacdo, com amplo potencial de crescimento
(FNP CONSULTORIA E COMERCIO, 2011).

A producgdo e a exportagdo de carnes no pais cresceram nitidamente a partir de 2002
(Tabela 1.1), ilustrando a importancia deste segmento dentro da economia nacional. A
expectativa € de que o pais supra aproximadamente 44,5% do mercado mundial de carnes até
2020, mantendo sua posicao de primeiro exportador mundial de carnes bovina e de frango
(BRASIL). Isto ratifica o Brasil como um dos principais lideres do setor, importancia esta que

devera se manter ao longo dos préximos anos.
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Tabela 1.1 — Evolugao da produgdo e exportacdo brasileira de carnes bovina, suina e de frango

Producao Brasileira (em mil toneladas)

Origem
animal

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011*
Bovinos 6952 7159 7577 8151 8544 7808 7431 7618 7778 7505
Suinos 2565 2560 2600 2710 2830 2990 3015 3130 3170 3260

Frango 7499 7645 8408 9350 9355 10305 11033 11023 11420 11750

Exportacao Brasileira (em mil toneladas)

Bovinos 929 1208 1630 1857 2100 2194 1829 1611 1547 1795
Suinos 590 603 621 761 639 730 625 707 625 640

Frango 1577 1903 2416 2739 2502 2922 3242 3222 3350 3450

* Os dados referentes ao ano de 2011 sdo estimados. Fonte: FNP Consultoria e Comércio
(2011).

1.1.2 Uso de Antibiéticos na Producao Animal

Poucos paises dispdem de estatisticas abrangentes a respeito das quantidades de
farmacos veterindrios utilizados nas criagdes animais (DfAZ—CRUZ; BARCELO, 2007). No
entanto, estima-se que mais de 70% destes compostos sejam agentes antibioticos (THIELE-
BRUHN, 2003). Nos EUA, anualmente, sdo comercializados cerca de 11 milhdes de kg de
agentes antimicrobianos para a producdo animal, sendo quase metade deste montante
destinado a avicultura (UCS, 2001). Neste mesmo pais, em 1999, foram utilizados cerca de
9,3 milhdes de kg de antibidticos para a produciao animal, sendo 87% deste total destinado a
usos terapéuticos e o restante para promover maior eficiéncia alimentar e crescimento animal
(SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). J4 na Europa, neste mesmo periodo, o montante
consumido foi da ordem de 3,9 milhdes de kg (KOOLS; MOLTMANN; KNACKER, 2008).

Numa estimativa de 2004, cerca de 4,6 milhdes de kg de antibiéticos foram destinados
a producdo animal nos paises da comunidade européia, sendo que as tetraciclinas, os B-
lactamicos e as cefalosporinas foram os produtos mais consumidos (KOOLS; MOLTMANN;
KNACKER, 2008). Na Coréia do Sul, neste mesmo ano, foram consumidos 1,4 milhdes de kg
de antibidticos de uso veterindrio (KIM et al., 2008). No Reino Unido, em 2000, os grupos
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farmacolégicos mais empregados foram as tetraciclinas, seguidas das sulfonamidas, B-
lactamicos, macrolideos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas (SARMAH; MEYER;
BOXALL, 2006), enquanto que os ingredientes ativos mais comercializados, em ordem
decrescente, foram a amoxicilina, a sulfadiazina, a oxitetraciclina, a penicilina e a
clortetraciclina (BOXALL et al., 2002a). J4 na producao de suinos nos EUA, os antibi6ticos
mais freqlientemente utilizados foram a tilosina, a clortetraciclina e a bacitracina (SARMAH;
MEYER; BOXALL, 2006).

No Brasil, de forma geral, ndo existem estatisticas a respeito das quantidades de
antibidticos comercializadas para a producdo animal. Dentre as poucas fontes de informacdes
existentes, a Secretaria de Estado da Satde do Parand realizou um estudo qualitativo sobre a
comercializacdo de medicamentos veterinarios em frangos de corte, o qual revelou o uso de
126 produtos comerciais, com 49 diferentes principios ativos (SESA, 2005). No referido
estudo, os grupos de medicamentos preventivos mais citados foram: fluoroquinolonas (34%),
ion6foros (20%), macrolideos (10%), quinolonas e tetraciclinas (6%), sulfonamidas (4%) e
lincosamidas (3%); enquanto que os grupos de medicamentos terapéuticos mais citados
foram: ionéforos (25%), fluoroquinolonas (19%), sulfonamidas (14%), tetraciclinas (11%), B-
lactamicos (7%), macrolideos (5%) e aminoglicosideos (4%). Em termos dos compostos, os
ingredientes ativos preventivos mais utilizados foram: enrofloxacina, avilamicina, lasalocida,
ciprofloxacina, fosfomicina, clortetraciclina, sulfadiazina + trimetropina, acido3-nitro,
virginiamicina, lincomicina, norfloxacina e tilosina; enquanto que os ingredientes ativos para
fins terapéuticos mais utilizados foram: norfloxacina, enrofloxacina, monensina, sulfadiazina
+ trimetropina, avilamicina, amoxicilina, clortetraciclina, sulfaclorperidazina + trimetropina,
maduramicina, nicarbazina, neomicina, tiamulina e tilmicosina.

Este mesmo levantamento também constatou algumas irregularidades: o uso das
tetraciclinas e olaquindox como promotores de crescimento; o uso das tetraciclinas,
penicilinas e sulfonamidas como terapéuticos e; o uso de tiamulina, ciprofloxacina,
olaquindox, norfloxacina e enrofloxacina como promotores de crescimento. Todas estas

formas de uso sdo proibidas pelo Ministério da Agricultura (MAPA).

1.1.3 Vias de Entrada e Ocorréncia de Antibioticos no Ambiente

O uso de farmacos na aqiiicultura e no trato de criacdes animais intensivas (bovinos,

suinos e aves) representa a principal via de entrada de antibidticos no ambiente, podendo
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ocasionar a contaminacio tanto de ambientes aqudticos quanto terrestres (BOXALL et al.,
2003). Nas criagdes animais, os antibidticos podem atingir diretamente o ambiente através das
excrecdes dos animais em pastejo ou, entdo, podem ser indiretamente disseminados ao
ambiente através da aplicacdo de esterco animal no solo (BLACKWELL; KAY; BOXALL,
2007). Por outro lado, os antibidticos empregados na aqiiicultura sdo liberados diretamente
nas aguas superficiais, onde uma carga elevada de residuos de antibiéticos pode acumular nos
sedimentos, com potencial de afetar negativamente o ecossistema aquatico (ALEXY et al.,
2004). Convém salientar que existe ainda a possibilidade de que os antibidticos atinjam o
ambiente pela disposicdo final de medicamentos ndo usados ou fora da validade, mas, ao que
parece, esta ndo parece ser uma fonte importante de contaminacao ambiental (BOXALL et al.,
2003).

A quantidade de antibidticos excretada varia com o tipo de substancia, a dosagem, a
espécie e a idade animal, dentre outros fatores (KEMPER, 2008). Nao obstante, até 95% dos
ingredientes ativos administrados aos animais podem ser integralmente eliminados sem sofrer
qualquer metabolizacdo no trato digestivo animal (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).
Mesmo quando a molécula é em grande parte metabolizada, alguns dos produtos de
degradacdo excretados podem permanecer bioativos (THIELE-BRUHN, 2003). Num
panorama geral sobre a intensidade de metabolismo dos principais grupos de antibidticos no
organismo animal, verifica-se que as tetraciclinas e os macrolideos apresentam baixa taxa de
metabolismo (< 20% da dose administrada, Tabela 1.2), enquanto que as lincosamidas, as
fluoroquinolonas e as sulfonamidas apresentam moderada a elevada taxa de metabolismo
(> 20% da dose). Ja os aminoglicosideos apresentam comportamento bastante varidvel

(Tabela 1.2).
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Tabela 1.2 — Taxa de metabolismo dos principais grupos de antibidticos empregados na

producdo animal

Grupo Farmacolégico Taxa de Metabolismo no Organismo Animal '
Tetraciclinas Baixa
Macrolideos Baixa
Aminoglicosideos Baixa a Elevada
Lincosamidas Moderada
Fluoroquinolonas Moderada a Elevada
Sulfonamidas Elevada

I'Baixa: < 20%; Moderada: de 20 a 80%; Elevada: > 80% da dose administrada.
Fonte: BOXALL et al. (2004).

As principais vias de contaminacdo de ambientes terrestres e aquaticos aos residuos
de farmacos de uso veterindrio sdo apresentadas na Figura 1.1. Uma vez no solo, a lixiviagao,
o escoamento superficial e a erosdo podem transportar adiante estes residuos, atingindo os
cursos d’dgua (HIRSCH et al., 1999). Além disso, pequenas concentragdes de antibidticos, de
uso humano e animal, sio comumente encontradas em amostras de lodo ou efluente
provenientes de estacOes de tratamento de esgoto dos centros urbanos (WATKINSON;
MURBY; COSTANZO, 2007). A disposi¢ao final destes efluentes nos cursos d’dgua, ou o
aproveitamento agricola do efluente ou do lodo como fertilizantes organicos, representam
importante fonte de exposi¢do do ambiente a uma ampla gama de farmacos de uso humano
e/ou animal (GIGER et al., 2003; KIM et al., 2007).

Residuos de diversos farmacos de uso veterinario t€m sido detectados em amostras de
solo (HAMSCHER; SCZESNY; HOPER, 2002; HEBERER, 2002; THIELE-BRUHN, 2003;
MARTINES-CARBALLO et al., 2007), 4gua superficial (HIRSCH et al., 1999; KOLPIN
et al.,, 2002) e lencol fredtico (HIRSCH et al., 1999; CAMPAGNOLO et al., 2002).
Informacdes sobre a ocorréncia e as concentragdes médias de residuos dos principais
antibidticos veterindrios em diferentes matrizes ambientais encontram-se na Tabela 1.3. De
forma geral, as concentracdes ambientais sdo relativamente baixas (ng ou pg por kg™ ou L),
sendo consideradas insuficientes para ocasionar efeitos toxicos agudos aos organismos

expostos (BOXALL et al., 2003). No entanto, concentracdes na faixa de mg kg'1 foram
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reportadas para compostos com alta afinidade as particulas sélidas, tal como os residuos de
fluoroquinolonas em sedimento (YANG et al., 2010), esterco animal (ZHAO; DONG;
WANG, 2010) e lodo de esgoto (GOLET et al., 2003).

Ainda se conhece pouco sobre qual(ais) o(s) efeito(s) cronico(s) da exposi¢ao a baixas
concentracoes destes residuos em longo prazo; qual(ais) o(s) efeito(s) em espécies que ndo as
poucas ja estudadas; qual(ais) o(s) impacto(s) ambientais oriundos dos produtos de
degradagdo destes antibidticos (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006; DING; HE, 2010).
Efeitos téxicos cronicos podem ocorrer mesmo para farmacos de baixa persisténcia no
ambiente (meia-vida < 5 dias), considerando-se que tais compostos sejam continuamente

usados e liberados no ambiente (DAUGHTON; TERNES, 1999).
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Figura 1.1 - Principais vias de exposi¢do ambiental aos farmacos de uso veterindrio. Adaptado Sarmabh,
Meyer e Boxall (2006)
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Tabela 1.3 — Ocorréncia dos Principais Antibiéticos de Uso Veterindrio no Ambiente

Grupo Farmacolégico Antibiético Concentracoes Médias Matriz Localidade Referéncia
Amoxicilina <10ngL’" Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
B-lactdmicos
Piperacilina até 15ng L Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
. . 0,28 pg kg™ Esterco Animal Reino Unido Boxall et al. (2005)
Ciprofloxacina .
Fluoroquinolonas 5ng L' Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
Enrofloxacina 2,8 mg kg'1 Esterco de Frango Austria Martinez-Carballo et al.(2007)
Azitromicina até 13ng L' Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
Claritromicina até 20 ng L' Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
Clindamicina até 30 ng L' Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
) = até 300 ng L' Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
Eritromicina .
Macrolidios até 1,70 ug L™ Agua Superficial Alemanha Hirsch et al. (1999)
Roxitromicina até 30 ng L' Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
Tilosina 90ng L' Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
) o 8,5 ngkg! Solo Reino Unido Boxall et al. (2005)
Lincomicina .
21,1 pgL?! Agua Superficial Reino Unido Boxall et al. (2005)
até 71 ng L Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
) ) ) até 0,20 ug L™ Agua Superficial Alemanha Hirsch et al. (1999)
Sulfonamidas Trimetoprina )
até 17mg kg’ Esterco de Frango Austria Martinez-Carballo et al. (2007)

0.5 ng ke

Solo

Reino Unido

Boxall et al. (2005)

continua
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conclusdo
Grupo Farmacolégico Antibiético Concentracoes Médias Matriz Localidade Referéncia
até 98 ng L™ Agua Superficial Noroeste Alemanha Christian et al. (2003)
0,22 ug L' Agua Subterranea EUA Lindsey; Meyer; Thurman (2001)
Sulfametoxazole )
1,02 pg L' Agua Superficial EUA Lindsey; Meyer; Thurman (2001)
0,47 pg L' Agua Subterranea Alemanha Hirsch et al (1999)
0,06-15 pg L! Agua Superficial EUA Lindsey; Meyer; Thurman (2001)
Sulfadimetoxina
390 pg kg’ Esterco Bovino Italia De Liguoro et al. (2007)
Sulfonamidas o1 < . . . )
0,22 ugL Agua Superficial EUA Lindsey; Meyer; Thurman (2001)
. 0,16 pg L' Agua Subterranea Alemanha Hirsch et al. (1999)
Sulfametazina
2 ugkg! Solo Alemanha Hamscher et al. (2005)
1,2 mg kg'l Planta (Milho) EUA Dolliver et al. (2007)
Sulfatiazole 0,08 pg L' Agua Superficial EUA Lindsey; Meyer; Thurman (2001)
L 51 mg kg Esterco de Frango .
Sulfadiazina Austria Martinez-Carballo et al. (2007)
91 mg kg Esterco de Peru
0,15 pgL! Agua Superficial EUA Lindsey; Meyer; Thurman (2001)
Clortetraciclina 4,6-73 ug kg Solo (0-30 cm) Norte Alemanha Hamscher; Sczesny; Hoper (2002)
até 46 mg kg™! Esterco de Suino Austria Martinez-Carballo et al. (2007)
Tetracilinas 0,07-1,34 pg L™ Agua Superficial EUA Lindsey; Meyer; Thurman (2001)
. o 71,7 pgL! Runoff Inglaterra Kay; Blackwell; Boxall (2005a)
Oxitetraciclina
27 pg kg Solo Noroeste Alemanha Pawelzick et al. (2004)

até 29 mg kg™

Esterco de Suino

Austria

Martinez-Carballo et al. (2007)
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Clortetraciclina, oxitetraciclina, enrofloxacina, amoxicilina, florfenicol, lincomicina,
tilosina, sulfadiazina, e trimetoprina sdo algumas das moléculas de antibidticos que
apresentam alto potencial de disseminacdo no ambiente, devido ao uso em criagdes animais
intensivas e, ou, na aqiiicultura, a rota de administracdo principalmente tdpica ou oral e as
baixas taxas de metabolismo no organismo animal (BOXALL et al., 2003). No Reino Unido,
em estudo recente, amoxicilina, benzilpenicilina, trimetoprina e sulfadiazina foram algumas
das substancias classificadas como prioritdrias para realizacdo de estudos de monitoramento
ambiental, devido ao uso intenso, ao potencial de transporte no ambiente e a toxicidade destes
compostos (CAPLETON et al., 2006). Na Coréia do Sul, 20 farmacos de uso veterindrio
foram selecionados como altamente prioritdrios para fins de monitoramento no meio aquético,
sendo a grande maioria pertencente a classe dos antibiéticos, como, por exemplo, amoxicilina,
florfenicol, oxitetraciclina, tilosina e virginiamicina (KIM et al., 2008).

Na Alemanha, residuos de antibidticos do grupo das tetraciclinas, B-lactimicos e
fluoroquinolonas foram detectados em poucas ou mesmo nenhuma das amostras de dgua
analisadas, devido a forte sorcao que as tetraciclinas apresentam as particulas organicas e, ou,
minerais do solo/sedimento e a baixa estabilidade dos p-lactimicos no ambiente
(CHRISTIAN et al., 2003). Outra hipdtese aventada para a auséncia de tetraciclinas foi a sua
elevada taxa de fotodegradagdo, com valores de meia-vida de apenas algumas horas (WEBB,
2004). Em contrapartida, nessas mesmas amostras, residuos de moléculas do grupo das
sulfonamidas, macrolidios e lincosamidas foram detectados com maior freqii€ncia
(CHRISTIAN et al., 2003). A origem destes residuos foi atribuida a disposi¢do de esgoto
tratado nos cursos d’agua.

Muitos dos ingredientes ativos (antibidticos) de uso rotineiro nas criacdes animais nao
foram ainda investigados quanto ao seu potencial de atingir o ambiente, seu comportamento e
possivel impacto ambiental (DIAZ-CRUZ; ALDA; BARCELO, 2003; BOXALL et al., 2003).
No ambiente, coexistem as moléculas originais e seus metabdlitos, sendo que os metabdlitos
sdo, geralmente, menos toxicos que a molécula original. No entanto, em alguns casos, como
para a tetraciclina, os produtos de degradacao podem ser tdo ou até mesmo mais toXicos que o
composto original (HALLING-S@RENSEN; SENGEL@V; TIARNELUND, 2002;
BOXALL, 2004), o que ilustra a importancia de se compreender detalhadamente o

comportamento e a dindmica dos agentes antimicrobianos e de seus residuos no ambiente.
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1.1.4 Comportamento e Dinamica de Antibiéticos no Ambiente

O comportamento e o destino dos compostos antimicrobianos no ambiente sao
regulados por uma gama de processos fisicos, quimicos e biolégicos, o que também se aplica
a outros xenobidticos. Apds o composto de interesse atingir o solo, os processos de sor¢ao,
transformacgao (degradagdo) e transporte (lixiviagdo e escoamento superficial) serdo os
principais responsaveis em ditar seu destino final no ambiente (SARMAH; MEYER;
BOXALL, 2006). Estes processos sdo, por sua vez, governados pelas propriedades fisico-
quimicas da molécula do antibidtico (estrutura molecular, tamanho, forma, solubilidade,
especiagdo, hidrofobicidade etc.) e do solo (pH, textura, matéria organica etc.), além também
das condicdes edafo-climaticas locais (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006; KEMPER,
2008).

Os valores de algumas propriedades fisico-quimicas dos principais grupos de
antibidticos de uso veterindrio estdo apresentados na Tabela 1.4. Esses compostos sao
representados por moléculas anféteras, com vdrios grupos funcionais ionizdveis (diferentes
valores de pK,), massas molares bastante varidveis (172 a 916 g mol'l) e baixos potenciais de
volatilizacdo (constante de Henry < 4,1 x 10® Pa m® mol™, pressdo de vapor < 1,1 x 10" mm
Hg). Em relacdo aos pesticidas, que sdo as moléculas mais estudadas do ponto de vista de
comportamento ambiental, os antibidticos apresentam, de forma geral, maiores valores de
solubilidade em dgua e menores valores de coeficiente de particdo octanol-dgua (Log Koy),
provavelmente devido a presenca de grupos funcionais ionizdveis, 0 que sugere que essas
moléculas apresentam menor potencial de bioacumulacdo e maior mobilidade no solo, devido

a seu menor carater hidrofébico.
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Tabela 1.4 - Valores de algumas propriedades fisico-quimicas dos principais grupos de

antibiéticos em uso na produgao animal

Grupo Massa Solubilidade em Log pK, Constante de Pressao de
Farmacolégico Molar agua Kow (25°C) Henry Vapor
g mol™ mg L Pam’ mol™ mm Hg
. 4445 a -13a  33/7,7/ 1,7x10% a 1,6x10%a
Tetraciclinas 527.6 230 a 52.000 0.05 9.3 48 x 102 6.3 x 1020
. 1722 a 0,la 2a3/45 1,3x10"%a 1,1x10" a
Sulfonamidas 300,3 7,5a1.500 17 210.6 1.8x 10° 3,6 x107"!
Aminoglicosidios 33244 10 a 500 8.1la- 6,9a8,5 85x 10" a L6 x 107
1noghcosici 615,6 0,8 S 4,1x10°
. 3344 a 09a 25x10%a12 1,7x10"®a
B-lactdmicos 4703 22 a 10.100 2.9 2,7 <1012 1.2x 10"
o 6879 a 1,6 a 7.8 x 10°%a nd'
Macrolidios 916.1 0,45a15 3.1 7,7a8,9 2.0x 102
. 229.5a -10a 52x10"7a 2,1x10"7a
Fluoroquinolonas 417.6 3,2a17.790 16 8,6 30 x 10 8.4x 10714

T T P
nd= ndo disponivel

Fonte: Thiele-Bruhn (2003); Sarmah, Meyer e Boxall, (2006) e Park e Choi (2008)

Algumas moléculas de antibidticos sdo mais hidrofébicas (ou menos polares, como € o
caso de alguns macrolideos e B-lactamicos), enquanto outras sdo bastante soliveis e/ou se
dissociam a valores de pH encontrados no ambiente (ou mais polares, como € o caso das
tetraciclinas e alguns B-lactamicos), apresentando com isso diferentes potenciais de sor¢ao
(Kq e Ko, onde K4 = coeficiente de sor¢cdo e K,. = coeficiente de sor¢io normalizado em
relagdo ao teor de carbono orginico do solo, sendo que K, = Ky x 100 / %Cyy) € de
mobilidade no solo (THIELE-BRUHN, 2003), conforme pode ser observado na Tabela 1.5.
Além disso, um mesmo composto pode apresentar potencial de sor¢do bastante varidvel
dependendo das propriedades fisico-quimicas dos solos (BOXALL et al., 2004), em especial o
pH da solu¢dao do solo e a quantidade e qualidade da matéria orginica e dos minerais
presentes na fracdo argila (THIELE-BRUHN, 2003). A enrofloxacina, por exemplo, apresenta

coeficientes de sorcao (Kg) que variam em até 30 vezes para diferentes classes de solos
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(BOXALL et al., 2004). Apesar dessa variacdo, os o seu potencial de sorcao é sempre alto
(Kq >> 5 L kg™), conferindo a molécula um baixo potencial de mobilidade no perfil do solo.
No entanto, a enrofloxacina pode ser carreada junto aos sedimentos do solo durante processos

€rosivos.

Tabela 1.5 - Coeficientes de adsorcao e persisténcia no solo dos principais antibidticos

Composto Textura/Matriz pH Corg Kq Ko M?la-
Vida
% Lkg' Lkg' d
Clortetracicling ~ [anco argilosa, franco - - 1280 a 2386 - > 30
arenosa
Enrofloxacina argilosa 4,9 1,63 3037 186340 -
Tilosina franco argilosa, franco - 22244 66292 - <8
arenosa
Sulfadiazina Solo, argila, fragdo areia 6,7a7,0 1,6a44 1,4a2,8 37 a 125 -
Benzilpenicilina
- - - - - <3h
Procaina
Virginiamicina - - - - - > 64

Fonte: Sarmah, Meyer e Boxall (2006) e Boxall et al. (2002a).

Em resumo, pode-se dizer que compostos mais modveis e com relativa persisténcia
Kg<5L kg'1 e typ > 21 dias), como a sulfadiazina (Tabela 1.5), podem ser lixiviados e
atingir o lencol fredtico, ou as dguas de drenagem ou de enxurrada; enquanto que aqueles com
elevado potencial de sorcio (Kq > 5 L kg'), como a clortetraciclina e a enrofloxacina
(Tabela 1.5), tendem a se acumular nas camadas superficiais do solo, onde a taxa de
dessor¢do torna-se relevante no entendimento de seu comportamento ambiental,
principalmente no que se refere a sua remobilizacdo a microbiota do solo. Apesar das
quantidades sorvidas variarem largamente conforme as diferentes classes de solo, antibiéticos
do grupo das tetraciclinas e fluoroquinolonas apresentam elevados coeficientes de sorciao a
esta matriz (Kg = 70 a 5000 L kg'l) sendo, portanto, considerados imdveis no perfil de solo
(TOLLS, 2001). J& os compostos do grupo das sulfonamidas, como a sulfametazina,
apresentaram baixa afinidade as particulas do solo (Kg = 0,2 a 2 L kg'l) e, portanto, sao
considerados moéveis no perfil do solo. Isto pode ser ratificado pelas observacdes de que

residuos de sulfonamidas foram detectados em quatro amostras de dguas subterraneas



32

(HIRSCH et al., 1999), enquanto que residuos de tetracilina ndo foram encontrados nestas
mesmas amostras de dguas superficiais ou subterraneas analisadas (CHRISTIAN et al., 2003).
Um estudo com lisimetros avaliou a lixiviacdo da oxitetraciclina, da sulfacloropiridazina e da
tilosina apds aplicacdo de esterco de suino, mostrando que apenas a sulfacloropiridazina
(molécula do grupo farmacolégico das sulfonamidas) foi encontrada na &dgua percolada
(KAY; BLACKWELL; BOXALL, 2005b).

O valor de Ky para os antibidticos também varia com o tipo de solo. No entanto, as
variagdes nas quantidades sorvidas ndo estdo necessariamente correlacionadas com o teor de
carbono organico dos solos, como € o caso para a maioria das substancias organicas
hidrofébicas, tais como os pesticidas e outros poluentes aroméaticos (TOLLS, 2001; BOXALL
et al.,, 2003). Tal fato se justifica em razdo dos agentes antibidticos serem, em geral,
moléculas grandes, complexas e com grupos multifuncionais ionizdveis em valores de pH
ambientalmente relevantes (CUNNINGHAM, 2004), o que restringe a importancia do papel
da parti¢ao hidrofébica no processo de sor¢do. Portanto, apesar da sor¢ao dos antibidticos a
fracdo organica do solo ser mais relevante do que aos minerais de argila, o uso do valor de K.
que normaliza o coeficiente de sor¢do exclusivamente ao teor de carbono organico do solo,
como forma de expressar o potencial de sor¢do do produto independentemente da influéncia
do solo, parece nao ser adequado para os antibidticos, ou pelo menos nio para a maioria deles,
que compreendem moléculas polares ionizdveis a valores de pH normalmente encontrados no
ambiente (THIELE-BRUHN, 2003).

A literatura enfatiza a importancia que os mecanismos de troca catidnica, a adsor¢cao
as superficies dos minerais de argila, as rea¢des de complexagdo com fons metélicos e a
formacao de ligacdes de hidrogénio tém para a sorcao de antibidticos ao solo (TOLLS, 2001).
Para as tetraciclinas, por exemplo, o principal mecanismo envolvido na sor¢cdo foi a troca
catidnica, sendo que o potencial de sor¢do foi diretamente influenciado pelo pH do meio e
pela capacidade de troca de cations dos minerais de argila predominantes na matriz do solo
(SASSMAN; LEE, 2005). A sorcao da tetraciclina também foi influenciada pela forca i6nica
do meio, sendo que os maiores potenciais de sorcao foram observados na presenca de cations
de maior valéncia (Cal+2 ao invés de Na', por exemplo), devido a formagio de complexos
entre a tetraciclina e os cdtions multivalentes (THIELE-BRUHN, 2003). Ja a sorcdo da
norfloxacina em solos tropicais altamente intemperizados, ou seja, com cargas variaveis,
diminuiu com a presenca de acidos organicos de baixo peso molecular (dcido citrico, dcido

malico etc.) na solu¢c@o do solo. Isto se deveu, primariamente, a dissolu¢do e a complexacgdao
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do aluminio (AI*®) por estes dcidos organicos, o qual competiu pelos sitios de troca catidnica
ativos do solo, resultando em menor sor¢ao do antibidtico (ZHANG; DONG, 2008).

As sulfonamidas apresentam carater 4cido em condi¢des naturais de pH e, portanto, os
valores de Ky aumentaram consideravelmente (de < 1 a 30 L kg") com a diminui¢do nos
valores de pH (de 8 a 4), devido a neutralizacdo de suas moléculas, protonadas em valores
menores de pH (THIELE-BRUHN, 2003). Por outro lado, em valores maiores de pH
(> pK, + 1), a maioria das moléculas (> 90%) encontra-se na forma anionica, sendo repelida
eletrostaticamente pela superficie coloidal dos solos. A sorcdo da sulfathiazola a fracdo
organica do solo também € largamente influenciada pelo valor do pH, responsdvel pela
especiagdo ionica dos substratos envolvidos na reacdo (KAHLE; STAMM, 2007). Neste caso,
independentemente dos diferentes substratos organicos e tempos de contato avaliados,
maiores valores de pH resultaram em menor sor¢do: K, de 100-10000 kg kg'1 para valores de
pH < 5 e K, de 10-1000 kg kg para valores de pH > 7 (KAHLE; STAMM, 2007). O
potencial de sorcdo dos antibidticos também varia com a mineralogia do solo, normalmente
seguindo a seguinte ordem: caulinita (ndo expansivel, mineral do tipo 1:1) < ilita
(ndo expandivel, mineral do tipo 2:1) < vermiculita € montmorilonita (expansiveis, minerais
do tipo 2:1) (TOLLS, 2001; THIELE-BRUHN, 2003). Isto enfatiza a importancia do
mecanismo de troca catidnica para a sorcdo dos antibidticos, uma vez que esta também
corresponde a ordem crescente dos minerais quanto a sua capacidade de troca de cations
(CTC).

Outro ponto relevante, porém pouco explorado, refere-se ao fato de que os metabdlitos
podem ter comportamento sortivo diferenciado, tal qual € o caso dos metabdlitos oriundos da
degradacdo da clortetraciclina (THIELE-BRUHN, 2003). Isto se torna particularmente
importante quando estes permanecem ainda bioativos no ambiente. Além disso, a solu¢do do
solo pode apresentar concentragdes elevadas de carbono organico dissolvido (COD), sendo
que associacoes dos residuos de antibidticos com COD podem incrementar a sua mobilidade e
transporte (TOLLS, 2001; KAY; BLACKWELL; BOXALL, 2005c). Ademais, a pratica de
adicao de adubos orgénicos (estercos animais, lodo de esgoto, etc.) ao solo pode alterar
significativamente o comportamento sortivo dos antibidticos (BOXALL, 2008). Resultados
contraditérios s@o comumente encontrados sobre o efeito desta prdtica na sor¢do destes
compostos (BOXALL et al., 2002b; SUKUL et al., 2008). De forma geral, o efeito mais
importante atribuido aos adubos organicos estd ligado as alteracdes que os mesmos podem

ocasionar no pH do solo e/ou na quantidade e qualidade da matéria organica adicionada
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(BOXALL, 2008). Finalizando, sabe-se que mesmo moléculas fortemente sorvidas, como as
tetraciclinas, podem ser eventualmente transportadas na solucdo, através do rdpido fluxo
preferencial que ocorre nos macroporos (THIELE-BRUHN, 2003).

A persisténcia de xenobidticos no ambiente depende de diversos pardmetros, tais como
as condicdes de oxiredugdo, temperatura, umidade e atividade microbiana (LOKE et al.,
2000). Diversos antibidticos, tais como as tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas e
olaquindox, s3o susceptiveis a processos abidticos de degradacdo, como a hidrélise e a
fotodegradacdo (HALLING-SORENSEN et al., 2003; SARMAH; MEYER; BOXALL,
2006), sendo que o processo de fotodegradacdo no solo nio parece ser relevante (THIELE-
BRUHN, 2003).

A transformacdo dos antibidticos no solo € geralmente governada pela atividade
microbiana, ou seja, muitos destes compostos sdo sensiveis as reagdes enzimaticas mediadas
pela microbiota do solo (THIELE-BRUHN, 2003). Os macrolideos, tal como a tilosina, assim
como as penicilinas, sdo moléculas rapidamente degradadas (INGERSLEV; HALLING-
SORENSEN, 2001; THIELE-BRUHN, 2003). As penicilinas sdo pouco persistentes em razao
da baixa estabilidade do anel da molécula, que pode ser quebrado pela enzima -lactamase,
bastante comum em bactérias ou, entdo, via hidrélise (CHRISTIAN et al., 2003). Por outro
lado, concentracdes residuais de 15 pg kg de sulfadimidina e de 390 pg kg'de
sulfadimetoxina foram encontradas no solo ap6s 7 meses da fertilizacdo com esterco liquido
de porco (CHRISTIAN et al., 2003) e apés 3 meses de maturagdo do esterco bovino (DE
LIGUORO et al., 2007), respectivamente, indicando a elevada estabilidade destas moléculas
nas matrizes estudadas. As fluoroquinolonas apresentam maior persisténcia, sendo que
concentracdes residuais de 0,27 a 0,30 mg kg' de norfloxacina e ciprofloxacina,
respectivamente foram encontradas em um solo suico apds 21 meses da aplicagdo do lodo
contaminado (GOLET et al., 2003). Na Turquia, concentracdes de até 0,05 mg kg'1 de
residuos de fluoroquinolonas foram encontradas em solos apds 7 meses da adubagdo com
esterco de frango ou bovino (KARCI; BALCIOGLU, 2009).

No caso do ceftiofur, a degradacdo foi bastante rdpida para as amostras de esterco ndo
esterilizadas, sendo que o processo foi inibido nas amostras esterilizadas, ressaltando a
importancia da atividade microbiana no seu processo de transformacdo no ambiente
(GILBERSTON et al., 1990). A temperatura ¢ o pH do meio também tiveram papeis
importantes, uma vez que a taxa de hidrélise do composto aumentou expressivamente com a
elevacdo da temperatura de 22 para 47°C e a sua meia-vida (t;,) aumentou de 4 para 100 dias

quando o pH passou de ~ 9 para ~ 5 (GILBERSTSON et al., 1990). J4 os valores de t;;, do
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ivermectin em solos variaram de 7 a 14 dias para o periodo de verdo e de 91 a 217 dias para o
periodo de inverno, refor¢cando a influéncia direta da temperatura na maior ou menor
persisténcia deste residuo no ambiente (HALLEY; VANDEN-HEUVEL; WISLOCKI, 1993).
Antibidticos com valores de t;, > 60 dias sdo considerados muito persistentes (BOXALL
et al., 2002a), enquanto que aqueles compostos com t;, > 14 dias podem apresentar problemas
ambientais, tais como lixiviagao.

Outros pontos relevantes devem também ser considerados: i) a sorcao e/ou fixacao das
moléculas de antibidticos as superficies organo-minerais ou aos poros da matriz do solo
podem tornd-las inacessiveis a biodegradacio (THIELE-BRUHN, 2003); ii) alguns
metabdlitos também podem apresentar agdo antimicrobiana, conforme verificado para
diversos metabdlitos das fluoroquinolonas; iii) a taxa de biodegradacdo em condicdes de
campo pode ser bastante distinta daquela obtida em condi¢des controladas de laboratdrio,
devido a variabilidade, a complexidade e ao dinamismo das interacdes que ocorrem no campo

(SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).

1.1.5 Impacto dos Antibiéticos a Organismos Terrestres e Aquaticos

Thiele-Bruhn (2003) e Sarmah, Meyer e Boxall (2006) sintetizaram as principais
referéncias sobre os efeitos de antibiticos farmac€uticos em organismos terrestres e
aqudticos, e em diferentes espécies de plantas. De forma geral, a maioria dos dados de
toxicidade disponivel na literatura se refere a efeitos agudos decorrentes da exposicdo em
curto prazo, por exemplo, a letalidade, sendo que estes ensaios foram conduzidos em
condic¢des de laboratério e, mais importante, em concentracdes acima do que seria esperado
em condi¢des ambientais reais (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). Portanto, pouco se
sabe efetivamente sobre os problemas de ecotoxicidade em cendrios mais realistas, como em
casos de exposi¢do prolongada a baixas dosagens de antibidticos e/ou a mistura de diversos
residuos, assim como se desconhecem os impactos causados pelos metabdlitos, uma vez que
os mesmos podem também apresentar acdo biocida, conforme verificado para os produtos de
degradacao da enrofloxacina e da tetraciclina (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).

Os testes de toxicidade aguda para espécies aqudticas foram conduzidos
principalmente com crustaceos e peixes, sendo que as concentracdes toxicas agudas situam-se
na faixa de mg L (ppm), ou seja, em concentracdes muito acima daquelas normalmente

encontradas neste tipo de ambiente (ng ou ug L") (LANZKY; HALLING-S@RENSEN,
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1997; MIGLIORI et al., 1997). Para trés espécies de algas, os antibiticos amoxicilina e
sarafloxicina apresentaram concentracdes téxicas (CEso) inferiores a 0,1 mg L™, enquanto que
as da sulfadiazina, flumequina, dcido oxolinico e oxitetraciclina situaram-se entre 0,1 a 1,0
mg L' (HOLTEN-LUTZH@FT; HALLING-S@RENSEN; JORGENSEN, 1999).

Wollenberger, Halling-Sgrensen e Kusk (2000), avaliando a toxicidade aguda e
cronica de nove antibidticos de uso veterinario (incluindo oxitetraciclina, tetraciclina,
sulfodiazina e tilosina) em Daphnia magna, nao observaram efeitos agudos em concentragdes
ambientalmente relevantes. Os compostos mais toxicos foram dcido oxolinico e tiamulina,
apresentando valores de toxicidade aguda (CEsy, 48 h) iguais a 4,6 e 40 mg L',
respectivamente. Efeitos toxicos a reproducdo (toxicidade cronica) foram observados para
oxitetraciclina, sulfadiazina, tetraciclina e tiamulina, mas apenas em altas concentrac¢des (de 5
a 50 mg L™). Segundo esses autores, a eventual ocorréncia de efeitos téxicos de antibidticos a
crusticeos, na natureza, poderia ser conseqiiéncia da a¢cao destes residuos nos organismos que
fazem parte da cadeia alimentar destes animais, uma vez que a toxicidade dos antibidticos a
bactérias e microalgas é duas a trés ordens de magnitude inferiores aquela encontrada em
niveis tréficos superiores.

O impacto da exposi¢do toxicoldgica aos agentes antimicrobianos nao responde,
necessariamente, a uma relacdo ‘“dose-efeito” linear, sendo que a exposi¢do de diversos
organismos a baixas dosagens, em longo prazo (exposicdo cronica) pode atuar de maneira
diferenciada da exposi¢do aguda, ou seja, sem efeitos bioldgicos quantificdveis de imediato
(COLLIER, 2007). Assim sendo, os testes de toxicidade aguda talvez ndao sejam os mais
apropriados para determinar os efeitos dos antibiéticos nos organismos, uma vez que,
freqiientemente, os impactos se tornam evidentes com a extensdo do periodo de incubagdo
(ALEXY et al., 2004; CARLSSON et al., 2006).

Alexy et al. (2004) avaliaram a toxicidade de diferentes antibidticos (tetraciclina,
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, entre outros) a espécie Vibrio harveyi. Apds breve
periodo de incubacgdo, quase nenhum efeito téxico foi observado quando a bioluminescéncia
foi utilizada como ponto final de avaliacdo (“endpoint”). No ensaio de longo prazo,
entretanto, em que a reproducdo foi utilizada como “endpoint”, observaram-se efeitos toxicos
para quase todos os compostos avaliados, em concentracdes ambientalmente relevantes
(ALEXY et al., 2004). Para diversos antibidticos, em estudos conduzidos em laboratério,
houve inibicdo do crescimento microbiano em concentracdes de antibidticos compativeis
aquelas encontradas em efluentes de hospitais, ilustrando o potencial destes residuos em

impactar a estrutura da populagdao microbiana do meio (ALEXY et al., 2004).
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Antibiéticos também podem ser absorvidos pelas plantas, eventualmente interferindo
em seu desenvolvimento, além de poderem ser, dessa maneira, transferidos aos organismos
que delas se alimentam. O efeito desses compostos sobre o desenvolvimento vegetal depende
de vérios fatores, tais como: natureza do composto, concentragdes envolvidas, cinética de
sorcdo e mobilidade do produto (JJEMBA, 2002). Por exemplo, Boxall et al. (2006)
observaram que os compostos florfenicol, levamisole e trimetoprina foram encontrados em
folhas de alface, enquanto que os compostos diazinon, enrofloxacina, trimetoprina e
florfenicol foram detectados apenas nas raizes de cenoura. No entanto, todas as concentragdes
encontradas situaram-se abaixo dos valores de ingestdo didria aceitavel, representando baixo
risco aos consumidores. Convém salientar que a maioria dos estudos relatando efeitos
negativos no desenvolvimento vegetal foi realizada in vitro, em concentracdes pouco
provaveis em condi¢des normais de campo (JJEMBA, 2002).

Em um estudo de absorcao, as espécies vegetais Panicum miliaceum (paingo), Pisum
sativum (ervilha) e Zea mays (milho) acumularam grandes quantidades de sulfadimetoxina
(até 2070 ug g de material vegetal), com expressivas diferencas entre as raizes e a parte drea
(concentragdes 2 a 20 vezes maiores nas raizes) (MIGLIORE et al., 1995). Migliore,
Cozollino e Fiori (2003) observaram, a partir de concentracdes de 100 pg L™, efeitos téxicos
da enrofloxacina no desenvolvimento de raizes, cotilédones e folhas de varias espécies
vegetais cultivadas, tais como feijao, pepino, alface e rabanete, sendo que as plantas foram
capazes de converter parte da enrofloxacina absorvida em seu metabdlito, a ciprofloxacina.
Estes trabalhos enfatizam a importancia de se monitorar a ocorréncia de residuos de
antibiticos no ambiente terrestre (nos solos), pelo menos devido ao potencial de
fitotoxicidade e de acumulag¢do em plantas cultivadas.

Biasi (1995) avaliou o efeito dos antibidticos &acido nalidixico, cloranfenicol
e estreptomicina na cultura do abacateiro, in vitro. O cloranfenicol apresentou o maior
efeito fitotdxico, sendo que houve reducdo da massa de calos a partir da concentracdo de
12,5 mg L' e na formacdo de calos a partir de 50 mg L. Cascone, Formi e Migliore (2004)
observaram efeitos negativos da flumequina, antibidtico largamente empregado na
aqiiicultura, em raizes e folhas da planta aquatica Lemna minor, em todas as concentracdes
testadas (50 a 1000 pug L™). Entretanto, em razdo da capacidade da planta de absorver grandes
quantidades do composto em seus tecidos (0,72 a 13,93 pg g, peso seco), esta espécie pode
ser uma boa opg¢ao para a remediagdo de ambientes aquaticos contaminados com residuos de

antibidticos (CASCONE; FORMI; MIGLIORE, 2004).
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Ainda existem diversas lacunas no conhecimento a respeito da relevancia da absorcao
de antibidticos pelas plantas em areas adubadas com esterco animal. Neste sentido, mais
pesquisas sdo necessdrias a fim de avaliar as quantidades de antibidticos absorvidas pelas
diferentes culturas, as transformacOes destas moléculas nos tecidos vegetais, a possivel
influéncia desses compostos no desenvolvimento das plantas e, por fim, as reais implica¢des
desta via de exposicao a saide humana (DOLLIVER; KUMAR; GUPTA, 2007).

Outro ponto bastante relevante € o possivel desenvolvimento de linhagens de bactérias
resistentes aos antibidticos, principalmente em razdo da continua pressao de selecio exercida
pela administracdo de baixas concentragdes de agentes antibioticos (CHANDER et al., 2007).
Neste caso, o uso continuo e prolongado de dosagens subletais de antibidticos e da
subseqiiente disseminacdo do material fecal no solo, poderia ocasionar o compartilhamento de
plasmideos extra-cromossOmicos resistentes com aqueles dos organismos ndo resistentes
(THIELE-BRUHN, 2003; SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). Outra possibilidade ¢ que
as baixas concentracdes de residuos de antibidticos transferidas ao solo pela aplicagdo de
esterco animal contaminado favorecam a selecao de populacdes resistentes (SCHMITT et al.,
2006). No entanto, a introdugdo direta de microrganismos resistentes, provenientes das fezes
de animais tratados com antibidticos, parece ser mais importante para a resisténcia (THIELE-
BRUHN, 2003) do que a inducdo em funcdo da presenca de residuos de antibidticos no
ambiente. Witte, Klare e Werner (1999) e Chander et al. (2007) detalharam os mecanismos
envolvidos na disseminacdo da resisténcia decorrente do uso de antibidticos como
promotores de crescimento animal. Adicionalmente, outro aspecto importante desta questao é
que existe naturalmente no solo um reservatério de genes resistentes (SCHMITT et al., 2006).
Nao se sabe ao certo se isto € um fendmeno natural ou € uma conseqiiéncia da disseminagao
global de genes resistentes apds anos do uso massivo de antibidticos, mas, em qualquer dos
casos, tal fato evidencia a importincia que o proprio ambiente pode desempenhar na
problemadtica da resisténcia bacteriana aos antibidticos (SCHMITT et al., 2006). Também se
desconhece por quanto tempo os organismos sio capazes de manter esta resisténcia adquirida
na auséncia de uma pressio de sele¢do continuada (KUMMERER, 2008). Segundo este
mesmo autor, o conhecimento atual sobre a ocorréncia de concentracdes sub-inibitérias de
antibiéticos no ambiente e seu efeito sobre as bactérias é escasso e contraditério, em especial
no que diz respeito a resisténcia. Ele argumenta que a transferéncia e a combinacao de genes
de resisténcia ocorrem preferencialmente em compartimentos ambientais que apresentam
elevada densidade bacteriana. Assim sendo, caso haja presenca de residuos de antibidticos no

ambiente, dever-se-ia questionar se as concentragdes € a densidade bacteriana seriam
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suficientemente altas e a exposicao suficientemente longa de modo a promover resisténcia ou,
entdo, a selecionar bactérias resistentes? Estes vinculos ainda ndo foram devidamente
estabelecidos (KUMMERER, 2008).

A intensidade de exposicdo das bactérias aos agentes antibidticos influencia a
amplitude de sua resisténcia, sendo que a intensidade de exposi¢cdo normalmente depende da
origem dos tratamentos aos quais as bactérias foram submetidas. Por exemplo, bactérias
oriundas de reator de estacdo de tratamento de esgoto apresentaram resisténcia aos
antibidticos  ciprofloxacina, tetraciclina, ampicilina, trimetroprina, eritromicina e
sulfametoxazole, enquanto que aquelas bactérias isoladas do curso d’4dgua receptor do
efluente mostraram resisténcia a eritromicina e ampicilina (COSTANZO; MURBY; BATES,
2005). Este mesmo trabalho mostrou que os antibidticos eritromicina, claritromicina e
amoxicilina, na concentracdo de 1000 pg L", reduziram de maneira expressiva a taxa de
denitrificacdo bacteriana, evidenciando o possivel impacto negativo destes residuos em
bactérias de relevancia ecoldgica. Em outro estudo realizado na Austrdlia, bactérias isoladas
de amostras de dgua de tanque e de espécimes animais empregadas na aqiiicultura mostraram
resisténcia generalizada aos antibidticos ampicilina, amoxicilina, cefalexina e eritromicina;
resisténcia freqiiente aos antibidticos oxitetraciclina, tetraciclina, dcido nalidixico e moléculas
do grupo das sulfonamidas; e resisténcia pouco freqiiente aos antibidticos cloranfenicol,
florfenicol, ceftiofur, &4cido oxolinico, gentamicina e trimetoprina, além de outros
(AKINBOWALE; PENG; BARTON, 2006). Isto confirma a ocorréncia de resisténcia
bacteriana em meios como a aqiiicultura, evidenciando os riscos de transferéncia de bactérias
resistentes ao homem através do consumo de produtos provenientes desta fonte
(AKINBOWALE; PENG; BARTON, 2006).

Evidéncias 6bvias existem sobre a ocorréncia de fendtipos resistentes em ambientes
naturais, por todos os mecanismos conhecidos de transferéncia genética (SEVENO et al.,
2002). Esses autores preocupam-se com a questdo do uso de antibidticos em larga escala na
producdo animal, uma vez que isso tem levado a selecdo de bactérias resistentes no intestino
destes animais e, posteriormente, com a utilizacdo do esterco, ocorre a disseminagdo dos
genes resistentes para a comunidade microbiana no solo. Ainda existem diversas incertezas
sobre o assunto, tais como: quais as conseqiiéncias ambientais e a satide humana da presenca
de organismos resistentes no ambiente e como e com que intensidade as bactérias presentes
nos residuos de origem animal podem transferir seus genes a microbiota natural do solo

(SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). Outros aspectos interessantes ilustram a



40

complexidade da questdo e t€ém vindo a tona. Por exemplo, alguns compostos podem ser
biodegradados na presenga de bactérias resistentes, mas nao na sua auséncia do meio em
questio (KUMMERER, 2008). Outro aspecto interessante consiste no fato de que a
resisténcia a um antibiético ndo significa que o mesmo efeito ocorerd quando o mesmo estd
presente numa mistura (DING; HE, 2010). Em termos praticos, a combina¢do de doxiciclina
com ciprofloxacina diminuiu a selecio de mutantes resistentes em relacdo ao emprego da
doxiciclina isoladamente (CHAIT; CRANEY; KISHONY, 2007). Assim sendo, em alguns
casos, a coexisténcia de antibidticos no meio pode até mesmo diminuir a resisténcia global de
uma comunidade bacteriana (DING; HE, 2010).

O conhecimento acumulado até o momento permite dizer que em primeiro lugar é
fundamental atuar na prevencao da sele¢ao de estirpes resistentes tanto na medicina humana
quanto na veterindria. Para tal, o uso prudente de compostos antibidticos configura como a
medida mais efetiva para a redu¢@o dos riscos a0 homem e ao ambiente. Na prética, isso ndo
se restringe a apenas limitar a duragdo da pressao seletiva através da reducao na duracdo do
tratamento e no uso continuado de doses subterapéuticas, mas também inclui controlar os
compostos em uso e fazer monitoramento ativo da incidéncia de resisténcia (KUMMERER,
2008).

Diversos estudos procuraram avaliar o impacto dos antibidticos em comunidades
microbianas terrestres e aqudticas, tanto na estrutura quanto em processos ecolégicos
importantes mediados por microrganismos, como a ciclagem de N (taxas de desnitrificacdo no
solo), metanogénese, reducao microbiana de ferro e sulfato, atividade enzimatica e taxa de
respirac@o do solo (DING; HE, 2010). Tais efeitos dependerdo de varios fatores, entre os
quais se destaca as propriedades especificas da matriz, os grupos microbianos presentes e as
concentracoes de antibidticos envolvidas (DING; HE, 2010). No entanto, o conhecimento
acumulado sobre o assunto € insuficiente para que conclusdes gerais possam ser tiradas. Outro
aspecto ainda pouco conhecido consiste no efeito de misturas e da coexisténcia de antibidticos
com outros poluentes, como os metais pesados.

A bioacumulacdo dos antibidticos € outra questdo bastante interessante, sendo este
processo governado principalmente pelo cariter lipofilico da molécula, o qual pode ser
expresso através do coeficiente de particdo n-octanol-dgua (K,y, geralmente expresso na
forma logaritmica). Moléculas organicas com valores de Log K,y > 4,0 tendem a acumular
nos tecidos lipidicos (LAVORENTI; PRATA; REGITANO, 2003). Com relagdo aos
antibidticos, pode-se dizer que: 1) poucas destas moléculas apresentam valores de Log Ky, >

4,0; i1) muitas delas comportam-se como &cidos e/ou base fracas, sofrendo ionizagdo nas
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condicdes de pH vigentes no ambiente; iii) muitos antibifticos sdo prontamente
metabolizados a produtos mais polares, como os conjugados; iv) as concentragdes
encontradas no ambiente sdo baixas; v) inexistem observacdes prdticas sugerindo sua
bioacumulacdo em condi¢cdes naturais (WEBB, 2004). Portanto, ao que tudo indica, o
potencial de bioacumulagcdo ou de bioconcentracdo de antibidticos no ambiente € minimo

(WEBB, 2004).

1.1.6 Necessidades e Perspectivas da Pesquisa nos Ambientes Tropicais

Os principais trabalhos desenvolvidos no Brasil a respeito do monitoramento de
residuos de farmacos foram compilados por Billa e Dezotti (2003), sendo que os dados
disponiveis se restringem a determinacdes de antilipémicos, hormonios, antiinflamatérios e
alguns metabdlitos em amostras de efluente de esgoto e/ou de cursos d’dgua (TERNES et al.,
1999; STUMPF et al., 1999). Por outro lado, estudos sobre a ocorréncia de antibidticos em
amostras ambientais sdo praticamente inexistentes (FILHO et al., 2007). Mesmo no caso dos
alimentos, ainda sdo poucos os trabalhos investigando a presenca de residuos de antibidticos
(DENOBILE; NASCIMENTO, 2004; NERO et al., 2007). Assim sendo, o pais carece
amplamente de informacdes sobre a ocorréncia, a dindmica, os efeitos e os riscos associados
a0 uso antibidticos de uso veterindrio.

Uma série de fatores interfere no comportamento destes compostos no ambiente,
influenciando seu potencial de sor¢do e de degradacdo no solo e, portanto, seu potencial de
disseminag@o aos corpos hidricos, entre outros. A quase totalidade dos trabalhos existentes foi
desenvolvida em condi¢des de clima temperado, sendo que expressivas diferengas de clima e
solo sdo encontradas nos tropicos uUmidos, tais como maior precipitacio e temperatura;
predominancia de argilas de baixa atividade, com altos teores de 6xidos de Fe e Al e menor
porcentagem de material organico, sendo este ultimo normalmente mais recalcitrante em
nossos solos. Todas essas caracteristicas sugerem que o comportamento dos antibidticos deva
ser distinto nas condi¢des locais.

Em territério nacional, predominam solos muito intemperizados, ricos em
argilominerais do tipo 1:1 (caulinita) e em 6xidos e hidroxidos de Fe e Al (gibsita, hematita e
goetita), com baixa capacidade de troca de cdtions e carga liquida dependente de pH
(FONTES; ALLEONI, 2006). Por exemplo, os Latossolos correspondem a uma classe de

solos intemperizados, com baixa fertilidade natural e que ocupam aproximadamente 38% do
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territério nacional. A predominancia desses solos pode sugerir menor potencial de sor¢cdo para
os antibidticos de uso veterinario, uma vez que o mecanismo de troca de cdtions € importante
na sor¢do dos mesmos, resultando numa maior disponibilidade do composto para ser
degradado e, ou, transportado para recursos hidricos importantes a0 homem. Por outro lado, é
razodvel esperar que as elevadas temperaturas e precipitagdes predominantes nos tropicos
favorecam a degradacao destes residuos, tanto no meio aquatico quanto terrestre, o que ilustra

a importancia de investigacdes locais.

1.1.7 Consideracoes

Farmacos vém sendo introduzidos no ambiente hd décadas, entretanto, apenas
recentemente (nos ultimos 10 anos), a ocorréncia e o potencial impacto destas moléculas no
ambiente comecaram a ser efetivamente investigados (BOXALL, 2004). Muito pouco ainda
se sabe a respeito do comportamento e possiveis impactos ao ambiente e a saide humana
resultantes da presenca de residuos de antibidticos de uso veterindrio, mesmo nos paises de
clima temperado (KEMPER, 2008).

No Brasil, pesquisas referentes ao comportamento de xenobidticos no ambiente sdo
escassas. Mesmo para os pesticidas, cujo comportamento e impacto ambiental vém sendo
intensivamente estudados desde 1960, sdo poucos os estudos realizados em nossas condicdes,
principalmente aqueles de monitoramento, em escala de campo (LAVORENTI; PRATA;
REGITANO, 2003). Assim sendo, é fundamental que a pesquisa nacional se atente e enverede
esforcos a fim de investigar detalhadamente a presenga (monitoramento), 0 comportamento e
0 possivel impacto ao homem e ao ambiente destes compostos, ji que seu uso na produgdao
animal é grande e esta é uma das atividades de maior destaque no agronegdcio brasileiro.

Em comparacdo a outros poluentes organicos, em especial os pesticidas, os
antibidticos de uso veterindrio apresentam uma série de particularidades: padrdes de uso,
ocorréncia no ambiente em associacdo com material organico (lodo ou esterco animal),
elevado peso molecular, presenca de diferentes grupos funcionais ionizaveis etc.; o que torna
o conhecimento ja acumulado nos estudos com pesticidas nem sempre validos ou aplicaveis
para o entendimento do seu comportamento no ambiente (KAY; BLACKWELL; BOXALL,
2005b). Além disso, o Brasil apresenta particularidades de clima e solo bastante distintas das
regides temperadas. Assim sendo, é clara a necessidade de que a pesquisa brasileira se

aventure por este campo que, apesar de ainda amplamente ignorado, € de extrema relevancia
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na busca pela qualidade e sustentabilidade da agricultura, pecudria e do meio ambiente, com

reflexos na sadde humana.
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2 ADAPTACAO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
ANALISE SIMULTANEA DE FLUOROQUINOLONAS EM AMOSTRAS DE SOLO
E CAMA DE FRANGO

Resumo

As fluoroquinolonas s@o uma classe de antibiticos muito utilizados na medicina veterindria
em todo o mundo, entretanto, pouco ainda se sabe sobre a ocorréncia, 0 comportamento € 0s
possiveis impactos negativos que a presenca destes residuos no ambiente pode ocasionar. Este
trabalho objetivou a adaptacdo e a validagdo de metodologia analitica para a determinagao
simultéanea de quatro fluoroquinolas (norfloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina e
enrofloxacina) nas matrizes solo e cama de frango. Para tal, foram testados diferentes métodos
disponiveis na literatura, sendo que o de maior recuperacdo foi utilizado para fins de
validacdo. As andlises foram feitas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
com deteccdo por fluorescéncia, otmizando-se as condi¢des cromatograficas. Os parametros
avaliados na validacdo foram: seletividade, faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade,
precisdo, exatidao, limite de deteccdo e limite de quantificagdo. O método adptado de Turiel,
Martin-Esteban e Tadeo (2006), que tem por base a capacidade das fluoroquinolonas
em formarem complexos estdveis com fons metdlicos, propiciou a maior recuperagao dos
analitos para ambas as matrizes, com valores > 63%. O método foi validado com sucesso e os
limites de quantificacdo estiveram na faixa dos 3,35-27,38 ng g para o solo e de 78,12 a
208,10 ng g para cama de frango, valores estes compativeis com os limites obtidos em
trabalhos similares na literatura e, além disso, com os niveis ambientais normalmente
reportados para estas moléculas nestas matrizes. O método se mostrou util a andlise dessa
classe de compostos nas matrizes estudadas, apresentando diversas vantagens, tais como:
simplicidade, rapidez, baixo custo, eficiéncia de extracdo e minimizacdo do consumo de
solventes organicos.

Palavras-chave: Antibidticos. Cromatografia liquida. Contaminacdo Ambiental. Poluentes
emergentes.
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Abstract

Fluoroquinolones are a class of antibiotics commonly used in veterinary medicine all over the
world, however, little is still known about their occurrence, behavior and the possible negative
impacts they may cause in the environment. This work aimed toadapt and validate
an analytical method for the simultaneous determination of four fluoroquinolone compounds
(norfloxacin, ciprofloxacin, danofloxacin and enrofloxacin) in soils and poultry litter
samples. Several methods were tested and the one with the highest recovery was finally used
for validation purposes. All analyses were done by high performance liquid
chromatography (HPLC) using fluorescence detection. For validation purposes, the
parameters evaluated were: selectivity, linear working range, linearity, sensitivity, precision,
accuracy, detection and quantification limit. The method adapted from Turiel, Martin-Esteban
e Tadeo (2006), which is based on the ability of fluoroquinolones to form stable complexes
with metal ions, provided the higher recoveries for both matrices, > 63%. The method
was successfully  validated and  the quantification  limits were in  the  range of 3.35
to 2738ngg’ for soil and from 78.12 to 208.10ngg’ for poultry litter
samples, values comparable to the limits obtained in similar published studies and, also, with
the environmental relevant levels typically reported for these molecules in these matrices. The
method was useful for the analysis of this class of compoundsin both matrices,
presenting several advantages such as simplicity, agility, low cost and high extraction
efficiency, and also minimizing the consumption of organic solvents.

Key-words: Antibiotics. Liquid chromatography. Animal production. Emerging pollutants.
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2.1 Introducao

As fluoroquinolonas sdo uma classe de antibidticos de uso veterindrio muito utilizadas em
todo o mundo (PIC(); ANDREU, 2007). Entretanto, pouco ainda se sabe sobre a ocorréncia e
o comportamento destes compostos no ambiente (PICO; ANDREU, 2007), especialmente em
condi¢des tropicais. Ainda que o Brasil seja um dos maiores produtores mundiais de
alimentos de origem animal, usando diariamente quantidades massivas de antibidticos nas
criagdes locais, até o presente momento ndo existem trabalhos no assunto (REGITANO;
LEAL, 2010).

As fluoroquinolonas administradas aos animais de criacdo (gado, frango e suinos) sdo
apenas parcialmente metabolizadas no organismo animal (SARMAH; MEYER; BOXALL,
2006), estando presentes em altas concentrag¢des (mg kg™') no esterco animal (ZHAO; DONG:;
WANG, 2010), atingindo posteriormente o solo através da aplicacdo do mesmo como fonte de
nutrientes ¢ matéria organica (MARTINEZ-CARBALLO et al., 2007). A ocorréncia destes
compostos no ambiente pode impactar negativamente organismos terrestres (toxicidade aguda
ou croOnica), interferir em processos ecoldgicos mediados por microorganismos (como
ciclagem de C e N), além de exercer possivel influéncia no aumento da resisténcia de
microrganismos aos agentes antibiéticos (KEMPER, 2008).

Uma das principais dificuldades na andlise de fluoroquinolonas no ambiente € a caréncia
de métodos analiticos confidveis e sensiveis para andlise desta classe de compostos em
matrizes sélidas complexas como solo e esterco animal, sendo que de fato a literatura
apresenta poucos métodos em comparagdo a outras matrizes mais comumente estudadas,
como 4gua e alimentos (USLU et al., 2008). No geral, esses métodos fazem uso de solventes
organicos em diferentes valores de pH, agitacdo, mistura, ultra-sonicacdo e, por fim, limpeza
dos extratos (clean-up) via extracao em fase sélida (SPE) (PICO; ANDREU, 2007).

Atualmente, a extracdo assistida por ultra-som, seguida de filtracdo ou centrifugacdo dos
extratos, € o procedimento mais utilizado (SPELTINTI et al., 2011). Entretanto, devido ao alto
potencial de sorcao das fluoroquinolonas em matrizes sélidas (solos, sedimentos e estercos
animais), tém-se, mais recentemente, lancado mao de técnicas de extracdo mais sofisticadas,
como, por exemplos, a extracdo liquida pressurizada (PLE) e a extracdo assistida por
microondas (MAE). Bons resultados também tém sido obtidos com a extracao por microondas
(MAE), promovendo beneficios através da melhoria na recuperagdo analitica e menor

dependéncia da matriz (SPELTINI et al., 2011). Estas técnicas de extracdo atendem as
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tendéncias mais recentes de menor consumo de solventes, possibilidade de automacao, maior
reprodutibilidade, entre outras (DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2007). Ainda assim, devido aos
custos envolvidos, ainda ndo estdo disponiveis em muitos laboratdrios.

Ja a quantificacdo desta classe de compostos tem sido comumente realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em especial com detector de fluorescéncia
(FLD), que € mais sensivel e seletivo do que o de arranjo de diodos (PICO; ANDREU, 2007).

N

Ainda que a deteccao por fluorescéncia ndo seja tdo poderosa quanto a obtida por
espectrometria de massa, ela ainda € extensivamente utilizada haja vista que as
fluoroquinolonas sdo compostos polares que apresentam fluorescéncia intrinseca (SPELTINI
et al., 2011).

Considerando a auséncia de trabalhos voltados as condicdes tropicais, o objetivo deste
trabalho foi o de testar e adaptar os principais métodos disponiveis na literatura para a
extracdo simultanea de quatro antibidticos da classe das fluoroquinolonas (norfloxacina
(NOR), ciprofloxacina (CIP), danofloxacina (DAN) e enrofloxacina (ENR) em amostras de
solo e de esterco animal (cama de frango). Além disso, o método com maior recuperacao foi

validado, de modo a poder ser utilizado no monitoramento de residuos destas moléculas em

amostras de solo e de cama de frango coletadas regionalmente.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Descricao dos métodos testados

Resultados satisfatérios para a extragdo de fluoroquinolonas em solos foram obtidos
tanto com solugdes bésicas (TURIEL; MARTIN-ESTEBAN:; TADEO, 2006) quanto acidas
(GOLET et al., 2002; PICO; ANDREU, 2007), extraindo-se predominantemente as espécies
i0nicas (anidnicas ou catidnicas) das moléculas, o que é coerente com o fato destas moléculas
serem compostos polares com multiplos grupos ionizdveis a valores de pH ambientalmente
relevantes (Figura 2.1).

Turiel, Martin-Esteban e Tadeo (2006), frente as dificuldades de extragdao simultanea
de quinolonas (cinoxacina, dcido oxolinico, dcido nalidixico e flumequina) e fluoroquinolonas
(norfloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina, enoxacina, e enrofloxacina) com solventes,
lancaram mao de procedimento distinto, explorando a capacidade destes compostos formarem

complexos com cétions metdlicos em solucdo (PICO; ANDREU, 2007). As recuperagdes
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obtidas foram altas, entre 84 e 102% (fortificagio = 1 ug g'). Karci e Balcioglu (2009)
utilizaram o mesmo procedimento para a extragdo de enrofloxacina (ENR) e ciprofloxacina
(CIP) em amostras de solo e esterco de frango na Turquia, obtendo percentuais de
recuperagdo sensivelmente inferiores, aproximadamente 60% para solo e 40% para esterco de
frango. Entretanto, estes autores nio apresentaram em seu trabalho quaisquer dados quanto a

valida¢do do método analitico para a andlise dessas matrizes.
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Figura 2.1 - Equilibrio 4cido-base das fluoroquinolonas (TURIEL; MARTIN-ESTEBAN;
TADEOQ, 2006), com valores de pK, ~ 6 e 8. As moléculas estao positivamente
carregas em meio acido (esquerda), enquanto que a pH neutro apresentam
simultaneamente cargas positivas e negativas (centro). Em pH basico,
predominam cargas negativas (direita) (USLU et al., 2008)

Uslu et al. (2008) propuseram a extracdo de fluoroquinolonas em matrizes de solo em
meio 4cido, condi¢do em que os sitios reativos dos analitos (antibidticos) e do solo estdo
protononados (carregados positivamente), aumentando a repulsdo eletrostdtica entre ambos e,
consequentemente, a solubilidade do analito na solucdo extratora. O método envolve a adi¢do
da solucdo extratora (0.2 g Na,EDTA.2H,0 e 5 mL de tampao pH3: acetonitrila (1:1)),
agitacdo (vortex), ultrasonicagado e centrifugacdo. A composi¢ao do tampao pH 3.0 € 27.2 g de
KH,PO4 e 1.35 mL de H3PO4 por litro de dgua. Apds quatro ciclos, os extratos foram diluidos
com &4gua ultra-pura (200 mL), extraidos em fase solida (cartucho OASIS HLB) e lidos
através de cromatografia liquida, com deteccao por fluorescéncia.

Martinez-Carballo et al. (2007) quantificaram residuos de fluoroquinolonas
(enrofloxacina e ciprofloxacina) em amostras de solo e esterco de frango coletadas em
diversas unidades produtoras na Austria. O procedimento de extragio resumiu-se 2
ultrasonicacdo (20 minutos) com solu¢do de acetonitrila acidificada com 2% de 4acido
férmico, limpeza com n-hexano e quantificacdo por LC-MS. No presente trabalho, este

método foi testado com modificacdes, em particular o clean-up, que foi feito através do uso de
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extragdo em fase solida (cartuchos OASIS HLB) ao invés de parti¢cao liquida com n-hexano,
além da quantificac¢ao que foi realizada por HPLC-FLD ao invés de LC-MS-MS.

Xiang-Gang, Qi-Xing e Lin (2008) desenvolveram método analitico para a
determinagdo multi-residual de 13 antibiéticos (5 sulfonamidas, 4 tetraciclinas, 2 quinolonas,
mais furazolidone e cloranfenicol) em amostras de esterco de frango na China. Neste método,
utilizou-se tampao 0,1 M de EDTA-Mcllvaine, ultrasonicacdo (15 minutos), centrifugacao e
limpeza em fase sélida (cartucho OASIS HLB), repetindo-se duas vezes o procedimento de
extracdo. As recuperagdes obtidas foram elevadas (76 e 87% para as duas quinolonas
estudadas, ciprofloxacina e pefloxacina, respectivamente).

Zhao, Dong e Wang (2010) avaliaram a ocorréncia de residuos de diversos antibidticos
de uso veterindrio (entre eles a norfloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina,
fleroxacina, lomefloxacina e difloxacina) em amostras de esterco animal (bovino, suino e de
frango) de oito provincias da China. As mostras foram extraidas com acetonitrila acidificada
(3% de acido acético), ultrasonicadas (trés ciclos de 30 minutos), centrifugadas (10 minutos,
4000 rpm) e quantificadas por HPLC, com detector de fluorescéncia. As porcentagens

recuperadas variaram de 74 a 102%.

2.2.2 Escolha dos compostos em estudo

A avicultura é uma atividade bastante expressiva no agronegdcio brasileiro. Devido a
escala industrial da atividade e o elevado confinamento das criagdes, a utilizacdo de
medicamentos com fins terapéuticos e de profilaxia é bastante comum. Devido ao seu largo
espectro de ac¢do, as fluoroquinolonas sao amplamente utilizadas no tratamento de um grande
numero de doencas infecciosas na avicultura moderna. Dentre estas, a norfloxacina, a
enrofloxacina e a ciprofloxacina sdo as fluoroquinolonas mais comumente empregadas
(PALERMO-NETO; ALMEIDA, 2006). Esta informacdo é endossada pelo levantamento da
Secretaria de Estado da Satide do Parand a respeito dos medicamentos veterindrios mais
empregados na avicultura de corte paranaense (SESA, 2004), onde a utilizacdo das mesmas
foi relatada e, também, por um levantamento informal realizado em algumas agropecudrias da
regido de Piracicaba e Holambra. Além disso, estudos anteriores relataram a ocorréncia de

residuos dessa classe de compostos em amostras de esterco animal coletadas em diferentes
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paises (Turquia, Austria e China), demonstrando seu uso bastante difundido e seu potencial de
disseminag¢do no ambiente (MARTfNEZ—CARBALLO et al., 2007, KARCI; BALCIOGLU,
2009; ZHAO; DONG; WANG, 2010).

2.2.3 Reagentes e Padrdes Analiticos

Os padroes analiticos (NOR, CIP, DAN e ENR) com pureza > 98% foram adquiridos
da SIGMA-ALDRICH. As solugdes estoque (1 mg mL") foram preparadas em metanol (1%
de 4cido acético), armazenadas em freezer (-18°C) e utilizadas em até 90 dias. Solugdes de
trabalho, na concentracio de 50 pg mL™"' e abaixo desta, foram diariamente preparadas, através
de diluicdo das solucdes estoques em solucdo aquosa. Agua ultrapura foi usada na preparagio
de todas as solugdes aquosas. Os solventes organicos empregados (metanol e acetonitrila)
foram de grau HPLC. Os reagentes nitrato de magnésio hexahidratado (Mg(NOs3),.6H,0),
hidroxido de amoénio (NH4OH, 25%), fosfato dibasico de sédio (NaH,PO,),
dihidrogenofosfato de potéassio (KH,PO4) Na,EDTA (Na,EDTA.2H;0), 4cido fosférico
(H3PO,), 4cido formico (CH,0,), acido acético (CH3;COOH), acido citrico (C6H80O7) e acido

oxdlico (C;H,04-2H,0) foram todos de grau analitico.

2.2.4 Fortificagdo das Amostras de Solo e Cama de Frango

Amostra controle de solo foi utilizada para os testes iniciais de recuperacao, sendo este
representativo da realidade agricola brasileira e proveniente de drea sem histérico de
uso de antibidticos (Latossolo Vermelho Distroférrico argiloso, pH-CaCl, = 4,9,
CTC =102,6 mmol, dm> , matéria organica = 45 mg dm? , areia = 43%, silte = 9% e argila =
48%). As amostras controle de cama de frango (isentas de contaminagao) foram coletadas em
um avidrio da empresa Korin, localizado em Ipetina-SP, onde ndo se utilizam antibiticos no
sistema de criacdo de frangos de corte.

As amostras de solo e de cama de frango (1 g) foram pesadas em tubos de Teflon
(50 mL) e fortificadas com 0,5 mL de uma solu¢do de NOR, CIP, DAN e ENR (2 ug mL'l),
em metanol, obtendo-se concentra¢io nominal de fortificacdo de 1 pg g'. Essas amostras
permaneceram em repouso, no escuro, por uma noite, o que permitiu a evaporacdo do
solvente e o estabelecimento de condic@o de equilibrio entre os compostos e o solo ou cama

de frango antes da execucao dos procedimentos de extragao.
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2.2.5 Andlises por cromatografia liquida (HPLC-FLD)

Para a determinacdo das fluoroquinolonas em todos os métodos testados, fez-se use de
um equipamento HPLC 1200 da Agilent, equipado com bomba quaterndria, injetor
automadtico, degaseificador e detectores de arranjo de diodos (DAD) e de fluorescéncia (FLD).
A aquisi¢do de dados foi realizada através do software ChemStation da Agilent. A separagao
foi efetuada através de coluna C18 (ACE, 250 x 4,6 mm, 5 um), mantida a 25°C e com
volume de inje¢cdo de 50 pL. A eluicdo foi isocratica, sendo a fase mével composta por 72%
de uma solu¢do aquosa de 4cido oxalico (0,01 mol L!e pH 4,0, solvente A) e 28% de
metanol (solvente B). O fluxo foi de 1 mL min' e o detector de fluorescéncia foi empregado
com comprimentos de onda fixados em 280 e 450 nm para excitacdo e emissdo,

respectivamente.

2.2.6 Otimizacao das condi¢des cromatograficas

As condigdes iniciais de trabalho tiveram por base o trabalho de Paschoal (2007), com
algumas modificacdes. Em especial, alterou-se a fase moével empregada, substituindo-se a
acetonitrila (ACN) por metanol (MeOH), principalmente porque os testes foram iniciados
num momento em que a disponibilidade de acetonitrila no mercado era restrita. As condigdes

iniciais de trabalho foram:

- Fase estacionaria: coluna analitica C;g de fase reversa;
- Fase modvel: Fase aquosa — Acido Oxélico 0,010 mol L'l, pH = 4,0, Fase organica —
Metanol;

- Vazio: 1,0 mL min’".
Foram testadas diferentes colunas cromatograficas C18, todas de fase reversa:

- Coluna analitica a base de silica ACE (250 x 4,6 mm, 5 um — ACT, Escécia);

- Coluna analitica a base de silica Kromasil (250 x 4,6 mm, 5 pm — AkzoNobel, Suécia);

- Coluna analitica de fase estacionaria de silica hibrida XTerra (150 x 2,1 mm, 3,5 um —
Waters, EUA);

- Coluna analitica de fase estacionaria de silica hibrida XBridge (250 x 4,6 mm, 5 pm —

Waters, EUA).
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Todos os testes envolvendo as diferentes colunas acima mencionadas fizeram uso de
coluna de guarda XTerra C18, 20 x 3,9 mm, 5 um (Waters, EUA) ou ACE C18 20 x 4,0 mm,
5 um (ACT, Escécia).

Diferentes propor¢des de fase mével foram testadas: Acido Oxalico 0,010 mol L' (pH
= 4,0): Metanol, nas seguintes proporcoes: (65:35); (70:30); (72:28); (75:25); (80:20) e
(85:15).

A coluna ACE, associada 2 fase mével composta por dcido oxalico 0,010 mol L™ (pH
= 4,0) - metanol (72:28), foi a condi¢do que permitiu o menor tempo de corrida e a melhor
separacdo dos analitos de interesse (dados ndo apresentados). As condicdes de separacdo da
corrida cromatogréfica foram avaliadas a partir dos parametros de conformidade do sistema,
preconizando-se a faixa de valores apresentadas por PASCHOAL (2007), Tabela 2.1. Estes
valores foram sempre calculados para um determinado pico cromatografico em relacdo ao
pico adjacente de tempo de retencdo maior. Os resultados indicam que as condi¢des obtidas

foram adequadas para os objetivos propostos (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Faixa de valores preconizados como adequados para os parametros
cromatogréficos
PARAMETROS CONDICAO ADEQUADA ~ CONDILAO
Fator de Retencao (k) 1<k<10 3,2a5,20
Fator de Separacao (a) oa>1,1 1,14 a 1,24
Resolucao (Rs) Rs>1,25 5,03 a 8,82
Nuamero de Pratos (N) N > 2000 9570 a 12784

A Figura 2.2 representa um cromatograma de separagdo caracteristico para uma
solucdo aquosa contendo um mix das fluoroquinolonas estudadas em baixa concentracao

(10 ng mL™).
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Figura 2.2 - Cromatograma de separacio de fluoroquinolonas em dgua (10 ng mL™): NOR
(Tr =10.97 min), CIP (Tr = 12.18 min), DAN (Tr = 13.51) e ENR (Tr = 16.36
min) (10 ng mL'l), detectadas por fluorescéncia (Aexe/ Aem: 280/450nm). Eluicao
isocratica: 72% solugdao aquosa 0,01 M Ac Oxalico pH 4,0: 28% Metanol.
Vazdo de 1 mL min™ e volume de injecdo de 50 uL

2.2.7 Validag¢ao da metodologia analitica

O método que proporcionou a maior recuperacao para ambas as matrizes (solo e cama
de frango) foi submetido aos procedimentos de validagdo analitica, tomando por base
trabalhos similares (TURIEL; MARTfN—ESTEBAN; TADEO, 2006; ZHAO; DONG;
WANG, 2010), além de documentos orientativos sobre validacio de métodos
cromatograficos (PASCHOAL et al., 2008; INMETRO, 2007). Para tal, os parametros
avaliados foram seletividade, faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade, precisao,

exatidao, limite de deteccao e limite de quantificagdo.
2.3 Resultados e Discussao
2.3.1 Recuperacao obtida nos métodos testados
O método desenvolvido por Uslu et al. (2008) permitiu recuperacdo razoavel para as
amostras de solo (43 a 60%), mas ndo houve éxito para as amostras de cama de frango

(Tabela 2.2). Tanto este método quanto o de Turiel, Martin-Esteban e Tadeo (2006) foram

originalmente desenvolvidos para a matriz solo, sendo que o método de Turiel, Martin-
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Esteban e Tadeo (2006) também foi usado com sucesso em amostras de esterco de frango na
Turquia (KARCI; BALCIOGLU, 2009). Contudo, estes autores nio apresentaram quaisquer
dados a respeito da validagdo do método, o que confirmaria a validade do mesmo naquelas

condig¢des locais.

Tabela 2.2 - Porcentagens de fluoroquinolonas recuperadas de amostras de solo e cama de

frango pelos diferentes métodos testados

% Recuperacao*

NOR CIP DAN ENR

Matriz Procedimento

. 77,5 78,1 67,7 762
Turiel; Martin-Esteban; Tadeo (2006)
Uslu et al. (2008) 432 50,0 47,7 60,0
Solo Martinez-Carballo et al. (2007) - - - -

Xiang-Gang; Qi-Xing; Lin (2008) - - - -

Zhao; Dong; Wang (2010) - - - -

Turiel; Martin-Esteban; Tadeo (2006) 63.0 70,0 68,0 65,2

Martinez-Carballo et al. (2007) - - - -
Cama de frango
Xiang-Gang; Qi-Xing; Lin (2008) - - - -

Zhao; Dong; Wang (2010) - - - -

O procedimento baseado no método desenvolvido por Turiel, Martin-Esteban e Tadeo
(2006), fundamentado na capacidade das fluoroquinolonas formarem complexos estiveis
com fons metdlicos, foi o Gnico que permitiu recuperagao satisfatéria para ambas as matrizes
(de 68 a 78% para amostras de solo e de 63 a 70 % para amostras de cama de frango)
(Tabela 2.2).

Comparado ao método original, a principal diferenca correspondeu a adi¢do da etapa
de centrifugacdo (3560 g rpm, 10 min) ap6s um ciclo dnico de ultra-sonica¢do (30 min).
Ainda, ao invés de em colunas, a extracdo foi feita diretamente em tubos de Teflon de

50 mL, empregando-se 1 g de solo para 8 mL da solugdo extratora (solu¢do aquosa contendo
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50% p/v de nitrato de magnésio hexahidratado com 4 % de amonia). As condi¢des
cromatograficas para a quantificacdo dos analitos de interesse também foram diferentes, uma
vez que a deteccdo foi feita por fluorescéncia e a fase mével composta por solucdo aquosa
tamponada (4cido oxdlico 0,01 mol L™ e pH 4,0) e metanol, na proporcio de 72:28 (v/v). No
método original, a deteccao foi feita por ultravioleta e a fase mével era composta por solugdo
aquosa tamponada (dcido férmico 3,16 mmol L™ e pH, 2,5) e acetonitrila, na propor¢do de
96:4 (v/v).

As fluoroquinolonas sd@o compostos anféteros, com dois grupos funcionais ionizdveis
de relevincia ambiental, o grupo carboxilico (pK, ~ 6) e um grupo amina (pK, ~ 8) (PICO;
ANDREU, 2007). Em funcio da utilizacdo de 4% de amdnia na solucio extratora, o pH final
da mesma estd em torno de 8,3, valor onde ha um predominio de espécies anidnicas de
fluoroquinolonas (Tabela 2.1), que sofrem repulsao eletrostatica pelo complexo de troca do
solo ou da cama de frango carregado negativamente, possibilitando entdo a formagdo de
complexos estdveis entre a forma anidnica das fluoroquinolonas solubilizadas e os ions
metdlicos de Mg abundantes na solugdo extratora (VASUDEVAN et al., 2009).

Extracdo quantitativa de fluoroquinolonas (total de 8 compostos, incluindo NOR,
CIP, DAN e ENR, com recuperacdes entre 69-110%) também foi obtida através do uso de
microondas (1 ciclo de 20 minutos a 80° C) com solu¢do aquosa contendo 20% de Mg(NO3),
em condicdes alcalinas, demonstrando a eficiéncia do uso de agentes complexantes na
desorcdo de fluoroquinolonas em amostras complexas como o solo (STURINI et al., 2010).
Além disso, a ausé€ncia de solvente organico apresenta a vantagem adicional de minimizar a
co-extracdo de matéria orgnica, reduzindo com isso os problemas com interferentes da

matriz nas andlises cromatograficas (SPELTINI et al., 2011).

2.3.2 Validagao de metodologia analitica

2.3.2.1 Seletividade

A seletividade tem por objetivo garantir que o pico cromatografico obtida na
separacdo seja proveniente do composto em questdo e ndo de algum interferente que esteja
presente na amostra e eluindo no mesmo tempo de retengdo do analito de interesse

(PASCHOAL et al., 2008). No presente caso a mesma foi analisada através da comparacao
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entre cromatogramas de amostras branco e de amostras branco fortificadas com os analitos

de interesse.

Nao foram observados interferentes que pudessem prejudicar a quantificagdo das

fluoroquinolonas de interesse tanto na amostra de solo como de cama de frango (Figuras 2.3

a 2.6). O solo mostrou-se uma matriz de manuseio mais facil, com extrato mais limpo e mais

facilmente filtrado, com menos interferentes presentes.
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Figura 2.3 - Cromatograma de amostra de solo (branco). Detec¢ao por fluorescéncia (Aexe/Aem

280/450nm), eluicao isocratica (72% solugdo aquosa de dcido oxélico (0,01

~ . -1 e
mol L-1 e pH 4,0) e 28% metanol), vazdo = 1 mL min~ e volume de injecdo =
50 uL
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Figura 2.4 - Cromatograma de amostra de solo fortificada (1 pg g'). Deteccdo por

fluorescéncia (Aexc/Aem = 280/450nm), eluicdo isocratica (72% solug¢do aquosa
de 4cido oxélico (0,01 mol L-1 e pH 4,0) e 28% metanol), vazao = 1 mL min’!
e volume de inje¢dao = 50 uLL
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Figura 2.5 - Cromatograma de amostra de cama de frango (branco). Deteccdo por

fluorescéncia (Aexe/Aem = 280/450nm), eluig¢do isocratica (72% solugdo aquosa
de 4cido oxalico (0,01 mol L-1 e pH 4,0) e 28% metanol), vazdo = 1 mL min
"¢ volume de injecdo = 50 uLL
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Figura 2.6 -

Cromatograma de amostra de cama de frango fortificada (1 pg g™'). Detecgdo por
fluorescéncia (Aexe/Aem = 280/450nm), eluicao isocratica (72% solucao aquosa de
acido oxalico (0,01 mol L-1 e pH 4,0) e 28% metanol), vazdo = 1 mL min"! e
volume de inje¢ao = 50 uLL
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2.3.2.2 Curva Analitica, linearidade e sensibilidade

As curvas analiticas foram efetuadas através da fortificagcdo das amostras controle de
solo nas concentracdes: 10, 50, 150, 500, 1000, 2000 e 4000 ng g'l. Para as amostras de cama
de frango excluiu-se a concentracdo de 10 ng g'. Todas as determinagdes foram feitas em
triplicata. A linearidade foi expressa pelos valores dos coeficientes de correlacio e a
sensibilidade pelos valores dos coeficientes angulares da equagdo de regressdo. Os
coeficientes de correlagio linear estiverem dentro da faixa considera adequada (r* > 0,99)

(Tabela 2.3).

Tabela 2.3 - Curva analitica para as quatro moléculas de fluoroquinolonas

Solo Cama de Frango

Equacio i’ t; Equacio i’ t;

NOR  y=0,1698x — 3,331 0,9998 10,4 y =0,1029x + 5,943 0,9982 10,8
CIP y=0,1163x — 2,388 0.9996 11,8 y =0,0697x - 0,211 0,9972 12,0
DAN  y=1,0109x + 27,115 0,9964 13,7 y =0,8944x + 10,891 0,9995 14,2

ENR  y=0,2303x - 0,648 0,9997 17,0 y =0,1364x + 6,678 0,9977 16,6

t. = tempo de retencio

2.3.2.3 Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)

A obtencdo dos limites de detec¢do e quantificacdo do método analitico seguiu as
recomendacdes do documento do INMETRO (INMETRO, 2007), analisando-se sete
repeticoes das matrizes em branco (isenta dos analitos de interesse), conforme as equacgdes

abaixo:
LOD =X+ T*s
LOQ =X + 10*s
em que: X = média dos valores dos brancos da amostra;

T = abcissa da distribuicao de Student, dependente do tamanho da amostra e do

grau de confiancga (= 3,143 para sete repeticoes);

s = desvio padrao dos brancos da amostra.
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Os valores dos limites de quantificacdo do método podem ser considerados
satisfatérios (Tabela 2.4), sendo compativeis com as concentracdes residuais encontradas em
amostras ambientais soOlidas reportadas na literatura (TURIEL; MARTIN-ESTEBAN:
TADEO, 2006; ZHAO; DONG; WANG, 2010). Os valores obtidos sdo cerca de 10 vezes
inferiores ao método original (TURIEL,; MARTfN—ESTEBAN; TADEOQ, 2006), o que €
esperado em fung¢do da maior sensibilidade do detector de fluorescéncia em comparagdo ao
detector de ultravioleta utilizado na referéncia original (TURIEL; MARTIN-ESTEBAN:
TADEOQO, 2006).

Tabela 2.4 - Limites de deteccdo e quantificacio para amostras de solo e cama de Frango

Composto Solo (ng g™) Cama de Frango (ng g”)
LOD LOQ LOD LOQ
NOR 20,47 20,61 65,65 78,12
CIp 21,67 21,79 190,47 208,10
DAN 26,76 27,38 96,88 114,75
ENR 3,32 3,35 89,58 93,73

2.3.2.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada no mesmo dia (intra-dia) e em trés dias diferentes
(entre-dias), mediante fortificagdo das amostras controle de solo e cama de frango em dois
niveis de fortificacdo (300 e 4000 ng g), analisadas em quintuplicatas (n = 5) (Tabelas 2.5 e
2.6). As andlises foram realizadas pelo mesmo analista, no mesmo equipamento € oOs
resultados expressos pelos valores dos coeficientes de variagdo. A variabilidade foi maior para
as amostras de cama de frango (Tabela 2.6). Entretanto, para ambas as matrizes, a

variabilidade esteve dentro da faixa considerada aceitavel (CV < 20%).
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Tabela 2.5 - Precisdo intra-dia e inter-dias para as amostras de solo

Coeficientes de Variacao (%)

Compostos Intra-dia Inter-dias
300ng g 4000 ng g 300ng g 4000 ng g
NOR 32 2,0 6.5 6.8
CIP 2,0 1,8 10,5 11,8
DAN 4,7 12 6,5 4,6
ENR 5.1 1.9 8,2 6,1

Tabela 2.6 - Precisdo intra-dia e inter-dias para amostras de cama de frango

Coeficientes de Variacao (%)

Compostos Intra-dia Inter-dias
300ng g’ 4000 ng g 300ng g’ 4000 ng g
NOR 7,6 10,4 13,1 12,6
CIP 5,1 8,0 19,5 19,0
DAN 3,1 12,9 6,5 7,6
ENR 14,0 11,0 16,8 12,2

2.3.2.5 Exatidao

A exatidao obtida foi avaliada mediante testes de recuperagdo. Para tal, amostras
controles (branco) de solo e de cama de frango foram fortificadas (500, 1000 e 4000 ng g™)
com os analitos de interesse, em quintuplicatas, sendo os resultados expressos em
porcentagens das quantidades aplicadas. Os valores de recuperagdo foram satisfatérios para
ambas as matrizes (variaram de 86 a 109%, exceto para a enrofloxacina) (Tabelas 2.7 e 2.8),
principalmente considerando a vantagem de utilizacdo de um mesmo método para essas
matrizes. Além disso, o método de extracdo € pratico, simples e barato em relagdo aos
métodos mais tradicionais, que adotam sistemas exaustivos de preparo de amostras através de

extragdo em fase solida.



68

Tabela 2.7 - Porcentagens de recuperacdo e coeficientes de variagdo para amostras de

solo
Concentracgoes
Compostos 500 ng g 1000 ng g 4000 ng g
Rec (%) CV (%) Rec (%) CV (%) Rec (%) CV (%)
NOR 107,6 3.3 89,5 52 103,3 2,0
CIp 108,6 2,0 86,3 5,0 108,6 1,8
DAN 96,8 4,7 107,4 4,3 95,1 1,2
ENR 102,7 5,1 68,6 6,6 100,2 1.9

Rec = porcentagem recuperada

Tabela 2.8 - Porcentagens de recuperagdo e coeficientes de variagdo para amostras de
cama de frango

Concentracoes
Compostos 500ng g’ 1000 ng g 4000 ng g
Rec (%)  CV (%) Rec (%)  CV (%) Rec (%)  CV (%)
NOR 93,6 7,6 93,0 11,3 93,7 10,4
CIP 95,2 5,1 99,2 11,4 94,4 8,0
DAN 98,1 3,1 87,4 9,4 91,4 12,9
ENR 67,4 55 77,3 14,7 92,8 11,0

Rec = porcentagem recuperada

2.4 Conclusoes

A disponibilidade de métodos desenvolvidos para a extragdo e quantificacdo de
antibidticos em amostras soélidas, tais como solo e esterco animal, ainda é pequena em
comparacdo a outras matrizes mais estudadas, tais como dgua e alimentos. O método
adaptado de Turiel, Martin-Esteban e Tadeo (2006) foi o tGnico que permitiu recuperacao
satisfatéria para a determinacdo simultanea das quatro fluoroquinolonas estudadas (NOR,
CIP, DAN e ENR) em ambas as matrizes (solo e cama de frango), validando o mecanismo de

formacdo de complexos estdveis com cations metdlicos como uma forma simples e eficiente
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de se extrair fluoroquinolonas em amostras sélidas complexas como solo e cama de frango.
Este método apresenta outras importantes vantagens, como economia no uso de solventes,
rapidez, baixo custo, diminui¢do da co-extracdo de material organico e consequente presenca
de interferentes na andlise cromatogrifica, sendo, portanto uma O6tima alternativa aos
procedimentos rotineiros que fazem uso de etapas exaustivas de extragdo. A validacdo do
método proporcionou valores de recuperacao e de limites de quantificacdo satisfatdrios,
permitindo que um mesmo método seja aplicado para o monitoramento de fluoroquinolonas
em concentracdes ambientalmente relevantes, tanto em amostras de solo quanto em cama de

frango.
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3 OCORRENCIA E SORCAO DE FLUOROQUINOLONAS EM AMOSTRAS DE
CAMA DE FRANGO E SOLO

Resumo

A produgdo animal é um dos setores mais expressivos do agronegdcio brasileiro. Embora
antibidticos sejam usados rotineiramente nesta atividade como parte do processo produtivo, a
ocorréncia destes residuos em estercos animais, seu destino e possiveis impactos negativos ao
ambiente sdo ainda desconhecidos. Este trabalho objetivou avaliar a sorcao-dessor¢cdo e a
ocorréncia de quatro fluoroquinolonas (norfloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina e
enrofloxacina) em amostras de cama de frango e de solo coletadas no Estado de Sao Paulo,
Brasil. Os estudos de sorcao-dessor¢do envolveram técnicas de equilibrio (método batch),
conforme preconizado pela OECD para ensaios com pesticidas. Todos os compostos foram
analisados por HPLC, utilizando detector de fluorescéncia. O potencial de sor¢ao das
fluoroquinolonas as amostras de cama de frango (Kq < 65 L kg™) foi inferior ao solo (Kg ~
40.000 L kg'), mas ainda assim elevado (> 69% de quantidade aplicada). Obteve-se
claramente uma maior especificidade de interacdo das fluoroquinolonas com o solo. A adicdo
de cama de frango (5%) ao solo ndo afetou a sorcdo e nem a dessor¢do destes compostos. A
dessorcao foi negligivel para o solo (< 0,5% da quantidade sorvida), mas ndo para a cama de
frango (até 42% do valor sorvido). As concentracdes médias de fluoroquinolonas encontradas
na cama de frango (1,37-6,68 mg kg') e no solo (22,9 pg kg™) foram compativeis com os
valores encontrados em outros paises (Austria, China e Turquia). A enrofloxacina foi o
composto mais frequentemente detectado (30% das amostras de cama de frango e 27% das
amostras de s0lo), nas maiores concentragdes médias (6,68 mg kg™ em cama de frango e 22,9
ug kg™ para amostras de solo). Os resultados demonstraram que antibiéticos do grupo das
fluoroquinolonas sdo usados rotineiramente na produgdo de aves, representando uma fonte
potencial de polui¢do ao meio ambiente que tem sido largamente ignorado e deve ser melhor
investigada no Brasil.

Palavras-chave: Antibidticos veterindrios. Dessorcao. Solos tropicais. Esterco animal.
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Abstract

Animal production is one of the most expressive sectors of Brazilian agro-economy. Although
antibiotics are routinely used in this activity as part of the production process, the occurrence
of these residues in animal manure, as well as their fate and potential negative impacts to our
local environment are largely unknown. This research evaluated sorption-desorption and
occurrence of four commonly wused fluoroquinolones (norfloxacin, ciprofloxacin,
danofloxacin, and enrofloxacin) in poultry litter and soil samples from Sao Paulo state, Brazil.
The sorption/desorption studies involved batch equilibration technique and followed OECD
guideline for testing pesticides. All compounds were analyzed by HPLC, using fluorescence
detector. Fluoroquinolones sorption potential to the poultry litters (Kq < 65 L kg') was lower
than to the soil (Kq ~ 40,000 L kg™), but always high (= 69% of applied amount). A higher
specificity of fluoroquinolones with soil was obtained. The addition of poultry litter (5%) to
the soil had not affected sorption or desorption of these compounds. Desorption was
negligible in the soil (< 0.5% of sorbed amount), but not in the poultry litters (up to 42% of
sorbed amount). Fluoroquinolone mean concentrations found in the poultry litter (1.37 to 6.68
mg kg™) and soil (22.9 pg kg') samples were compatible to those found elsewhere (Austria,
China, and Turkey). The enrofloxacin was the most often detected compound (30% of poultry
litter and 27% of soil samples), at the highest mean concentrations (6.68 mg kg™ for poultry
litter and 22.9 pg kg™ for soil samples). These results show that antibiotics are routinely used
in poultry production and might represent one potential source of pollution to the environment
that has been largely ignored and should be further investigated in Brazil.

Key words: Veterinary antibiotics. Desorption. Tropical soil. Animal manure.
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3.1 Introducao

O Brasil € lider mundial na producdo e exportacio de produtos de origem animal,
como carne de aves e bovina (USDA, 2010). Grandes quantidades de agentes antibiéticos sao
usados nas unidades locais de producdo animal, entretanto, ndo existem estatisticas oficiais
sobre 0s montantes comercializados no pais. Diversos estudos conduzidos no exterior
relataram a ocorréncia de residuos de antibidticos de uso veterindrio em amostras de estercos
animais (geralmente em mg kg') (MARTINEZ-CARBALLO et al., 2007; XIAN-GANG
et al., 2008; ZHAO; DONG; WANG, 2010), e também em solos agricolas fertilizados com
esterco animal (normalmente em pg kg'l) (KARCI; BALCIOGLU, 2009; USLU et al., 2008).
Estes residuos podem afetar negativamente o meio ambiente através de efeitos toxicos
(especialmente crOnicos) aos organismos terrestres e/ou devido a controversa, mas
preocupante potencial influéncia na disseminagdo de resisténcia aos microrganismos do
ambiente (KEMPER, 2009).

As fluroquinolonas sdo uma classe de compostos antibidticos de uso veterindrio muito
utilizadas em todo o mundo (PIC(); ANDREU, 2007), apresentando apenas um limitado grau
de metabolismo no organismo animal (20-80%) (BOXALL et al., 2004).Uma vez no ambiente
estes residuos sdo fortemente sorvidos ao solo (Kq =260 a5.012 L kg'l, SARMAH; MEYER;
BOXALL, 2006), possuindo uma degradagdo lenta (meia-vida > 60 dias) (BOXALL et al.,
2004). A fertilizacdo do solo com esterco animal contaminado acarreta uma continua
acumulacio desses residuos no solo (PICO; ANDREU, 2007). Concentracdes tio altas quanto
225 e 1420 mg kg de norfloxacina e enrofloxacina foram encontradas em amostras de
esterco de frango na China, respectivamente (ZHAO; DONG; WANG, 2010). Na Turquia, 50
e 20 ug kg de enrofloxacina foram relatados em dois solos amostrados sete meses depois de
terem sido adubados com esterco contaminado (KARCI; BALCIOGLU, 2009).

As fluoroquinolonas sdo compostos anféteros, com dois grupos funcionais ionizaveis
de relevancia ambiental, o grupo 3-carboxila (pK, ~ 6) e o grupo N- no substituinte
piperazina (pK, ~ 8), tornando a sor¢@o destes compostos um processo dependente do pH do
meio (PICO; ANDREU, 2007). A sor¢ao a matrizes sélidas (solo, lodo de esgoto e sedimento)
¢ um dos principais mecanismos de dissipacdo de fluoroquinolonas no meio ambiente, sendo
que concentragdes da ordem de 2 mg kg'1 de norfloxacina e ciprofloxacina em lodo de esgoto
in natura (GOLET et al., 2003), e de 1,56 mg kg'1 de ofloxacina em sedimentos fluviais

(YANG et al., 2010) foram relatados. A natureza polar das fluoroquinolonas, associada aos
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elevados coeficientes de sorcdo para matrizes sélidas, sugerem que outros mecanismos que
nao a particdo hidrofébica desempenha um papel importante na sua sor¢ao (USLU et al.,
2008).

O conhecimento das concentragdes de antibidticos presentes no ambiente, bem como
dos principais mecanismos responsdveis pela sua retencdo, sdo aspectos cruciais para uma
adequada avaliacdo da exposi¢do microbiana e de todos os riscos que estes contaminantes
podem representar para outros organismos terrestres € também para a saide humana
(VASUDEVAN et al., 2009). Quase todos os dados atualmente disponiveis foram adquiridos
sob condi¢des de clima temperado, enquanto muito pouco se sabe sobre a dinadmica e os
impactos dos principais antibidticos veterindrios usados em ambientes tropicais, como é o
caso do Brasil, onde as condicdes climéticas e os tipos de solo sdo bastante distintos, além de
outras particularidades relacionadas as préticas de produgdo e utilizagdo de residuos na
agricultura.

Este trabalho avaliou o potencial de sorc¢do-dessorcdo de trés fluoroquinolonas
(norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina) em duas amostras de cama de frango com
diferentes substratos (palha de arroz e p6é de Pinus), bem como o efeito da adi¢do de cama de
frango (palha de arroz, 5%, p/p) na sor¢ao-dessor¢do destes compostos em um solo brasileiro.
Além disso, efetuou-se um levantamento das concentracdes ambientais naturais de
norfloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina e enrofloxacina encontradas em amostras de cama

de frango e de solo coletadas em diferentes dreas de producdo do Estado de Sdo Paulo, Brasil.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Reagentes e padrdes analiticos

Padrdes analiticos dos compostos estudados (norfloxacina, ciprofloxacina,
danofloxacina, e enrofloxacina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, apresentando pureza
superior a 98%. As solugdes estoque (1,0 mg mL™") foram preparadas em metanol contendo
1% de écido acético, sendo armazenadas a -18 °C, no escuro, e usadas no prazo maximo de
90 dias. Agua ultra-pura foi utilizada no preparo de todas as solu¢des aquosas. Nitrato de
magnésio hexahidratado (Mg(NO3),.6H,0), hidréxido de amdnio (NH4OH), cloreto de calcio
(CaCly), e acido oxédlico (C;H,04.2H,0) foram todos de grau analitico. Os solventes

organicos utilizados (metanol e acetonitrila) foram de grau HPLC.



75

Tabela 3.1 - Caracterizacdo das amostras de cama de frango e solo

Amostra pH CTC Areia Argila Silte CO NT P K Ca Mg
CaCl, mmol.dm’ gkg! % gkg!
Cama de
Frango
Palha Arroz 7.4 - - - - 3990 4,19 3240 3290 31,90 4,60
P6 de Pinus 7,1 - - - - 37,09 450 2030 2390 21,40 3,80
Solo 59 127,80 122 754 116 1,62 - 0,02 012 056 032

3.2.2 Amostras de solo e de cama de frango

Duas amostras de cama de frango com diferentes substratos (palha de arroz e p6 de
Pinus) e um solo brasileiro tipico (Latossolo Vermelho Amarelo Distroférrico) foram
empregados nos ensaios de sorcdo-dessor¢do. As principais caracteristicas fisico-quimicas
dessas amostras sao apresentadas na Tabela 3.1.

A fim de se determinar as concentracdes ambientais das fluoroquinolonas, 46 amostras
de cama de frango e 11 de solo (0-20 cm) foram coletadas em municipios da regido com
importante atividade avicola: Capela do Alto, Capivari, Laranjal Paulista, Pereiras, Piracicaba,
Santa Maria da Serra, Sdo Pedro e Torrinhas. Todos os solos coletados apresentaram histérico
de aplicag¢do de cama de frango.

Cada amostra (cama de frango ou solo) foi composta de 12 subamostras coletadas
aleatoriamente dentro da granja ou do talhdo no campo, respectivamente. Apds a coleta, as
amostras foram colocadas em sacos plésticos e transportadas sob condi¢des refrigeradas ao
laboratério no mesmo dia. As amostras foram homogeneizadas, peneiradas, e liofilizadas
dentro de 48 h. As andlises foram efetuadas em no maximo 7 dias apds a data de coleta

(armazenadas a -18 °C até extragao e andlise).

3.2.3 Procedimentos de Extracao

A extragdo das fluoroquinolonas das amostras de solo e cama de frango baseou-se no
método proposto por Turiel, Martin-Esteban e Tadeo (2006). No entanto, uma etapa de
centrifugacao (10 min, 3560 g) foi adicionada apds o banho de ultra-som, tal como proposto

por Karci e Balcioglu (2009). Resumidamente, 1 g de cama de frango ou solo e 8 mL de uma
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solucdo aquosa de Mg(NOs), (29%, p/v), ajustada para pH ~8,1 (com 4% de amodnia), foram
colocados em tubos de Teflon (50 mL), homogeneizados em vortex por 60 s, seguindo-se de
banho de ultra-som durante 30 min, a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas (10 min, 3560 g) e os sobrenadantes filtrados (filtro de seringa de 0,45 ou
0,22 pm) antes da andlise por HPLC. As amostras de campo foram todas analisadas em

duplicata.

3.2.4 Analises por cromatografia liquida (HPLC-FLD)

Para a determinacdo das fluoroquinolonas, fez-se uso de um cromatégrafo liquido
(Agilent, série 1200) equipado com bomba quaterndria, injetor automatico, degaseificador e
detectores de arranjo de diodos (DAD) e de fluorescéncia (FLD). A coluna (ACE C18,
250 x 4,6 mm, 5 mm) foi mantida a 25 °C, sendo o volume de injecdo de 50 pL. Utilizou-se
uma eluigdo isocrética, sendo a fase mével composta por 72% de 4cido oxalico (0,01 mol L'l,
ajustado a pH 4,0, solvente A) e 28% de metanol (solvente B). O fluxo foi de 1,0 ml min" e
os comprimentos de onda do detector de fluorescéncia foram fixados em 280 e 450 nm para
a excitacao e emissdo, respectivamente.

Para construir as curvas de calibracdo e validar o método analitico, triplicatas
de amostras controle de cama de frango e solo isentas dos analitos de interesse foram
fortificadas com diferentes concentra¢des de fluoroquinolonas (50, 150, 500, 1.000, 2.000 e
4.000 ug kg'l), sendo mantidas no escuro por uma noite, a temperatura ambiente, até secagem
do solvente e obtencdo de equilibrio antes da extracdo. Os coeficientes de correlagdo obtidos
foram > 0,99. Os limites de quantificag@o para todos os compostos variaram de 3,35-27,38 ug
kg'1 para o solo e 78,12-208,10 ug kg'1 para a cama de frango, sendo obtidos com base em
sete repeticdes do branco da matriz (INMETRO, 2007). Os testes de recuperagdo foram
realizados em trés niveis de fortificacdo (500, 1000 e 4000 pg kg') e cinco repeticdes,
variando de 68,6-108,6% (desvio padrdo < 7%) para o solo e 67,4-99,2% (desvio padrdo

< 15%) para a cama de frango.
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3.2.5 Sor¢do e Desor¢ao

Os ensaios de sorcdo-dessor¢do seguiram o documento orientativo da OECD para
pesticidas (OECD, 2000). Pré-testes foram efetuados para definir as condi¢Oes experimentais
finais, avaliando-se a relacdo sélido: solucdo (2 g: 30 mL), o periodo de equilibrio (24 h), a
estabilidade dos compostos, e a possivel sorcdo as paredes dos tubos de centrifuga
empregados nos ensaios. As perdas obtidas foram inferiores a 5% (dados nao mostrados).
Triplicatas de 2 g de amostras (cama de frango ou solo) e 30 mL de solugdes aquosas (0,01
mol L' de CaCl,) individuais de fluoroquinolonas (norfloxacina, ciprofloxacina e
enrofloxacina), em diferentes concentragdes (170; 340; 680; 1.360 e 2.720 ug mL'l), foram
adicionados a tubos de teflon (50 mL), horizontalmente agitados (200 rpm, 24 h), e
centrifugados (3.560 g, 10 min). Os sobrenadantes foram filtrados (0,22 ou 0,45 um),
sendo a concentracdo de equilibrio (Ce) na solugdo final determinada por HPLC
(fluxo = 0,8 mL min'l, fase moével = 78% de solucao aquosa contendo 0,1% de acido férmico
e 22% de acetonitrila). A quantidade de antibiético adsorvida a fase sélida (S) foi calculada
pela diferenca entre as concentracdes iniciais aplicadas (Ci) e em equilibrio Ce), levando-se
em conta a relacdo solido: solu¢do empregada. Os dados foram ajustados pela equacdo de
Freiindlich (S = Kf*CeN) e pela sua forma linear (S = K4*C.), a fim de se estimar os

. Ca cdi
coeficientes de particio médios (K4

= média dos valores de K4 obtidos nas concentragdes
individuais).

A dessorcio foi avaliada em duas concentracdes (680 e 2720 ug mL™), em 4 etapas de
24 h (totalizando 96 h). Para cada etapa, uma aliquota de 20 mL do sobrenadante foi
descartada e substituida por uma nova solucdo 0,01 mol L' de CaCl,, seguindo-se de
agitacdo (200 rpm, 24 h) e centrifugacao (3.560 g, 10 min). As concentragdes em equilibrio

no sobrenadante foram determinadas como descrito anteriormente. Todas as amostras foram

previamente testadas para garantir que nao estavam contaminadas com fluoroquinolonas.
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3.3 Resultados e Discussao
3.3.1 Sorcao e dessor¢ao

O potencial de sor¢do das fluoroquinolonas para as amostras de cama de frango (Kq4 de
34 a65L kg'l) foi muito inferior ao solo (K4 variando entre 40.656 a 40.783 kg L'l), mas
ainda elevado, com pelo menos 69% da quantidade aplicada sorvida (Tabela 3.2). Além disso,
o substrato da cama de frango (palha de arroz ou p6 de Pinus) pouco afetou o potencial de
sor¢do das fluoroquinolonas, sendo que a ciprofloxacina apresentou a menor sor¢ao enquanto
que a maior foi obtida para a norfloxacina (Kq = 36 e 34 L kg para a ciprofloxacina e
53 a 65 L kg™ para a norfloxacina nas camas com substrato de palha de arroz e p6 de Pinus,
respectivamente) (Tabela 3.2). Obteve-se histerese pronunciada para todas as
fluoroquinolonas em ambas as amostras de camas de frango (Figuras 3.1, 3.2 e 3.3), o que
sugere um baixo potencial de dessor¢do (< 26% da quantidade sorvida, Tabela 3.2), exceto
para norfloxacina e ciprofloxacina na amostra de cama com substrato de palha de arroz na
concentracdo mais elevada (2720 pg mL™"), em que, respectivamente, 40 e 42% dos

montantes sorvidos foram dessorvidos (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 - Valores do coeficiente de sor¢do médio (Kg-médio), coeficiente de sor¢cdao de
Freundilich (Ky), coeficiente exponencial (N) e porcentagens sorvidas e
desorvidas de norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina em amostras de
cama de frango (palha de arroz e p6 de pinus), solo (Latossolo Amarelo) e solo
tratado com cama (palha de arroz, 5%, p/v)

Parametros

Norfloxacina Ciprofloxacina  Enrofloxacina

Kg-médio (L kg)

Sorcao (% do aplicado)

K, (gl—N N kg—l)

N

> Dessor¢ao-C3 (% do sorvido)
> Dessor¢ao-CS (% do sorvido)

Cama de Frango — Substrato Palha de Arroz

Kg-médio (L kg)

Sorcao (% do aplicado)

K, (gl—N N kg—l)

N

> Dessorc¢ao-C3 (% do sorvido)
> Dessor¢ao-CS (% do sorvido)

K4-C5 (L kg
Sorcao-C5 (% do aplicado)
> Dessor¢ao-CS (% do sorvido)

K4-C5 (L kg)
Sorcao-C5 (% do aplicado)
> Dessor¢ao-CS (% do sorvido)

52,6 £154 36,3+32 49,0 + 4,1
76,9 +£5,0 70,7+ 1,8 76,5+ 1,6
150 43 33

0,79 0,97 1,08

25,0 25,1 243

40,1 423 25,9
Cama de Frango — Substrato P6 de Pinus

65,1 £26,5 341+£34 38,0+7.8
79,7+6,3 69,3 +2,0 71,1 £5,0
239 44 16

0,72 0,95 1,16

9,6 18,7 20,5

19,7 27,7 20,1
Latossolo Amarelo

40.772 40.783 40.656
99,9 100,0 99,6

n.d* 0,22 n.d
Latossolo Amarelo + Cama de Frango (5%, p/p)
40.716 40.728 40.595
99,8 99,8 99,5

0,05 0,04 0,46

* N.d = nao detectado



80

Norfloxacina

10°
Palha de Arroz

Des (K, = 4018, N = 0,29)

o—

10 A

Concentragao sorvida (S, ng g”)

Sorgéo (K;= 150, N = 0,79)

108 .
10! 102 10°
10°
P6 de Pinus
‘T@
(@]
e Des (K, = 14305, N = 0,11)
- Q. ——
%)
©
o
2
9 10* - Des (K, = 6688, N = 0,04)
o o———e——6—S———
Qg
On
o
<
(0]
g
8 Sorcéo (K,;= 239, N = 0,72)
108 . .
100 10! 102 10°

Concentragdo em solugéo (C,, ng mL™)

Figura 3.1 - Sorcdo, dessor¢do e respectivos coeficientes de sor¢ao de Freiindlich (Ky) e
exponencial (N) para a norfloxacina em camas de frango com palha de arroz e
po de pinus
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Figura 3.2 - Sorcdo, dessorcdo e respectivos coeficientes de sor¢ao de Freiindlich (Ky) e
exponencial (N) para a ciprofloxacina em camas de frango com palha de arroz e
p6 de pinus



82

Enrofloxacina
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Figura 3.3 - Sorcdo, dessorcao e respectivos coeficientes de sor¢do de Freiindlich (Ky) e
exponencial (N) para a enrofloxacina em camas de frango com palha de arroz e
po de pinus

A menor afinidade das fluoroquinolonas com a cama de frango quando comparada ao
solo pode estar relacionada com a menor quantidade de sitios de sorc@o disponiveis naquela,
assim como aos seus valores de pH ligeiramente alcalinos (Tabela 3.1). Apesar dos conteudos
mais elevados de carbono organico nas amostras de cama (Tabela 3.1), a reatividade dos seus

grupos funcionais deve ser limitada, oferecendo assim menos sitios de troca para a sor¢ao.
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Além disso, a sorcao das fluoroquinolonas tende a ser inferior a valores de pH mais elevados,
devido ao seu comportamento de sorcdao dependente do pH, havendo um dominio de espécies
neutras ou aniOnicas a estes valores de pH, resultando em repulsdo eletrostdtica entre as
mesmas e as superficies de troca negativamente carregadas (VASUDEV AN et al., 2009). No
entanto, a sor¢do de antibidticos do grupo das sulfonamidas em uma amostra de esterco
liquido de porco 4cido (pH de 4,8) foi maior do que para o solo, onde os sitios carboxilicos e
fendlicos do material particulado do esterco provavelmente forneceram os sitios de troca
responsaveis pelo aumento da sor¢do (THIELE-BRUHN; AUST, 2004).

A sor¢do de todos os compostos para o solo foi muito elevada (K4 variou de 40.656 a
40.783 kg L), com quase 100% da quantidade aplicada sorvida, enquanto que a dessor¢do foi
negligencidvel (sempre < 0,5% da quantidade sorvida) (Tabela 3.2), sugerindo uma forte
interacdo especifica entre as fluoroquinolonas e as particulas do solo. Esta afirmacao também
€ reforcada pelo fato de que a quantificacdo da sor¢do no caso do solo s6 foi possivel para a
maior concentracao testada (2720 ug mL™).

Uma pesquisa anterior mostrou que a sorcdo de norfloxacina, ciprofloxacina
e ofloxacina foi rdpida (menos de 24 horas) e elevada (K¢ variou de 7,943 a
12,309 pgl'l/n (cm®)'™ g) em um solo usado como receptor de dguas residudrias, sendo que a
maior parte do que foi aplicado permaneceu sorvido (CONKLE et al., 2010). Os autores
consideraram a sorcao como sendo o principal mecanismo responsavel pela remog¢ao destes
antibidticos de dguas residudrias (CONKLE et al., 2010).

Vasudevan et al. (2009) mostraram que a capacidade de troca de cations do solo foi o
atributo principal afetando a sor¢do da ciprofloxacina aos solos, com os teores de 6xidos de
metal (Fe e Al) desempenhando um papel também importante, ainda que secundario,
particularmente em valores de pH mais elevados (= 5,5) (VASUDEVAN et al., 2009). A
contribuicao do teor de carbono organico do solo para a sor¢do nao ficou claro, enquanto que
os mecanismos de troca catidnica, ponte de cédtions e complexacdo de superficie contribuiram
diretamente para a sor¢@o da ciprofloxacina aos solos estudados (VASUDEVAN et al., 2009).

Thiele-Bruhn et al. (2004) utilizaram-se de diversas técnicas analiticas a fim de
demonstrar os principais fatores influenciando a sor¢do de antibidticos do grupo das
sulfonamidas aos solos, sendo estes: a estrutura molecular e as propriedades fisico-quimicas
dos compostos; a presenca de grupos funcionais acessiveis nas superficies organominerais e,

por fim; a acessibilidade dos espagos vazios e cavidades na estrutura tridimensional da
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matéria organica do solo e sua combinacdo com a matriz mineral formando complexos
organominerais (THIELE-BRUHN et al., 2004).

As fluoroquinolonas se ligam aos minerais de argila através de varios mecanismos,
tais como pontes de cétions, interacOes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio (SPELTINI
et al., 2011), enquanto que para as substancias humicas, elas se ligam principalmente através
de multiplas pontes de hidrogénio via grupos polares (ARISTILDE; SPOSITO, 2010 ). O solo
empregado neste trabalho € bastante intemperizado, rico em argilas de baixa atividade
(caulinita) e 6xidos de Fe e Al (gibbsita, hematita e goethita), com baixo teor de matéria
organica, baixa CTC e cargas dependentes do pH (Tabela 3.1 e FONTES; ALLEONI, 2006),
ocupando dreas expressivas do territério brasileiro (até 38%, REGITANO; LEAL, 2010).
Portanto, parece razodvel supor que a complexac¢do de superficie com os 6xidos do solo,
principalmente Fe e Al, desempenhou um papel importante como mecanismo de adsor¢do das
fluoroquinolonas ao solo neste caso. Fortes interagdes foram também observadas entre
ciprofloxacina e 6xidos hidratados de Fe e Al, em particular com 6xidos de Fe (K4 =2.072 L
kg', a pH 6,5) (GU; KARTHIKEYAN, 2005). Neste valor de pH, que é préximo ao pH do
solo empregado neste trabalho (pH = 5,9), a ciprofloxacina na forma zeuterionica (molécula
com carga positiva e negativa simultaneamente) é predominante, sendo a sor¢do atribuida
principalmente a formacao de um complexo mononuclear bidentado entre os &tomos de Fe e o
grupo carboxila da ciprofloxacina (GU; KARTHIKEYAN, 2005).

A adi¢do de cama de frango ao solo (5%, p/p) teve pouco efeito sobre a sorcdo de
todas as fluoroquinolonas estudadas. Os valores de Ky variaram de 40.595 a 40.783 kg Lt
(Tabela 3.2). No entanto, a adicdo de esterco aos solos pode afetar a sor¢do devido as
alteracdes provocadas no pH do sistema solo-esterco e/ ou através da natureza qualitativa da
matéria organica adicionada e da fracdo dissolvida presente (BOXALL, 2008). Por exemplo, a
sor¢do da sulfadiazina foi maior e a dessor¢do menor quando o solo foi adubado com 4% de
esterco liquido de porco alcalino (pH de 7,6) (SUKUL et al., 2008), enquanto que, por outro
lado, a sor¢do da sulfacloropiridazina foi menor apds a adi¢do de um esterco liquido de porco
alcalino (BOXALL et al., 2002). Thiele-Bruhn e Aust (2004) também encontraram menores
coeficientes de sor¢do de sulfonamidas apds a adi¢ao de dejetos de suinos ao solo, tendo sido
esse efeito ocasionado pela adsor¢do competitiva entre a matéria organica dissolvida e as
moléculas de sulfonamidas e /ou a ligacdo da matéria orgdnica com os minerais do solo

(THIELE-BRUHN; AUST, 2004).
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3.3.2 Concentragdes ambientais de fluoroquinolonas

Trés das quatro fluoroquinolonas estudas (norfloxacina, ciprofloxacina e
enrofloxacina) foram detectadas na matriz cama de frango, enquanto que no caso do solo
apenas a enrofloxacina foi encontrada. As concentracdes ambientais destes residuos
estiveram na faixa dos mg kg para as amostras de cama de frango e na faixa de pg kg™’ para
os solos (Tabela 3.3), sendo os valores medianos compardveis aos encontrados em outros
levantamentos a nivel internacional (Tabela 3.4). No entanto, as concentragdes méaximas na
cama de frango (4,55, 2,13 € 30,97 mg kg'1 para norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina,
respectivamente) foram muito menores do que os relatados para amostras de diferentes
provincias da China (255,5, 45,6 e 1420,8 mg kg'1 para as mesmas moléculas,
respectivamente) (ZHAO; DONG; WANG, 2010). A danofloxacina ndo foi encontrada em
nenhuma amostra, o que possivelmente indica que a mesma nao estd em uso na regiao

avaliada.

Tabela 3.3 - Ocorréncia de fluoroquinolonas em amostras de cama de frango e solo

Composto I\K’lnl::fsrt(;fse Frequéncia Concentraciao
Minimo Maiéximo Média Mediana Desv~io
Padrio
..... % e eeeemg kgl
Cama de Frango
Norfloxacina 46 6,5 0,80 4,55 2,55 2,30 1,89
Ciprofloxacina 46 4,3 0,65 2,13 1,37 1,37 1,08
Danofloxacina 46 0,0 - - - - -
Enrofloxacina 46 30,4 0,39 30,97 6,68 4,33 8,25
Solo
Do ugkg
Norfloxacina 11 0 - - - - -
Ciprofloxacina 11 0 - - - - -
Danofloxacina 11 0 - - - - -

Enrofloxacina 11 27 17,4 26,7 22,93 24,7 4,89
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Tabela 3.4 - Concentragdes de fluoroquinolonas em amostras de cama de frango e de solo
encontradas na literatura

Concentracdes (mg kg™)

Matriz Autor
Pais NOR CIP DAN ENR
MARTINEZ-CARBALLO et al., Austria na.' n.d.’ n.a. até 2,8
(2007)
XTANG-GANG; QI-XING; LIN, .
Cama de (2008) China n.a. 0,3-3,0 n.a. n.a.
Frango < .
KARCI & BALCIOGLU, (2009) Turquia n.a. n.d. n.a. 0,06

até 225,5 até 45,6  até 2,5 até 1420,8

ZHAO; DONG; WANG, (2010)  China ;
(4,68) (3,78) (0,72) (4,65)

MARTINEZ-CARBALLO et al.,

(2007) n.a. - n.a. 0,37
Solo P
USLU et al., (2008) Austria n.a. 0,053 n.a. 0,013-0,204
KARCI & BALCIOGLU, (2009) Turquia n.a. n.d. n.a. 0,05

~ . ~ 3 A ~
"' na. = nio analisado; 2 nd. = ndo detectado; ~ os valores entre parénteses correspondem a concentragdes

medianas

Dentre os antibidticos estudados, a enrofloxacina foi encontrada nas concentracdes
mais elevadas (média = 6,68 mg kg para a cama de frango e = 26,7 ug kg para o solo),
sendo também a molécula mais frequentemente detectada (30 e 27% das amostras de cama de
frango e solo, respectivamente) (Tabela 3.3). Na Austria, a enrofloxacina foi encontrada em
17% das 30 amostras de solos ardveis adubadas com esterco animal, em concentragdes de até
370 pg kg (mais de 10 vezes maior do a aqui obtida), e em 25% das amostras de esterco de
frango e 38% das de esterco de peru, em concentracdes de até 2.8 e 8,3 mg kg,
respectivamente (aproximadamente o mesmo que os valores aqui descritos) (MARTINEZ-
CARBALLO et al., 2007). A contaminagdo do solo com fluoroquinolonas, juntamente com as
tetraciclinas, foi descrita como um resultado critico, exigindo novas investigagdes com foco
principalmente voltado a ecotoxicidade destes compostos (MARTINEZ-CARBALLO et al.,
2007).

Ao que tudo indica, a enrofloxacina é provavelmente a fluoroquinolona mais utilizada
em areas de produgdo de aves de Sao Paulo, ao menos na regido estudada. No entanto, as
baixas concentracdes ou a auséncia de fluoroquinolonas em solos devem-se, provavelmente,
ao fator de diluicdo apds a fertilizacdo do solo com esterco animal, mas também pode estar

relacionada a maior capacidade de dissipacdo destes residuos em ambientes tropicais com
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altas temperaturas (REGITANO; LEAL, 2010) e /ou a alta sor¢@o potencial destes compostos
em solos tropicais (TOLLS, 2001; USLU et al., 2008).

Com relacdo as amostras positivas para enrofloxacina em cama de frango, nao foi

possivel se estabelecer relagdes entre as concentracdes ambientais e informagdes técnicas

obtidas sobre as granjas amostradas, tais como tipo de substrato, nimero de animais,

granjadas e tempo de exposi¢do (Tabela 3.5), o que ja era esperado uma vez que a

administracdo de compostos antibidticos as criagdes baseia-se diretamente na constatacdo da

necessidade de uso. E interessante mencionar a alta concentracdo de enrofloxacina encontrada

na amostra nimero 3 (Tabela 3.5), uma vez que a mesma foi coletada apés um ano de repouso

do material na granja, sendo este mais um indicio da elevada persisténcia no ambiente desta

classe de compostos (PICO; ANDREU, 2007).

Tabela 3.5 - Informacdes gerais sobre as amostras de cama contaminadas com enrofloxacina

Numero Procedéncia Substrato N . Granjadas TemBOfl ¢ Concentrﬁgao
Animais Exposicao* (mg kg™)
1 Perciras Palha de 15000 4 160 0,39
Arroz
2 Perciras Palha de 19000 7 640 22
Arroz
. Palha de
3 Pereiras Arroz 10500 2 80 16,1
4 Charqueada P6 de Pinus 12000 2 80 1,2
5 Piracicaba Palha de 14000 2 80 5.1
Arroz
6 Capivari P6 de Pinus 17500 2 80 5,8
7 Capivari P6 de Pinus 18000 1 40 5,8
.. Palha de
8 Capivari Arroz 20000 3 120 11,1
.. Palha de
9 Capivari Arroz 21000 1 40 7,0
10 Capivari Palha de 20000 2 80 31,0
Arroz
11 Santa Maria da Casca df: 18000 ’ 30 18
Serra Amendoim
12 Capela do Alto P6 de Pinus 20000 2 80 1,5
13 Capela do Alto P6 de Pinus 30000 2 80 3,5
14 Capela do Alto P6 de Pinus 13000 3 120 0,76

Tempo de Exposicdo = estimativa considerando lotes de producgdo equivalentes a 40 dias.
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3.4 Conclusoes

A sorcdo potencial das fluoroquinolonas foi muito elevada nas matrizes estudadas,
especialmente no solo. O potencial de sor¢do das fluoroquinolonas nao foi influenciado por
diferencas na composicao do substrato da cama de frango, e nem pela adi¢do de cama de
frango ao solo. Para o solo a dessor¢ao das fluoroquinolonas foi negligivel, enquanto que para
a cama de frango ndo, obtendo-se até 42% de dessor¢cdo. As concentracdoes medianas de
fluoroquinolonas foram compativeis com os valores encontrados em pesquisas anteriores a
nivel internacional. A enrofloxacina foi o composto mais frequentemente detectado, nas
concentracdes mais elevadas, sendo o tinico encontrado nas amostras de solos.

Este trabalho representou uma primeira investigacdo sobre a ocorréncia de uma
importante classe de antibidticos utilizados no Brasil, devendo servir de base para estudos
posteriores. No entanto, ele demonstrou claramente que antibidticos (fluoroquinolonas) sdo
rotineiramente utilizados na produgdo local de aves, representando uma fonte potencial de
poluicdo ambiental que tem sido largamente ignorado no pais, necessitando de uma maior

atencdo tendo em vista a importancia da producao animal para a economia do pais.
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4 ATRIBUTOS DO SOLO E A SORCAO DE FLUOROQUINOLONAS E
SULFONAMIDAS EM SOLOS BRASILEIROS

Resumo

A ocorréncia, comportamento e potenciais impactos negativos dos antibidticos em solos
brasileiros sdo ainda informagdes largamente desconhecidas, embora a producdo animal no
pais seja expressiva e, consequentemente, o uso de compostos antibidticos. Este trabalho
avaliou o comportamento sortivo de quatro compostos do grupo farmacolégico das
fluoroquinolonas (norfloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina e enrofloxacina) e cinco do
grupo das sulfonamidas (sulfadiazina, sulfacloropiridazina, sulfamethoxazole, sulfadimidina e
sulfathiazole) em treze solos tropicais com diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e
mineraldgicas. A sor¢do foi conduzida em concentragdo unica, utlizando-se técnica de
equilibrio em batelada. Todos os compostos foram analisados por cromatografia liquida. A
sor¢do foi altamente varidvel, até 1750 vezes para fluoroquinolonas (ciprofloxacina) e 100
vezes para as sulfonamidas (sulfacloropiridazina). Os valores medianos foram muito altos
para todas as fluoroquinolonas (K4 a partir de 11.952 até 20.927 L kg'l) e baixos para as
sulfonamidas (K4 3,2-8,8 L kg'l), valores compativeis com os valores relatados na literatura.
A textura do solo foi o atributo do solo que mais influenciou a sor¢do de ambas as classes de
compostos. A capacidade de troca catidnica efetiva também desempenhou um papel
importante na sorcao, demonstrando a importancia dos processos de troca idnica na sor¢cao
desses compostos em solos tropicais. Os 6xidos desempenharam um papel inexpressivo na
sor¢do, enquanto que um efeito claro do pH do solo e da matéria organica sobre o potencial de
sor¢do foi evidente apenas para as sulfonamidas, embora a sor¢do das fluoroquinolonas seja
também um processo dependente do pH. Os resultados t€ém um significado prético importante,
uma vez que nao se espera lixivia¢do de fluoroquinolonas mesmo em um cendrio de pior caso,
enquanto que os atributos do solo tiveram uma influéncia decisiva sobre a classificagdo dos
compostos do grupo das sulfonamidas como tendo um risco de lixiviag¢do alto ou baixo.

Palavras-chave: Solos Tropicais. Antibidticos Veterindrios. Potencial de Sorc¢do. Atributos do
Solo.
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Abstract

The occurrence, behavior and potential negative impacts of antibiotics in Brazilian soils are
still largely ignored although animal production is expressive in the country and so the use of
antibiotic compounds. This work evaluated the sorption behavior of four fluoroquinolone
compounds (norfloxacin, ciprofloxacin, danofloxacin and enrofloxacin) and five sulfonamides
(sulfadiazine, sulfachloropyridazine, sulfamethoxazole, sulfadimidine and sulfathiazole) in
thirteen tropical soils with contrasting physical, chemical and mineralogical properties.
Sorption was done in a single concentration, using a batch equilibrium technique. All
compounds were analyzed by HPLC. Sorption to soils was highly variable, ranging as much
as 1750 times for fluoroquinolones and 100 times for sulfonamides. Median sorption was very
high for all fluoroquinolone (K4 from 11,952 to 20,927 L kg') compounds and much lower
for sulfonamides (Ky from 3.2 to 8.8 L kg'l), consistent with literature reports. Soil texture
was the single soil factor that mostly influenced sorption of both classes of compounds.
Effective cation exchange capacity also played a major role in sorption, evidencing the
importance of ionic exchange processes in the sorption of these compounds in tropical soils.
Oxides played an inexpressive role in sorption and a clear effect of soil pH and organic matter
content on the sorption potential was only evident for sulfonamides, although
fluoroquinolones sorption is also a pH-dependent process. The results have practical
significance once fluoroquinolones are not expected to leach even in a worst-case scenario,
while soil attributes had a decisive influence on the classification of sulfonamides compounds
as having a high or low leaching risk.

Key-words: Tropical soils.Veterinary Antibiotics. Sorption Potential. Soil Attributes.
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4.1 Introducao

Fluoroquinolonas e sulfonamidas sdo duas das mais importantes classes de compostos
antibiéticos comumente utilizados para fins veterindrios em todo o mundo (KARCI;
BALCIOGLU, 2009). Uma série de estudos recentes avaliou sua ocorréncia, destino e riscos
ambientais (PICO; ANDREU, 2007; ZHAO; DONG; WANG, 2010; BARAN et al., 2011).
Em solos agricolas, concentragdes de até 0,40 (sulfonamidas) e 0,37 (fluorquinolonas)
mg kg foram relatadas, enquanto que concentracdes muito mais elevadas sio comumente
encontradas em amostras de esterco animal (MARTfNEZ—CARBALLO et al., 2007; KARCI;
BALCIOGLU, 2009; ZHAO; DONG; WANG, 2010). Além disso, o armazenamento do
esterco contribuiu muito pouco para a degradacdo da sulfadiazina e difloxacina durante
150 dias (LAMSHOFT et al., 2010).

Nos solos, as fluoroquinolonas degradam-se lentamente (meia-vida > 60 dias)
(GOLET et al., 2003; BOXALL et al., 2006), enquanto que a degradagdao das sulfonamidas
ocorre mais rapidamente (meia-vida de 18,6 e 21,3 dias para sulfamethazina e
sulfacloropiridazina, ACCINELLI et al., 2007). A formacdo de residuos ligados (ndo
extraiveis) € um processo importante que regula a dissipacdo da sulfadiazina em solos, com
concentragdes residuais persistindo no longo prazo (KREUZIG; HOLTGE, 2005;
ROSENDAHL et al., 2011).

Ambos os grupos de antibidticos consistem de compostos polares com grupos
ionizdveis em valores de pH encontrados no ambiente (Tabela 4.1), onde a importancia de
outros mecanismos que ndo a particdo hidrofébica explicam mais adequadamente os seus
potenciais de sor¢ao (SUKUL et al., 2008; VASUDEVAN et al., 2009), embora apresentem
comportamentos sortivos distintos. As fluoroquinolonas apresentam alto potencial de sor¢do
aos solos (Kq =260 a 5.012 L kg"', SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006; PICO; ANDREU,
2007), tendendo a se acumular nio s6 nestes, mas também em outras matrizes sélidas, como
lodos de esgoto (até 2 mg kg'1 de norfloxacina e enrofloxacina, GOLET et al., 2003) e
sedimentos fluviais (até 1,56 mg kg'1 de ofloxacina, YANG et al., 2010). Ja as sulfonamidas
apresentam alto potencial de lixivia¢do devido ao seu baixo potencial de sor¢do aos solos (Kq4
=0,6-74 L kg'l, SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). Consoante este fato, residuos de
sulfonamidas foram encontrados em amostras de dgua subterranea (concentragdes de até 0,47
mg L', HIRSCH et al., 1999), enquanto que nenhuma ocorréncia de fluoroquinolonas foi

relatada nesta matriz até o presente momento.
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Vérios mecanismos de sorcdo, tais como a complexacdo de superficie, ligacoes de
hidrogénio e troca ionica influenciam a sor¢do de antibidticos no meio ambiente (TOLLS,
2001). Em consequéncia, o coeficiente de sor¢do de um composto serd grandemente afetado
pelas propriedades fisico-quimicas do solo, especialmente o pH e a quantidade e qualidade da
matéria organica e dos minerais de argila presentes (THIELE-BRUHN, 2003), o que afeta
diretamente a capacidade de troca de cations do solo. Exemplificando, os coeficientes de
sor¢ao para enrofloxacina em solos variaram em até 30 vezes em razdo da variacdo nos
atributos de solo (BOXALL et al., 2004).

Estudos de sor¢do desempenham um papel importante para a compreensdo do destino
e comportamento de contaminantes no meio ambiente (SUKUL et al., 2008). Isto parece ser
particularmente importante no caso do Brasil, onde a produc¢do animal € substancial e,
paralelamente, a utilizacdo de antibidticos. No entanto, apesar de ser um dos maiores
produtores e exportadores mundiais de produtos de origem animal, o pais carece de
investigacdes sobre a ocorréncia, o comportamento e o destino destes contaminantes em nosso

ambiente (REGITANO; LEAL, 2010).
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Tabela 4.1 — Principais caracteristicas fisico-quimicas das fluoroquinolonas e sulfonamidas

Composto Estrutura Peso Molecular pK,1* pK.,2*
(\,m’("" 331,35 5.9 8,89
Ciprofloxacina - A
Enrofloxacina K\,J;’\’Q*"“ 3594 6,27 8.3
\/"\,J A

Danofloxacina \:;,\d)/l\m 357,37 6,07-6,32 8,56-8,73

& o
.
Norfloxacina wm 319,33 6,23 8,55
T N
e
N"’j
Sulfadiazina an)**w 250,28 2,0 6,40
HaN ——%=O
o]
HN
Sulfamethoxazole o @ :SI=0 253,28 1,60 5,70
Q

Sulfacloropiridazina 4 N 284,72 2,0 5,90
I
|
NJE\
Sulfadimidina Hw)"' 278,33 2,60 8,00
HzN—Q—i‘ro
5
. HNA}
Sulfathiazole e _Q%\“O 255,319 2,2 7,2

Os valores de pKa das sulfonamidas sao de IKEHATA; NAGHASHKAR;EL-DIN (2006); das fluoroquinolonas
de SPELTINI et al., (2011).
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A fim de cumprir parte dessa lacuna, foi investigado o coeficiente de sorcao de quatro
fluoroquinolonas (norfloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina e enrofloxacina) e cinco
sulfonamidas (sulfadiazina, sulfamethoxazole, sulfacloropiridazina, sulfadimidina e
sulfathiazole) em 13 solos brasileiros apresentando uma grande variabilidade em seus
atributos quimicos, fisicos e mineralogicos. Andlises estatisticas (componentes principais,
andlise de variancia, regressao stepwise e liner simples) foram tragcadas a fim de explorar em

maiores detalhes a influéncia dos atributos do solo na sor¢ao destes compostos.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Solos

Um conjunto de 13 solos (0-20 cm) da regiao sudeste do Brasil (Estado de Sao Paulo)
foi coletado em locais com um minimo de perturbacdo antrépica (florestas nativas e
fragmentos florestais), onde a contaminac¢do com antibidticos € inesperada. Estes solos foram
selecionados de um conjunto de 30 solos utilizados por Soares e Alleoni (2008). A sele¢ado foi
feita de modo a assegurar uma grande variabilidade nos atributos fisicos e quimicos dos
diferentes solos (Tabela 4.2). Os principais atributos do solo avaliados foram: pH em solugao
de CaCl,, capacidade de troca catidnica efetiva (CTCe), capacidade de troca catiOnica total
(CTCt), teor de carbono organico (CO), textura (teor de areia, silte e argila), cations trocdveis
(Ca, Mg, K e Al), 6xidos de ferro livres (FeDCB, extraido com ditionito-citrato-bicarbonato),
ferro amorfo e aluminio amorfo (FeOX e AlOX, 6xidos de ferro e de aluminio mal
cristalizados, extraidos com solu¢do dcida de oxalato de amonio). Informacodes detalhadas
sobre os procedimentos de amostragem e caracterizacdo estdo disponiveis no trabalho de
Soares (2004) e de Soares e Alleoni (2008), tendo sido utilizadas técnicas convencionais de

ciéncia do solo atualmente em uso no Brasil.
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Tabela 4.2 - Principais atributos dos solos estudados

Solo Classificacao pHCaCl, PCZ*> C.0 P K Ca Mg Al H+Al CTCe CTCt FeOX® AlIOX®  FeDCB® Argila Silte Areia Mineralogia’
gkg!' mgkg!' mmolc dm gkg!

LVA1 Latossolo Vermelho-Amarelo 3.7 33 12.4 2.0 05 13 07 98 144 35.7 16.9 1.72 0.81 19.3 181 40 779 Kt
LVef Latossolo Vermelho Eutroférrico 6.9 6.6 956 492 52 288 252 12 3 522 62.2 14.87 8.61 185.2 684 207 109 Kt, Gb
PVA1 Argissolo Vermelho-Amarelo 5.1 39 6.7 1.8 03 26 09 1.1 32 32.0 7.0 0.23 0.2 35 60 100 840 Kt
PVAS Argissolo Vermelho-Amarelo 5.7 47 410 225 3.6 503 14 08 142 2175 82.1 3.64 2.31 45.7 366 448 186 Kt, II, HIV

RQ Neossolo Quartzarénico 3.8 35 9.6 1.1 04 22 09 42 92 27.6 12.6 0.33 0.22 3.0 80 40 880 Kt

RL Neossolo Litdlico 4.8 4.1 26.2 6.7 1.0 229 81 10 10.6 153.2 42.6 0.78 0.43 7.5 142 346 512 1, HIV

NX Nitossolo Haplico 5.1 4.8 54.3 9.4 1.6 459 182 13 222 125.2 87.9 8.25 5.49 84.5 345 182 473 Kt, Gb
NVef Nitossolo Vermelho Eutroférrico 5.2 39  65.6 103 45 41 143 13 364 107.2 96.2 15.3 9.92 192.2 658 267 5 Kt, Gb

GM Gleissolo Melanico 39 3.0 2134 148 1.2 51 3.1 41.0 1242 1099 133.6 0.33 0.79 49 476 380 144 Kt

CX Cambissolo Haplico 3.7 46 292 4.6 1.2 33 20 162 283 56.9 34.8 1.63 0.79 19.3 243 101 656 Kt

SX Planossolo Héplico 4.8 3.0 216 3.0 13 134 78 15 121 100 34.6 2.25 1.82 18.6 204 347 449 Kt

TC Luvissolo Crémico 45 33 9.8 1.6 1.1 35 14 13 57 39.2 11.7 0.61 0.43 8.2 40 240 720 Kt, II, HIV

MT Chernossolo Argilivico 54 37 578 192 24 821 201 1.1 333 207.8 137.8 7.19 5.09 1133 543 251 206 Kt

(1) Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos (Embrapa, 1999); (2) PCZ = ponto de carga zero; (3) CTCe = capacidade de troca catidnica efetiva obtida pelo método da troca compulsiva; (4 capacidade de
troca catidnica total obtida pela soma de cétions trocaveis (Ca, Mg, K and Na) mais H+Al.;(5) teores de éxidos de ferro e aluminio extraidos com solugdo acida de oxalato de amonio; (6) contetdo de Fe
extraido por solugdo de ditionito-citrato-bicarbonato de sédio; (7) Kt = caolinita; Gb=gibbsita; Il=Ilita; HIV = vermiculita com hidroxi entrecamadas.
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4.2.2 Reagentes e padrdes analiticos

Norfloxacina (NOR), ciprofloxacina (CIP), danofloxacina (DAN) e enrofloxacina
(ENR), sulfadiazina (SDZ), sulfamethoxazole (SMX), sulfacloropiridazina (SCP),
sulfadimidina (SDI) e sulfathiazole (STZ) foram de grau HPLC, com pureza > 98%. As
solucdes estoque de fluoroquinolonas (1 mg ml™") foram preparadas em metanol contendo
1% de acido acético, armazenadas a -18 °C no escuro e usadas dentro de 90 dias. As solucdes
estoque de sulfonamidas (0,5 mg mL™) foram também preparadas em metanol e mantidas de
maneira semelhante as fluoroquinolonas. Agua ultra-pura foi utilizada na preparacio de todas
as solucdes aquosas e todos os solventes organicos utilizados foram de grau HPLC. Cloreto de

célcio (CaCl,) e acido férmico (CH,0,) foram todos de grau analitico.

4.2.3 Experimentos de sor¢ao

Os ensaios de sor¢do para as quatro fluoroquinolonas (NOR, CIP, DAN e ENR) e
cinco sulfonamidas (SDZ, SMX, SCP, SDI e STZ) foram realizados para 13 solos com
diferentes atributos quimicos, fisicos e mineraldgicos (Tabela 4.2). Testes preliminares foram
realizados para avaliar a estabilidade dos compostos, a possivel sorcdo as paredes dos tubos,
bem como para estabelecer o tempo de equilibrio e a razdo solo:solu¢ido adequada. Nao houve
perdas significativas (< 5%, dados ndo mostrados). A razdo solo:solucao final foi de 1:15
(2 g de solo e 30 mL de 0,01 M de CaCl, solugao) para as fluoroquinolonas e de 1:2 (2,5 g de
solo e 5 mL de 0,01 M de CaCl, solu¢do) para as sulfonamidas.

O potencial de sor¢do foi avaliado em uma concentragio tnica: 6 e 1 mg L’
(preparados em solucdo 0,01 mol L' de CaCl,) para as fluoroquinolonas e sulfonamidas,
respectivamente. Todos os testes foram feitos em triplicata. Foi utilizada uma tnica
concentracdo nos ensaios de sor¢ao uma vez que o objetivo foi associar o potencial de sor¢dao
com as caracteristicas do solo contrastantes, € ndo o de se obter as isotermas completas de
sor¢ao. O “guideline” da OECD para experimentos de sor¢do com pesticidas foi seguido
(OECD, 2000). Apo6s a adicao da solugdo contendo antibidtico, os tubos foram agitados
horizontalmente (200 rpm, 24 h), centrifugados (2620 g, 10 min) e o sobrenadante filtrado
(0,45 pm, em seringa). Posteriormente, determinaram-se as concentragdes de equilibrio na
solucdo final (C.) através da utilizagdo de cromatografia liquida (HPLC). As quantidades de

antibidticos sorvidas (S) foram calculadas pela diferenca entre as concentragdes iniciais (Cj) e
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em equilibrio (Ce), levando-se em consideracdo a relacdo solo:solu¢do empregada. Os dados
foram entdo ajustados a forma linear da equacdo de Freundlich (S = K4*C,), a fim de se

estimar os coeficientes de particao (Ky).

4.2.4 Andlises por cromatografia liquida

Para a determinacio das concentra¢des de fluoroquinolonas e sulfonamidas utilizou-se
cromatografia liquida (Agilent, série 1200). O instrumento estava equipado com bomba
quaterndria, injetor automatico, degaseificador e detectores de arranjo de diodos (DAD) e de
fluorescéncia (FLD). As separagOes analiticas foram realizadas em coluna ACE C18
(250 x 4,6 mm, 5 mm), mantida a 25 °C, sendo o volume de injecdo de 50 puL. As
fluoroquinolonas foram quantificadas com eluicao isocratica, sendo a fase mével composta
por 72% de solucdo aquosa de 4cido formico (0,1%, solvente A) e 28% de acetonitrila
(solvente B) e fluxo de 1 mL min™. Os sinais de fluorescéncia foram fixados em 280 e
450 nm para os comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo, respectivamente. As
sulfonamidas também foram quantificadas com elui¢do isocritica, sendo a fase movel
composta de 60% de solucdo aquosa de acido férmico (0,1%, solvente A) e 40% de
acetonitrila com 0,1% de acido férmico (solvente B) e fluxo de 0,5 mL min'. As leituras
foram feitas com detector de arranjo de diodos, sendo o comprimento de onda fixado em

265 nm.

4.2.5 Analises estatisticas

O software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012) foi utilizado para realizar
uma série de andlises estatisticas sobre as relagdes entre os atributos do solo e os coeficientes
de sorcdo obtidos. A andlise de varidncia (ANOVA) foi utilizada para determinar a
significancia das diferengas nos valores de K4 de todos os antibidticos entre os diferentes
solos. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). A transformagao
logaritmica foi necessdaria para todos os valores de K4, de modo a atender os pressupostos da
ANOVA de distribui¢dao normal dos dados.

Andlise de componentes principais (ACP) foi usada para o entendimento das
interacdes entre os principais atributos do solo e os valores de log Kg. Um composto

representante do grupo das fluoroquinolonas (enrofloxacina) e um das sulfonamidas
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(sulfadiazina) foram empregados na andlise de ACP, juntamente com dez outros atributos
selecionados: areia, carbono orgéanico (CO), célcio trocavel (Catc), magnésio trocavel (Mgtc),
potdssio trocdvel (Ktc), capacidade efetiva de troca catidnica (CTCe), ferro livre (FeDCB),
6xidos de aluminio e ferro amorfos (AIOX e FeOX) e pH-CaCl,. Silte e argila (g kg) ndo
foram incluidos na anélise de ACP devido a sua falta de independéncia e colinearidade com o
conteddo de areia. Além disso, o teor de areia apresentou maior variacdo do que o de argila e,
por isso, foi preferido na andlise de ACP. Esses atributos foram selecionados por poder
influenciar importantes processos de sorcdo, por exemplos a troca e a ponte de cations
(CTCe), a complexacdo em superficie (FeDCB) e a particdo hidrofébica (CO). Regressao
multipla stepwise (MSR) foi usada para complementar a andlise de componentes principais
(ACP). Os dados de K4 foram transformados logaritmicamente, tal como exigido pela andlise
MSR. Regressdo linear simples também foi usada para explorar os coeficientes de correlagdao

de Pearson para todas as varidveis disponiveis (p < 0,05).

4.3 Resultados

4.3.1 Sor¢ao de fluoroquinolonas e sulfonamidas

O potencial de sor¢do de todas as fluoroquinolonas foi bastante elevado
(Ka>999,9 L kg para norfloxacina, > 726,8 L kg™ para a ciprofloxacina, > 847,7 L kg™ para
danofloxacina e > 544,2 L kg'1 para a enrofloxacina) (Tabela 4.3), representando a retengdao
de pelo menos 84% das quantidades aplicadas. Os valores medianos (Kq = 11.952 a 20.927,5
L kg', Tabela 4.3) foram em geral maiores do que os valores previamente relatados
(260 a 5.612 L kg'l, SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). J4 os valores de K4 para as
sulfonamidas variaram bastante (0,7-67,1 L kg'l), mas foram relativamente baixos
para a maioria dos solos estudados (Tabela 4.3). Os valores medianos de sor¢ao (K4 = 3,2 a
8,8 L kg™) estiveram dentro da faixa de valores geralmente relatados em outros trabalhos

0,6a74L kg'l, SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).



Tabela 4.3 - Comparacdes de médias pelo teste de Tukey para os valores de Ky de fluoroquinolonas e sulfonamidas nos solos estudados

Solo NOR CIp DAN ENR SDZ SMX SCp SDI STZ
Ka (L kg™")

LVAI 5.852,3 H* 2.878,8 F 283451 2.127,7TH 12H 1,L1G 1,6 H 1,3 KL 1,6 G
LVef 16.860,8 F 11.387,9 DE 17.194,1 F 9.904,5 F 5,7D 38E 6,1 EF 132E 25,7C

PVALI 999,91 726,8 H 847,7K 54421 0,81 0,7H 0,71 10L 1,01
PVAS 36.209,1 D 40.608,0 C 50.860,3 C 53.654,0C 10,9 C 82C 5,3 GF 22,1C 67,1 A
RQ 1.499,1 1 1.102,7 G 1.249,6] 779,71 1,1 HI 10G 1,I'T 14K 13H
RL 34.865.4 D 41.1258 C 30.097,6 DE 37.184,5C 32E 37E 7,0 DE 47H 88E
NX 10.418,6 G 9.658,4 E 9.929,8 G 12.324,3 EF 4,6 D 54E 82D 7,7F 19,4D
Nvef 156.926,9 B 26.1147,1 B 127.466,3 B 124.880,6 B 143 A 14,6 B 41,9B 32,0A 62,5 AB
GM 48.867,5C 45.4432C 31.717,2D 24.806,0 D 12,7A 28,5 A 70,1 A 26,4 B 55,5B
CX 26.088,8 E 11.952,1 DE 10.826,0 G 12.511,7 EF 13G 2,7F 4,6 G 2,61 43F

SX 20.927,5 EF 16.019,8 D 235844 E 14.490,1 E 3,1F 38E 6,7E 59G 7,7E

TC 9.0352G 35151F 49474 H 4.160,0 G 091 1,L1G 1,31 1,87 1,3H
MT 335.633,6 A 1.277.873,9 A 255.643,7 A 251.430,0 A 7,8B 74D 133C 16,3D 28,1 C
MEDIA 54.168,1 132.572,3 43.630,7 422152 52 6,3 12,9 10,5 21,9

MEDIANA 20.927,5 11.952,1 17.194,1 12.511,7 32 38 6,1 59 8,8

VAFI?IIAXQI:AAO 336 1.758 302 462 18 41 100 32 67

* Médias seguidas por letras maitisculas na mesma coluna (diferentes solos) ndo apresentam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey (p = 0,05)

101
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4.3.2 Interacdes entre atributos do solo e sor¢dao

Os primeiros dois componentes principais (eixo) foram responsaveis por 77,6% da
varia¢do na andlise de componentes principais envolvendo os atributos do solo e os valores de
log Ky para a enrofloxacina e a sulfadiazina (Figura 4.1). Os valores de log Ky da
enrofloxacina foram altamente correlacionados com os valores log Ky de outras
fluoroquinolonas (r2 = 0,97 a 0,99) (Tabela 4.4), assim como os valores de log K4 para a
sulfadiazina na comparacdo com as demais sulfonamidas (r2 = 0,93 a 0,97) (Tabela 4.4).
Assim sendo, assumiu-se que os resultados da ACP para enrofloxacina e sulfadiazina sdo
extensivos a todos os demais compostos.

Interessantemente, ambos os compostos ocuparam uma posi¢do proxima no espago de
ordenacdo, mostrando uma forte correlacio entre si (Figura 4.1), o que também foi
confirmado pela andlise do coeficiente de correlagdo entre as mesmas (r2 = 0,87, p < 0,01)
(Tabela 4.4). A sorcao das fluoroquinolonas e sulfonamidas foi fortemente afetada pelos
descritores de textura do solo (posicionamento negativo do teor de areia) e capacidade de
troca catidnica efetiva (posicionamento positivo) (Figura 4.1). O teor de carbono organico
também se correlacionou positivamente com as variagdes nos valores de log Ky (Figura 4.1)
de ambos os grupos, mas a ACP assim como a andlise do coeficiente de correlagdo linear
mostrou uma associacdo mais forte do carbono organico com as sulfonamidas, ao invés das
fluoroquinolonas (Tabela 4.4). Descritores dos contetdos de ferro e de 6xidos de aluminio
posicionaram-se quase ortogonalmente com os valores de log K4 para ambos os compostos,
mostrando uma fraca correlagdo com os valores de sor¢cao (Figura 4.1), o que € coerente com
o fato dos contetdos de 6xido de ferro e aluminio estarem ausentes na maioria das equagoes
obtidas com a regressdo multipla, enquanto a textura (teor de areia) esteve presente em todas
as equagdes e a capacidade de troca catidonica efetiva na maioria (Tabela 4.5). O pH esteve
muitas vezes presente na equacdo das sulfonamidas apresentando um parametro linear
negativo. Os atributos do solo explicaram entre 68% e 99% da variabilidade dos valores
log K4 de fluoroquinolonas e sulfonamidas como determinado pela regressao stepwise

(Tabela 4.5).
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Figura 4.1 - Anélise de componentes principais dos atributos de solo e valores de log Kq4
para a enrofloxacina e sulfadiazina — eixo 1 vs. eixo 2
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Tabela 4.4 - Matriz de correlagdo entre os atributos de solo e os valores de logKy de fluoroquinolonas e sulfonamidas

pHCaClI2 Catc Mgtc Kte Alte H+ Al CO Areia Argila CTCe CTCt  FeDCB FeOX AlIOX norKd cipKd danKd enrKd sdzKd smxKd scpKd sdiKd
pHCaCl12

Catc 0.61 NS

Mgtc 0.85%* 0.82%*

Ktc 0.79%* 0.58%* 0.81%*

Alte -0.54 NS -0.37NS -0.37NS -0.24 NS

H+Al 033NS 0.0INS O0.IONS 0.03NS 0.89%*

Cco 0.08 NS 0.I2NS 0.25NS 0.31NS  0.76%* 0.88%*

Areia -0.59* -0.65*%  -0.75%*  -0.82*%* -0.14NS 045NS -0.68*

Argila 0.57* 0.62* 0.78%* 0.85**  0.12NS 0.38NS  0.64*  -0.91%*

CTCe 036 NS 0.82** 0.54NS 0.35NS -0.I0NS 02INS 0.22NS -0.64* 0.41NS

CTCt 029NS  0.72%* 0.60* 048 NS 0.34NS  0.67%  0.74%  0.84**  0.79%*%  0.71%*
FeDCB 0.71%* 0.62 * 0.83%* 0.89*%* -0.31NS 0.06NS 0.24NS -0.696** 0.86** 0.22NS 0.49 NS

FeOX 0.711%* 0.58%* 0.83%* 0.88**  -0.32NS 0.08 NS 0.23NS  -0.67*  0.84** 0.18 NS 0.45NS 0.99%*

AlOX 0.69%* 0.62% 0.83%* 0.87**  -030NS 0.02NS 0.26 NS -0.71**  0.86** 0.23NS 0.51NS 0.99*%*  0.99%*

norKd 026 NS  0.69**  0.54NS 0.55NS 0.12NS 042NS 044NS -0.80**  0.70*%*  0.72%% 0.79** 0.5INS 046NS 0.51 NS

cipKd 0.31NS  0.78** 0.59* 0.53NS 0.05NS 0.39NS 041NS -0.80** 0.71*%* 0.79%* 0.84** 0.53NS 047NS 0.53NS 0.98%*

danKd  0.39NS  0.76%* 0.64* 0.62* 0.02NS 0.36NS 0.43NS -0.86%* 0.73**  0.80**  0.81%* 0.55%  0.507NS  0.56*  0.98%* (.98%*

enrKd 0.35NS  0.77** 0.61* 0.58%* 0.02NS 035NS 0.39NS -0.83**  0.69** 0.83* 0.80** 0.52NS 0.47NS 0.52NS 0.98%* 0.97** 0.99%*

sdzKd 0.36 NS 0.66* 0.62* 0.64* 0.19NS 0.53NS 0.71%*  -0.94%*  (0.84*%  0.72%%  (.89%* 0.57*  0.55NS  0.60*  0.84** 0.86** 0.88** (.871%*
smxKd 023NS 052NS 0.50NS 0.53NS 042NS 0.72%% 0.78*  -0.89** 0.76%*  0.67*  0.90** 0.44NS 0427NS 048NS 0.81** 0.80** 0.83** 0.82%* 0.97**

scpKd 0.I5NS 045NS 045NS 048NS 045NS 0.74*t 0.78**  -0.85** 0.76** 0.55NS 0.87** 0.46NS 0.46NS 051NS 0.82%* 0.80%* 0.82%* (0.81** (0.94%% (0.97%*

sdiKd 0.49 NS 0.67* 0.69%* 0.74**  0.I9NS 0.52NS 0.68**  -0.98** 0.86** 0.70**  0.89**  0.62* 0.61%* 0.65*%  0.81** 0.82*%* 0.88** 0.85** 0.98** 0.95%* 0.89%*
stzKd 0.49 NS 0.68* 0.71%* 0.73**  0.19NS 049NS  0.67*  -0.96**  0.85%F  0.74*%*%  (.88%* 0.60* 0.59* 0.63*  0.79%% 0.80** 0.85%% 0.84** 0.97*% (0.95%* 0.88** (.99%*

*nivel de significancia do teste t de Student a 5%, ** nivel de significdncia a 1% e NS = ndo significativo. Os valores de Ky estdo na forma logaritmica
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Tabela 4.5 - Regressdes multiplas stepwise para todos os compostos

Composto Equacao R?

Norfloxacina log K4 = 8.0672 — 0.0030*areia — 0.493*pH — 0.005*CO + 0.0089*Catc  0.68

Ciprofloxacina log K4=4.2797 — 0.0015*areia + 0.0065*CTCe 0.79
Danofloxacina log K4=4.3791 -0.0015*areia + 0.0047*CTCe 0.99
Enrofloxacina log K4=4.1069 + 0.0062*CTCe — 0.0013*areia 0.99
Sulfadiazina log K4=2.2919 - 0.0017*areia — 0.2053*pH + 0.0048*Catc 0.81
Sulfamethoxazole log K4=2.5649 — 0.0022*areia — 0.1716*pH — 0.0904*Ktc 0.83
Sulfacloropiridazina log Ky=3.5288 — 0.0024*areia — 0.3528*pH 0.99
Sulfadimidina log K4=1.8390 — 0.0018*areia — 0.0756*pH + 0.0011*CTCe 0.94
Sulfathiazole log Ky=1.6287 — 0.0019*areia + 0.0022*CTCe 0.79

A andlise de variancia (ANOVA) mostrou diferencas expressivas entre os valores de
log Kq4 de todos os compostos nos solos (Tabela 4.3). Consistente com os resultados da ACP,
a andlise do coeficiente de correlacdo de Pearson mostrou que a textura (representada pelo
teor de areia) foi o fator que melhor se correlacionou com a sor¢do das fluoroquinolonas aos
solos (r2 =-0,80 a - 0,86), seguida pela capacidade efetiva de troca catidnica (r2 =0,72 a0,82)
e teor de calcio (r2 = 0,68 a 0,78), todos indicando a importancia da interagdo eletrostatica
para a sorcdo das fluoroquinolonas em solos (Tabela 4.4). O carbono organico do solo nio
apresentou correlacdo com a sor¢ao das fluoroquinolonas (r* = 0,38-0,43, nio significativo),
(Tabela 4.4). No caso das sulfonamidas, a textura (teor de areia) foi igualmente o fator isolado
mais fortemente correlacionado com a sor¢do (r2 = -0,85 a - 0,97) (Tabela 4.4).
Diferentemente das fluoroquinolonas, o teor de matéria organica mostrou uma boa correlagao
com os valores de sor¢do das sulfonamidas (r2 = 0,66 a 0,78), juntamente com a capacidade
de troca catidnica efetiva (r2 =0,54 a 0,73) (Tabela 4.4).

Os valores de pH ndo se correlacionaram com a sor¢do dos compostos antibiéticos
estudados. No entanto, quando plotado graficamente, um efeito claro do pH sobre a sor¢cao
das sulfonamidas foi evidente (Figura 4.2). O mesmo ndo foi observado para as

fluoroquinolonas (dados nao mostrados).
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4.4 Discussao

4.4.1 Atributos de solo influenciando a sor¢do das fluoroquinolonas

Os resultados indicaram forte afinidade das fluoroquinolonas aos solos, mostrando seu
baixo potencial de transporte vertical (lixiviacdo), mesmo no pior cendrio; ou seja, no solo
(PVAT) com alto teor de areia (840 g kg'l) e baixo teor de carbono organico (6,6 g kg'l). No
entanto, estes contaminantes podem também atingir o ambiente aquitico mediante o arraste
de particulas de solo por processos erosivos, situacdo comum durante periodos de intensa
pluviosidade. As fluoroquinolonas tendem a se acumular nas matrizes s6lidas em longo prazo
(PICO; ANDREU, 2007), indicando que baixas concentracdes destes compostos podem
persistir no ambiente e causar riscos aos organismos aqudticos (TANTAM et al., 2011).
Tamtam et al. (2011) detectaram baixas concentracdes de flumequina, dcido nalidixico e
oxolinico (até 32 ug kg') em sedimentos do rio Sena (Franga), coletados em profundidades

maiores que 80 cm e datados da década de 1960.

As fluoroquinolonas s3o compostos zeuteriOnicos, com dois grupos funcionais
ionizdveis de maior relevancia, o grupo 3-carboxila (pK, ~ 6) e o grupo N-4 do substituinte
piperazina (pK, ~ 8) (Tabela 4.1) (PICO; ANDREU, 2007). Em valores de pH inferiores a 6,
espécies catidnicas sdo predominantes, € a ligacdo iOnica entre o grupo amina positivamente
carregado das fluoroquinolonas e os sitios de troca do solo carregados negativamente é tido
como o principal processo regulando a sor¢do (VASUDEVAN et al., 2009). Em valores de
pH mais elevados (6-8), as espécies zeuteridnicas predominam, € embora apresentem um
potencial de troca catidnica menor que quando na forma catiénica (VASUDEVAN et al.,,
2009), o processo de pontes de cétions através do grupo carboxila (negativo) do zeuterion
pode atuar na reten¢do de fluoroquinolonas, o que é coerente com a alta e significativa
correlagcdo existente entre os valores de log K4 e os teores de Ca (r2 = 0,68 a 0,78, p <0,01,
Tabela 4.4) e com a capacidade destes compostos em formarem complexos estdveis com
cations metalicos (TURIEL; MARTIN-ESTEBAN: TADEO, 2006). No entanto, fica claro
que a troca idnica foi o0 mecanismo dominante no processo de sor¢do, uma vez que nenhuma
correlagdo foi encontrada entre a sor¢do das fluoroquinolonas e os conteudos de carbono
organico e de 6xidos metalicos no solo (Tabela 4.4), excluindo a importancia das reacdes de

complexacdo em superficie e a parti¢do hidrofébica. De qualquer forma, a importancia do teor
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de carbono organico ndo pode ser descartada devida a sua correlacdo positiva e significativa
com a capacidade de troca de cations total dos solos (r2 = 0,74, p < 0,01, Tabela 4.4). A
matéria organica pode ser responsavel por até 95% da CTC de solos tropicais, principalmente
nos Latossolos, devido as baixas reatividades dos minerais da fracdo argila destes solos
(SOARES; ALLEONI, 2008).

Outros trabalhos ja evidenciaram que sor¢cao das fluoroquinolonas foi influenciada
principalmente pela capacidade de troca catidnica do solo, com pouco efeito de 6xidos ou do
carbono organico do solo (FIGUEROA-DIVA; VASUDEVAN; MACKAY, 2010.
VASUDEVAN et al. (2009) verificaram que a troca catidnica foi o processo dominante
explicando a sor¢do da ciprofloxacina em solos. De maneira andloga, os autores também nao
encontraram evidéncias sobre a influéncia dos teores de carbono organico na sorcdo da
mesma (VASUDEVAN et al., 2009), concluindo que outros mecanismos, que nao a particao
hidrofébica, desempenham papel importante na sor¢do de compostos ionizaveis, tal como € o
caso das fluoroquinolonas (VASUDEVAN et al., 2009). No entanto, os autores observaram a
influéncia dos teores de 6xidos metdlicos na sorcdo de ciprofloxacina, especialmente em
valores de pH mais elevados (> 5,5), em que as superficies positivamente carregas
dos o6xidos pode interagir fortemente com o grupo carboxila das fluoroquinolonas
(GU; KARTHIKEYAN, 2005; VASUDEVAN et al., 2009).

Conkle et al. (2010) também observaram que a sor¢cdo de fluoroquinolones
(norfloxacina, ciprofloxacina e ofloxacina) em um solo receptor de dguas residudrias foi
répida (menos de 24 horas) e elevada (Kf =7,943 a 12,309 u gl'l/ t (cm3 )” " g'l) , com a maioria

das quantidades aplicadas sendo sorvidas.

4.3.2 Atributos de solo influenciando a sor¢do das sulfonamidas

Diferentemente das fluoroquinolonas, as variacdes nos coeficientes de sor¢do das
sulfonamidas foram relevantes (Tabela 4.3), uma vez que as variagdes nos atributos dos solos
proporcionaram mudancas de classificacdo quanto ao risco de lixiviacdo (se persistentes,
moléculas com Kq < 5 L kg™ tendem a lixiviar). Alto potencial de lixiviagdo foi obtido para
todas as sulfonamidas nos solos LVA-1, PVA-1, RQ e TC (todos com mais de 72% de areia e
menos de 15 g kg de carbono orgénico) e para a maioria dos compostos nos solos RL, CX e
SX (solos com 45 a 66% de areia e 15 a 30 g kg de carbono orginico), destacando o
potencial de lixiviagdo das mesmas em solos mais arenosos € com baixos teores de

carbono organico. Valores altos de K4 foram encontrados nos solos LVef, PVA-5, NX, NVef,
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GM e MT, solos com maiores conteidos de CO (> 40 g kg'l) e maiores valores de CTC
(> 60 mmol. dm™), nos quais o potencial de lixiviacdo das sulfonamidas é bastante reduzido.

Os valores de pH dos solos (3,7 a 5,7, exceto pelo LVef) estdo abaixo do pK,», das
moléculas, mas consideravelmente acima dos valores de pK,;, (Tabela 4.1), havendo assim
predominio em grande parte de espécies neutras (> 83% para SDZ, > 50% para SMX; > 61%
para SCL, > 92% para SDI e > 96% para STI), cuja sorcio normalmente € insensivel a
variagdes de pH, sendo governada pelo mecanismo de particdo hidrofébica a fracdo organica
dos solos (SUKUL et al., 2008). Nesta faixa de pH os solos apresentam carga liquida
negativa, conforme evidenciado pelos valores de ponto de carga zero destes solos, exceto o
solo CX (Tabela 4.2). Em acordo com esta hipdtese, obteve-se uma correlagdo positiva e
significativa entre os valores de K4 das sulfonamidas e os teores de CO dos solos (r2 =0,67 a
0,78), o que por sua vez nao foi observado para as fluoroquinolonas.

Aparentemente, a sor¢do ligeiramente aumentou abaixo de pH 5 (Figura 4.2), o que
provavelmente se deveu ao aumento do nimero de espécies catidnicas de sulfonamidas sendo
sorvidas mediante troca ionica (GAO; PEDERSEN, 2005), uma vez que neste valor de pH o
solo ainda apresenta carga liquida negativa (Tabela 4.2). Espécies catidnicas de
sulfamethazina (pK,; = 2,3 e pK,, = 7,4) dominaram a sor¢do ao mineral montmorilonita até
valores de pH de 4,6, valor este onde a espécie catiOnica representou tdo somente 0,45% das
espécies de sulfamethazina em solucdo (GAO; PEDERSEN, 2005).

Para valores de pH entre 5 e proximo dos valores de pK,, de cada composto, em que
predominam espécies neutras, conforme mencionado anteriormente, um aumento da sor¢ao
foi também observado (Figura 4.2). Este aumento na sorcio estd possivelmente relacionado a
um aumento gradual no nimero de espécies aniOnicas que foram entdo retidas através do
mecanismo de ponte de cations (LERTPAITOONPAN et al., 2009), j4 que as espécies neutras
sdo insensiveis as variacdes no pH. Essa hipotese parece ser possivel, estando amparada pela
correlagdo positiva encontrada entre os coeficientes de sorcdo da maioria das sulfonamidas
com os cations trocaveis (Ca, Mg e K) e com a CTC, e pela inexisténcia de correlagdo com os
valores de pH do solo (Tabela 4.4). Acredita-se que acima desta faixa ocorreria novamente
uma redugdo nos valores de sor¢do, uma vez que espécies anidonicas passariam a predominar
no sistema, havendo entdo repulsao eletrostitica entre as mesmas e os sitios de troca negativos
dos solos (LERTPAITOONPAN et al., 2009; SUKUL et al., 2008).

Lertpaitoonpan et al. (2009) também mostraram que o carbono orgéanico foi o principal

atributo do solo influenciador da sor¢do da sulfametazina, sendo que o pH exerceu papel
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secunddrio, com menores valores de Ky para maiores valores de pH (faixa estudada de
5,5-9,0). Kahle e Stamm (2004) relataram que a sorcdo da sulfatiazole foi uma ordem de
magnitude superior em materiais organicos do que inorganicos, como os minerais de argila,
apontando que frac@o organica do solo desempenha papel chave na sorcdo de sulfonamidas
em solos e sedimentos.

Thiele-Bruhn et al. (2004) combinaram diferentes métodos para elucidar os sitios e
mecanismos de sorcdo das sulfonamidas em solos. Eles concluiram que a sor¢ao das
sulfonamidas foi influenciada pela estrutura molecular e as propriedades fisico-quimicas dos
compostos, condi¢do esta diretamente influenciada pelo pH do meio; pela presenca de grupos
funcionais acessiveis nas superficies organicominerais e pela acessibilidade de espacos vazios
e cavidades na estrutura tridimensional da matéria organica do solo e da sua combina¢do com
a matriz mineral formando complexos organominerais, condi¢do esta diretamente relacionada

com a quantidade e qualidade da matéria organica do solo.

4.5 Conclusoes

A sor¢do das fluoroquinolonas e sulfonamidas foi substancialmente afetada pelos
atributos do solo. O potencial de sorcao das fluoroquinolonas foi alto nos solos estudados,
enquanto que o potencial de sor¢ao das sulfonamidas variou entre baixo a alto, dependendo
dos atributos do solo, mas apresentou potencial de lixiviagdo na maioria dos cendrios
estudados.

A textura e a capacidade de troca de cations do solo foram os fatores que mais
influenciaram a sor¢do de ambas as classes de compostos, evidenciando a importancia do
processo de troca iOnica para a sor¢ao de ambas as classes de compostos em solos tropicais,
principalmente para as fluoroquinolonas. O papel do carbono organico do solo e do pH nao
ficou evidenciado para as fluoroquinolonas, mas afetou claramente a sor¢ao das sulfonamidas.
Apesar de 6xidos poderem desempenhar papel importante na adsor¢do de contaminantes nos

solos tropicais, eles pouco influenciaram a sor¢do das moléculas estudadas.



111

Referéncias

ACCINELLI, C.; KOSKINEN, W.C.; BECKER, J.M.; SADOWSKY, M.J.. Environmental
fate of two sulfonamide antimicrobial agents in soil. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, Easton, v. 55, p. 2677-2682, 2007.

BARAN, W.; ADAMEK, E.; ZIEMIANSKA, J.; SOBCZAK, A. Effects of the presence of
sulfonamides in the environment and their influence on human health. Journal of Hazardous
Materials, Amsterdam, v. 196, p. 1-15, 2011.

BOXALL, ABA; KA)(, P.; BLACKWELL, P.A.; FOGG, L.A. Fate of veterinary medicines
applied to soils. In: KUMMERER, K. (Ed.). Pharmaceuticals in the environment: sources,
fate, effects and risks. Berlin: Springer-Verlag, 2004. p. 165-180.

BOXALL, A.B.A.; JOHNSON, P.; SMITH, E.J.; SINCLAIR, CJ.; STUTT, E.; LEVY, L.S.
2006. Uptake of veterinary medicines from soils into plants. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, Easton, v. 54, p. 2288-2297, 2006.

CONKLE, J.L.; LATTAO, C.; WHITE, J.R.; COOK, R.L. Competitive sorption and
desorption behavior for three fluoroquinolone antibiotics in a wastewater treatment wetland
soil. Chemosphere, Oxford, v. 80, p. 1353-1359, 2010.

FIGUEROA-DIVA, M.; VASUDEVAN, D.; MACKAY, A.A. Trends in soil sorption
coefficients within common antimicrobial families. Chemosphere, Oxford, v. 79, p. 786-793,
2010.

GAQO, J.; PEDERSEN, J.A. Adsorption of sulfonamide antimicrobial agents to clay minerals.
Environmental Science and Technology, Easton, v. 39, p. 9509-9516, 2005.

GOLET, E.M.; XIFRA, I.; SIEGRIST, H.; ALDER, A.C.; GIGER, W. Environmental
exposure assessment of fluoroquinolone antibacterial agents from sewage to soil.
Environmental Science and Technology, Easton, v. 37, p. 3243-3249, 2003.

GU, C.; KARTHIKEYAN, K.G. Sorption of the antimicrobial ciprofloxacin to aluminium
and iron hydrous oxides. Environmental Science and Technology, Easton, v. 39, p. 9166-
9173, 2005.

HIRSCH, R.; TERNES, T.; HABERER, K.; KRATZ, K-L. Occurrence of antibiotics in the
aquatic environment. Science of the Total Environment, Amsterdam, v. 225, p. 109-118,
1999.

IKEHATA, K.; NAGHASHKAR, N.J.; EL-DIN, M.G. Degradation of aqueous
pharmaceuticals by ozonation and advanced oxidation processes: a review. Ozone- Science &
Engineering, Philadelphia, v. 28, p. 353-414, 2006.

KAHLE, M.; STAMM, C. Time and pH-dependent sorption of the veterinary antimicrobial
sulfathiazole to clay minerals and ferrihydrite. Chemosphere, Oxford, v. 68, p. 1224-1231,
2007



112

KARCI, A.: BALCIOGLU, ILA. Investigation of the tetracycline, sulfonamide, and
fluroquinolone antimicrobial compounds in animal manure and agricultural soils in Turkey.
Science of the Total Environment, Amsterdam, v. 407, p. 4652-4664, 2009.

KREUZIG, R.; HOLTGE, S. Investigations on the fate of sulfadiazine in manured soil:
Laboratory experiments and test plot studies. Environmental Toxicology and Chemistry,
Malden, v. 24, p. 771-776, 2005.

OECD. OECD guidelines for testing of chemicals, test guideline 106:
Adsorption/desorption using a batch equilibrium method. Paris, 2000.

LAMSHOFT, M.; SUKUL, P.; ZUHLKE, S.; SPITELLER, M. Behavior of '*C-sulfadiazine
and "C-difloxacin during manure storage. Science of the Total Environment, Amsterdam,
v. 408, p. 1563-1568. 2010.

LERTPAITOONPAN, W.; ONG, S.K.; MOORMAN, T.B. Effect of organic carbon and pH
on soil sorption of sulfamethazine. Chemosphere, Oxford, v. 76, p. 558-564, 2009.

MARTINEZ-CARBALLO, E.; BARREIRO-GONZALEZ, C.; SCHARF, S.; GANS, O.
Environmental monitoring study of selected veterinary antibiotics in animal manure and soils
in Austria. Environmental Pollution, Oxford, v. 148, p. 570-579, 2007.

PICO, Y.; ANDREU, V. Fluoroquinolones in soil — risks and challenges. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, Heidelberg, v. 387, p. 1287-1299, 2007.

R DEVELOPMENT CORE TEAM. R: A language and environment for statistical
computing. Wien, Austria: R Foundation for Sstatistical Computing, s.d. Disponivel em:
http://www.R-project.org/.

REGITANO, J.B.; LEAL, R.M.P. Comportamento e impacto ambiental de antibidticos
usados na produgdo animal brasileira. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, Vicosa, v. 34,
p. 601-616, 2010.

ROSENDAHL, I; SIEMENS, J.; GROENEWEG, J.; LINZBACH, E.; LAABS, V.
HERRMANN, C.; VEREECKEN, H.; AMELUNG, W. Dissipation and sequestration of the
veterinary antibiotic sulfadiazine and its metabolites under field conditions. Environmental
Science and Technology, Easton, v. 45, p. 5216-5222, 2011.

SARMAH, A.K.; MEYER, M.T.; BOXALL, A.B.A. A global perspective on the use, sales,
exposure pathways, ocurrence, fate and effects of veterinary antibiotics (Vas) in the
environment. Chemosphere, Oxford, v. 65, p. 725-759, 2006.

SOARES, M.R. Coeficiente de distribuicao (Ky) de metais pesados em solos do Estado de
Sao Paulo. 2004. 202 p. Tese (Doutorado em Agronomia) - Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2004.

SOARES, M.R.; ALLEONI, L.R.F. Contribution of soil organic carbon to the ion exchange
capacity of the tropical soils. Journal of Sustainable Agriculture, Binghamton, v. 32,
p. 439-462, 2008.



113

SPELTINI, A.; STURINI, M.; MARASCHI, F.; PROFUMO, A.; ALBINI, A. Analytical
methods for the determination of fluoroquinolones in solid environmental matrices. Trac-
Trends in Analytical Chemistry, Oxford, v. 30, p. 1337-1350, 2011.

SUKUL, P.; LAMSHOFT, M.; ZUHLKE, S.; SPITELLER, M. Sorption and desorption of
sulfadiazine in soil and soil-manure systems. Chemosphere, Oxford, v. 73, p. 1344-1350,
2008.

TAMTAM, F.; BOT, B.L.; DINH, T., MOMPELAT, S.; EURIN, J.; CHEVREUIL, M.;
BONTE, P.; MOUCHEL, J-M.; AYRAULT, S. A 50-year record of quinolone and
sulphonamide antimicrobial agents in Seine river sediments. Journal of Soils and
Sediments, Heidelberg, v. 11, p. 852-859, 2011.

THIELE-BRUHN, S. Pharmaceutical antibiotic compounds in soils — a review. Journal of
Plant Nutrition and Soil Science, Malden, v. 166, p. 145-167, 2003.

THIELE-BRUHN, S.; SEIBICKE, T.; SCHULTEN, H-R.; LEINWEBER, P. Sorption of
sulfonamide pharmaceutical antibiotics on whole soils and particle-size fractions. Journal of
Environmental Quality, Madison, v. 33, p. 1331-1342, 2004.

TOLLS, J. Sorption of veterinary pharmaceuticals in soils: a review. Environmental Science
and Technology, Easton, v. 35, p. 3397-3406, 2001.

TURIEL, E.; MARTIN-ESTEBAN, A.; TADEO, J.L. Multiresidue analysis of quinolones
and fluoroquinolones in soil by ultrasonic-assisted extraction in small columns and HPLC-
UV. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v. 562, n. 1, p. 30-35, 2006.

VASUDEVAN, D.; BRULAND, G.L.; TORRANCE, B.S.; UPCHURCH, V.G.; MACKAY,
A.A. pH—dependent ciprofloxacin sorption to soils: Interaction mechanisms and soil factors
influencing sorption. Geoderma, Amsterdam, v. 151, p. 68-76, 2009.

ZHAOQO, L.; DONG, Y.H.; WANG, H. Residues of veterinary antibiotics in manures fromm
feedlot livestock in eight provinces of China. Science of the Total Environment,
Amsterdam, v. 408, p. 1069-1075, 2010.

YANG, J-F,; YING, G-G.; ZHAO, J.L.; TAO, R.; SU, H-C.; CHEN, F. Simultaneous
determination of four classes of antibiotics in sediments of the Pearl River using RRLC-
MS/MS. Science of the Total Environment, Amsterdam, v. 408, p. 3424-3432, 2010.



114

5 DISSIPACAO E SORCAO DE FLUOROQUINOLONAS EM SOLOS DA NOVA
ZELANDIA

Resumo

Pouco ainda se sabe sobre a ocorréncia e o destino ambiental de antibidticos de uso
veterindrio na Nova Zelandia, embora a produ¢do animal seja expressiva no pais. Ensaios
laboratoriais foram realizados para avaliar a dissipacdo e a sor¢do de duas fluoroquinolonas
(ciprofloxacina e enrofloxacina) em trés solos da Nova Zelandia, com e sem adi¢do de cama
de frango nas doses de 1 e 5% (p/p). Os solos foram incubados em condicdes aerdbias
controladas, moniitorando-se também a atividade da enzima desidrogenase como indicativo
de atividade bioldgica do solo. A sorcdo foi avaliada utilizando uma técnica de equilibrio do
tipo batelada. As fluoroquinolonas foram quantificadas através do uso de HPLC, com
deteccdo por fluorescéncia. Ambas as fluoroquinolonas apresentaram elevado potencial de
sor¢do aos solos, sendo os valores consistentes com trabalhos anteriores e indicando alta
interacao especifica entre esses compostos e as particulas de solo. A adicdo de cama de frango
(5%, p/p) diminuiu o potencial de sor¢cao das moléculas aos solos, o que pode ter relacdo com
os aumentos nos valores de pH dos solos provocados pela adi¢do de cama de frango e/ou com
a competi¢do pelos sitios de sor¢ao do solo. Os valores de 50% de dissipacao (DTsp) variaram
de 15 a mais de 70 dias, sendo a dissipacdo mais rapida nas amostras sub-superficiais (30-40
cm), apesar de estas apresentarem menor atividade bioldgica. A adi¢do de cama de frango
(dose de 5%) aumentou a velocidade de dissipacdo das moléculas estudadas, provavelmente
devido ao aumento na atividade biolégica do solo e ao aumento da disponibilidade das
moléculas na solu¢do do solo.

Palavras-chave: Antibidticos de Uso Veterindrio. Destino Ambiental. Produ¢do Animal.
Contaminacao Ambiental.
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Abstract

Little is still know about veterinary antibiotics occurrence and fate in New Zealand
environment although animal production is expressive in the country. Laboratory experiments
were carried out to evaluate the dissipation and sorption of two fluoroquinolone compounds
(ciprofloxacin and enrofloxacin) in three New Zealand soils with and without poultry litter
addition (1 and 5%, w/w). Soils were incubated under aerobic conditions, and dehydrogenase
activity was monitored as an indicative of soil biological activity. Sorption was evaluated
using a batch equilibrium technique. Fluoroquinolones were quantified through the use of
HPLC with fluorescence detection. Both fluoroquinolones showed a high sorption potential to
soils, with values consistent with previous work, indicating a high specific interaction
between these compounds and soil particles. The addition of poultry litter (5%, w /w)
decreased the sorption potential of the molecules to the soil, which may be related to the
increase in the soil pH caused by litter addition and/or the competition for soil sorption sites.
The 50% dissipation values (DTsg, values ranged from 15 to 70 days, with a faster dissipation
in the sub-soil samples (30-40 cm), although they had a lower biological activity. The
addition of poultry litter (5% dose) increased the dissipation rate of the studied molecules,
probably due to increased soil biological activity and an increase in compound availability in
the soil solution.

Key-words: Veterinary Antibiotics. Environmental Fate. Animal Production. Environmental
Contamination.
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5.1 Introducao

As fluoroquinolonas s3o um dos grupos mais importantes de compostos
antimicrobianos utilizados na medicina veterinaria em todo o mundo (PICO; ANDREU,
2007). Embora residuos destes compostos sejam comumente detectados em uma grande
variedade de matrizes ambientais, pouco ainda se sabe sobre seu destino no ambiente e seus
potenciais efeitos negativos a saide humana e organismos terrestres (KEMPER, 2008).

As fluoroquinolonas sdo compostos anféteros com dois grupos funcionais ionizdveis
de maior relevancia, o grupo 3-carboxila (pKa ~ 6) e o grupo N-4 do substituinte piperazina
(pKa ~ 8) (Tabela 5.1), o que torna a sor¢@o destes compostos um processo dependente do pH
do meio (PIC(); ANDREU, 2007), em que a particio hidrofébica desempenha um papel
secundario na sor¢cao (USLU et al., 2008). A sorcdo em matrizes sélidas é um dos principais
mecanismos de dissipacdo de fluoroquinolonas no ambiente, sendo que altas concentracdes
destes residuos sdo normalmente encontradas em amostras sélidas como estercos animais
(MARTfNEZ—CARBALLO et al., 2007, ZHAO; DONG; WANG, 2010), lodos de esgoto
(GOLET et al., 2003), bem como em sedimentos fluviais (YANG et al., 2010).

Em solos, embora as concentra¢des sejam geralmente baixas (na faixa dos pg kg™,
USLU et al., 2008), as fluoroquinolonas sdo altamente sorvidas (Ky de 260-5012 L kg'l)
(SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006), sendo normalmente persistentes (meia-vida acima de
60 dias, BOXALL et al., 2004). A persisténcia estd associada as interacdes mais especificas
entre as fluoroquinolonas e o solo através do tempo, o que por sua vez diminui a
disponibilidade do contaminante para a degradacdo pelos microrganismos do solo (GOLET
et al., 2003). Na Turquia, Karci e Balcioglu (2009) deram um bom exemplo da persisténcia de
residuos de fluoroquinolonas no ambiente do solo, relatando concentragdes residuais de
enrofloxacina de 0,05 e 0,02 mg kg™ em dois solos avaliados sete meses depois de terem sido
fertilizados com esterco de aves ou de gado contaminado. No entanto, a degradacdo de
farmacos no meio ambiente continua sendo uma questdo complexa, necessitando de mais
pesquisas em condi¢des de solos diversos, com atributos contrastantes, a fim de que melhor se
possa entender os fatores influenciando o destino destes residuos no solo (MONTEIRO;
BOXALL, 2009).

Na Nova Zelandia, pouco ainda se sabe sobre a ocorréncia e o destino de antibidticos
de uso veterindrio no ambiente, embora a industria animal (criagdes de suinos e aves e gado

leiteiro) use quantidades expressivas dos mesmos. Em 2008/09, um total de 55.809 kg de
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ingredientes ativos foi usado, com a bacitracina representando quase 40% deste total. O uso
de fluoroquinolonas € baixo, no entanto, aumentou 50% desde 2004/05 a 2008/09. Em
2008/09, um total de 41 kg de ingredientes ativos de fluoroquinolonas foi utilizado
(AUSTRALIA, 2010).

Ensaios de laboratério foram conduzidos a fim de se avaliar a dissipa¢do de duas
fluroquinolonas (ciprofloxacina e enrofloxacina) em amostras superficiais (0-5 cm) e
sub-superficiais (30-40 cm) de dois solos da Nova Zelandia (Hamilton Clay e Horotiu). Para
um destes solos (Horotiu), o efeito da adicdo de cama de frango (1 e 5%, p/p) sobre o
comportamento de dissipagdo das duas fluoroquinolonas também foi avaliado. A atividade da
enzima desidrogenase foi medida em todos os ensaios de dissipagcdo, servindo como uma
medida da atividade bioldgica. Avaliou-se também o potencial de sor¢do de ambos os
compostos em trés solos neozelandeses (Hamilton Clay, Horotiu e Matawhero) com e sem

adicao de cama de frango (1 e 5%, p/p).

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Reagentes e padrdes analiticos

Ciprofloxacina (CIP) e enrofloxacina (ENR) foram adquiridas da Sigma-Aldrich, com
grau HPLC (pureza > 98%). As solugdes estoque (0,2 mg mL™") foram preparados em metanol
contendo 1% de acido acético, armazenadas a - 18 ° C, no escuro, e usadas no periodo
maximo de um més. Agua ultra-pura foi utilizada para a preparacio de todas as solugdes
aquosas, e todos os solventes organicos (acetonitrila, metanol e tetrahidrofurano) usados
foram de grau HPLC. Nitrato de magnésio hexahidratado (Mg(NOs),.6H,0), hidréxido de

amoénio (NH4OH, 25%) e acido trifluoroacético (CF;CO,H) foram todos de grau analitico.
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Tabela 5.1 — Principais propriedades fisico-quimicas da ciprofloxacina e enrofloxacina

Solubilidade em
Composto Estrutura Peso Molecular Agua If((’g PK,!
L")
[+] [+]

F.
XLy ™
|/ﬂ\" N 331.35 30 0.4 )
Ciprofloxacina . A 8.89

E
(+ 7]
. M 6.27;
Enrofloxacina r’\u N 359.4 130 1.1-0.7

"valores de pK, baseados em PICO; ANDREU, (2007).

5.2.2 Amostras de Solo e Cama de Frango

A caracterizagdo bdsica das amostras de solo e cama de frango é apresentada na

Tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Caracterizacao fisico-quimica das amostras de solo e cama de frango

estudadas
H CaCl cre
a 1 . . .
Solo p ) CO (%) (mmol ke ) Areia (%) Silte (%)  Argila (%)
Matawhero (0-5 cm) 6.1 2.1 154 11 62 27
Matawhero (30-40 cm) - 2.0 - 22 51 27
Horotiu (0-5 cm) 54 8.2 282 34 48 18
Horotiu (30-40 cm) 6.0 1.7 - 47 24 29
Hamilton Clay (0-5 cm) 5.1 4 172 19 51 30
Hamilton Clay (30-40 cm) 4.1 0.8 - 13.4 40.3 46.2

Cama de Frango 8.1 - - - - -
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5.2.3 Experimentos de Sorcao

Estudos de sorcdo de ciprofloxacina e enrofloxacina foram realizados para amostras
superficiais (0-5 cm) de trés solos da Nova Zelandia (Hamilton Clay, Horotiu e Matawhero),
com e sem a adicao de cama de frango em dois niveis (1 e 5%, p /p).

A relacdo solo-solugdo final empregada foi de 2 g: 30 mL de uma solucao 0,01 M de
CaCl,). Realizou-se a cinética de sorcao destes compostos para os solos locais, sendo que 24 h
foi um tempo adequado para obtencdo de condicdes de equilibrio entre as fases (Figura 5.1).
Perdas significativas (> 5%) referentes a possivel degradacdo abidtica e/ou sor¢dao dos
compostos as paredes do tubo ndo ocorreram. As isoterrmas de sor¢ao foram obtidas em seis

concentracoes (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 e 4,0 mg L'l), correspondentes a concentragcdes nominais

no solo de 7,5, 15, 22,5, 30, 45 e 60 mg kg'l. Todas as andlises foram feitas em duplicata.

50 -
Horotiu
}396— - s — — —0— — — — — — - -
- ‘ A ENR
o o CIP
np 40
= |
[Fa)
o |
10 iee.—&— N VS NS —A
0 rII T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (horas)

Figura 5.1 - Cinética de sorcdo para enrofloxacina e ciprofloxacina no solo Horotiu

As amostras foram agitadas num agitador vertical, seguido de centrifugacao (778 g, 15
min). Em seguida, uma aliquota do sobrenadante foi filtrada (filtro de 0,45 pm) para a analise

das concentracdes em equilibrio na solucdo através do uso de cromatografia liquida.
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A quantidade de antibiético adsorvida (S) ao solo foi calculada pela diferenca entre as
concentracoes iniciais (Ci) e em equilibrio, tendo em conta a relacdo sélido: solugado utilizada.
Os dados foram, em seguida, ajustados a equagao de Freundlich (S = Kf*CeN) e a sua forma
linear (S = K4*Ce), em que S = quantidade sorvida, N = coeficiente exponencial da equagdo

de Freundlich e Ce = concentracdo de equilibrio na solugdo.

5.2.4 Experimentos de Dissipacao

A dissipacdo dos antibidticos avaliados foi estudada apenas em condi¢Oes aerdbias.
Dois ensaios de dissipa¢do foram conduzidos. No primeiro, a dissipacdo de CIP e ENR foi
avaliada em amostras de solo superficial (0-5 cm) e subsuperficial (30-40 cm) dos solos
Hamilton Clay e Horotiu. As amostras de solo foram pré-incubadas em sacos plasticos tipo
zip (105 g por saco, peso seco) durante 4 dias a 20 °C, simulando as condi¢des finais de
incubacgdo. Posteriormente, os antibidticos foram dissolvidos na solu¢do de dgua deionizada
utilizada para ajustar o conteddo de dgua no solo a 60% da capacidade médxima de retencgdo,
obtendo-se uma concentracio nominal igual a 1000 pg kg para cada composto, em cada
tratamento. As amostras foram entfo incubadas no escuro, a 20 = 1°C. Em dias alternados as
amostras foram pesadas, repondo-se qualquer conteido de dgua perdido a fim de se manter a
umidade constante (60%). Nos dias 0, 1, 7, 14, 21, 45 e 71, 2 g de solo foram retirados de
cada saco de plastico e imediatamente analisados para quantificacdo das concentragdes de
fluoroquinolonas. A atividade da enzima desidrogenase (DHA) foi medida nos mesmos
intervalos de tempo, com excec¢do do dia 1, onde nenhuma medida foi feita. Todas as andlises

foram feitas em duplicata.

No segundo ensaio de dissipacdo, o efeito da adi¢do de cama de frango na dissipacao
da CIP e da ENR foi avaliada para o solo Horotiu. Dois niveis de fertilizacdo foram
empregados, 1% e 5% (p /p). A conducdo do ensaio foi semelhante ao descrito anteriormente,
sendo a uUnica diferenca relevante o fato da dissipac¢do ter sido avaliada dois dias apds o inicio
do experimento € ndo no dia um como no ensaio anterior , 0 que também se aplicou as
andlises de DHA.

Utilizou-se o modelo biexponencial para modelagem dos dados de dissipacdo. Este
modelo foi usado com sucesso por Sarmah e Rohan (2011) para a modelagem da dissipagdo
aerdbica de 4-nonilfenol e bisfenol A em amostras de lodo de dgua subterranea (groundwater-

aquifer material slurry). Detalhes sobre as equagdes utilizadas neste modelo para os cdlculos
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de 50% de dissipag¢do (DTsp) , assim como das caracteristicas especificas do mesmo, estdo

disponiveis na citagdo original (SARMAH; ROHAN, 2011).

5.2.5 Atividade da enzima desidrogenase (DHA)

A atividade da enzima desidrogenase (DHA), enzima esta que € exclusiva de
organismos vivos foi utilizada como uma medida da atividade biolégica dos solos
empregados neste estudo. Este parametro também foi usado por Monteiro e Boxall (2009)
como indicador de atividade biolégica na avaliagdo da degradacdo de trés farmacos
(naproxeno, carbamazepina e fluoxetina) em solos agricolas. A esséncia da técnica consiste na
capacidade da enzima desidrogenase de reduzir sais de tetraz6lio, incolores no estado
oxidado, passando a apresentar uma coloracdo avermelhada no estado reduzido, sendo a
intensidade da cor vermelha medida por espectrofotometia.

Resumidamente, 3 g de amostra (solo ou solo + cama de frango) foram colocados em
tubos plasticos de centrifuga de 30 mL, onde se adicionou 2 mL de uma solucdo recém
preparada de 2,3,5-trifeniltetrazélio (1,5%) em tampdo Tris. As amostras foram
homogeneizadas durante 30 segundos e incubadas a 25 °C durante aproximadamente 24
horas. Apods a incubacdo, 20 mL de metanol foi adicionado a cada tubo, procedendo-se a
agitacdo dos mesmos durante 30 minutos. Finalmente, as amostras foram centrifugadas a 498
g durante 5 minutos e a intensidade da cor vermelha no sobrenadante foi medida num
espectrofotometro Shimadzu com comprimento de onda fixado em 481 nm. A atividade da
enzima desidrogenase, expressa em pg g' h™' de TPF (1,3,5-trifenilformazan) foi calculada
com base numa curva de calibracdo previamente feita com padrdes de TPF. Todas as andlises

foram feitas em duplicata.

5.2.6 Extracdo e analises cromatograficas

A extracdo das fluoroquinolonas foi baseada no método proposto por Turiel, Martin-
Esteban e Tadeo (2006). Resumidamente, 2 g de amostra (solo ou solo + cama de frango)
foram pesados em tubos de centrifuga de vidro (50 mL) e misturados com 16 mL de uma
solucdo aquosa de Mg(NOs3), (29%, p/v) ajustada a pH 8,1 com 4% de amoOnia. As amostras

foram agitadas durante aproximadamente 50 minutos, seguindo-se um banho unico de ultra-
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som (30 min) a temperatura ambiente. Finalmente, as amostras foram centrifugadas (498 g, 15
minutos) e o sobrenadante filtrado (0,45 um) antes da injec@o no sistema cromatogréafico.

Para a determinacdo das concentracdes de fluoroquinolonas nos extratos finais, um
cromatografo liquido da Dionex foi usado. O instrumento estava equipado com uma bomba
quaterndria, detectores de arranjo de diodos e fluorescéncia, além de um sistema de
injecdo automatizado. As separagdes analiticas foram efetuadas numa coluna LUNA C18
(150 x 4,6 mm, 5 mm) da Phenomenex, mantida a 25 °C, com um volume de inje¢do de 20
uL. Empregou-se uma elui¢do isocrdtica, sendo a fase movel composta por 78% de uma
solucdo aquosa contendo 0,1% de 4cido trifluoroacético (solvente A), 18% de acetonitrila
(solvente B) e 4% de tetra-hidrofurano (solvente C). O fluxo empregado foi de 1 mL min™.
Os comprimentos de onda de excitacio e emissdo foram fixados em 280 e 450 nm,
respectivamente. Os tempos de retengdo obtidos foram: 5,03 min para ENR e 4,60 min para
CIP. As curvas de calibracdo foram preparadas em duplicata, em cinco concentra¢des
(0,01, 0,05, 0,2,0,5e 1 mg L' de ciprofloxacina ou enrofloxacina), sendo que os coeficientes
de correlagdo obtidos foram > 0,99. As taxas de recuperacdo foram de 52 a 78,6% para
enrofloxacina, e de 72 a 108% para a ciprofloxacina. O limite de quantificacdo do método foi
considerado como sendo o limite inferior da curva de calibragdao empregada, equivalendo a

concentracdo no solo de 80 pg kg .

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Sorcdo

A enrofloxacina e a ciprofloxacina apresentaram elevado potencial de sor¢do aos solos
estudados (Tabelas 5.3 e 5.4). A adicdo de cama de frango resultou em diminui¢do nos
coeficientes de sor¢do, especialmente na maior dose (5%) (Tabelas 5.3 e 5.4). As isotermas de
Freundlich se ajustaram bem aos dados experimentais para ambos os compostos (r* > 0,96)

(Tabelas 5.3 e 5.4, Figura 5.2).
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Tabela 5.3 - Valores de Kq e K¢ para ciprofloxacina em trés solos neozelandeses com e sem

adi¢do de cama de frango

pH K, (L kg™ r’ K (g™ LN kg™ r N
Horotiu 4,79 5.293 0,95 3.594 0,96 0,91
Horotiu + 1% CF* 5,03 4.154 0,94 1.285 0,99 0,74
Horotiu + 5% CF 5,74 3.566 0,90 1.103 0,99 0,72
Hamiton Clay 4,50 17.080 0,84 4.472 0,96 0,76
Hamilton Clay + 1% CF 4,92 8.239 0,74 810 0,98 0,54
Hamilton Clay + 5% CF 5,68 4.422 0,92 2.297 0,98 0,84
Matawhero 4,23 6.136 0,92 3.301 0,97 0,86
Matawhero + 1% CF 4,58 1.483 0,57 561 0,92 0,67
Matawhero + 5% CF 5,57 615 0,97 480 0,97 0,90

CF = cama de frango

Tabela 5.4 - Valores de Kq4 e K¢ para enrofloxacina em trés solos neozelandeses com e sem

adi¢do de cama de frango

pH  Ky(Lkg") r’ K@ Lkgh) 1 N
Horotiu 4,78 4.955 0,89 11.855 0,95 1,19
Horotiu + 1% CF* 5,14 4.154 0,96 2.562 0,97 0,90
Horotiu + 5% CF 5,84 3.470 0,9 1.118 0,96 0,74
Hamiton Clay 4,84 19.351 0,9 1.317 0,97 0,56
Hamilton Clay + 1% CF 5,37 14.904 0,66 1.484 0,98 0,58
Hamilton Clay + 5% CF 6,08 8.386 0,84 1.212 0,97 0,62
Matawhero 4,45 9416 0,96 4.225 0,98 0,84

Matawhero + 1% CF 4,70 4.144 0,97 5.324 0,98 1,04
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Figura 5.2 - Isotermas de sorcao para CIP e ENR em trés solos neozelandés com e sem adi¢@o

de cama de frango. Simbolos representam os dados reais enquanto que as linhas

tracejadas representam o ajuste obtido pela equacao de Freundlich

Os valores dos coeficientes de sor¢ao encontrados sdo consistentes com os trabalhos

anteriores, mas inferiores aqueles encontrados em solos brasileiros, mostrando a forte

interagdo especifica entre esta classe de compostos e as particulas dos solos, assim como

também para outras matrizes solidas como lodo de esgoto e sedimentos, apresentando sempre
baixa mobilidade no ambiente (TOLLS, 2001; SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). Um
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estudo recente mostrou que a sor¢do de norfloxacina, ciprofloxacina e ofloxacina em solo foi
rdpida (menos de 24 horas) e elevada (K variou de 7.943 a 12.309 pgl'l/“ (cm®)'™ g'l)
(CONKLE et al., 2010).

As fluoroquinolonas se ligam aos minerais de argila através de varios mecanismos,
tais como ponte de cétions, interacdes eletrostéticas, e ligacdes de hidrogénio (SPELTINI
et al., 2011), enquanto que se ligam as substancias himicas principalmente através de ligacdes
de hidrogénio entre grupos polares (ARISTILDE; SPOSITO, 2010). A capacidade de troca de
cations mostrou ser o principal fator influenciando a sor¢c@o da ciprofloxacina aos solos, com
teores de 6xido de metal desempenhando um papel secundério, mas também importante,
particularmente em valores de pH mais elevados (> 5,5) (VASUDEVAN et al., 2009).

No presente caso, os valores de pH das solucdes em equilibrio variaram de 4,23 a 6,1
(Tabelas 5.3 e 5.4), faixa de pH em que hd um predominio de espécies catidnicas de
fluoroquinolonas (VASUDEVAN et al., 2009). Considerando-se a elevada capacidade tampao
destes solos, ilustrada pelos altos valores de capacidade de troca catidnica das camadas
superficiais (Tabela 5.2), acredita-se que a troca catidnica foi o principal mecanismo
explicando a elevada sor¢ao das fluoroquinolonas, o que é condizente com outros trabalhos
mostrando claramente a importincia da interacdo eletrostdtica na sorcdao das espécies
cationicas de fluoroquinolonas em solos (VASUDEVAN et al., 2009; FIGUEROA-DIVA;
VASUDEVAN; MACKAY, 2010).

A adic@o de uma nova fonte de matéria organica aos solos, como a fertiliza¢ao do solo
com esterco animal, pode interferir no potencial de sor¢ao-dessor¢ao de um composto e, em
ultima andlise, influenciar o seu destino e comportamento no ambiente (SUKUL et al., 2008).
Por exemplo, o potencial de sorcao de sulfadiazina foi aumentado apds a adi¢io de esterco de
suino (SUKUL et al., 2008). Estas alteracdes sdo relacionadas as mudancas provocadas
através da adi¢ao de estercos no pH do solo e /ou na natureza da matéria organica e da sua
fracdo dissolvida no sistema solo-esterco (BOXALL, 2008).

A diminui¢do nos coeficientes de sor¢cao com adi¢io de cama de frango, especialmente
na dose de 5%, pode ter relacio com o incremento de pH no sistema solo-cama em
comparacdo ao solo sem adi¢do (Tabelas 5.3 e 5.4), diminuindo a disponibilidade das
fluoroquinolonas na forma catidnica para ligacdo com os sitios de troca negativamente
carregados do solo (VASUDEVAN et al., 2009). Além disso, a assoiagdo entre o substrato
organico e as superficies minerais da fragao argila do solo pode diminuir a disponibilidade de

sitios ativos para sor¢do, reduzindo a retencdo dos mesmos (SUKUL et al., 2008). Em
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condig¢des brasileiras, a adicdo de cama de frango (5%, p/p) ao solo ndo afetou a sor¢do ou a
dessorcdo de fluoroquinolonas, sendo que a sor¢ao na cama de frango foi muito inferior
(Kg<65L kg'l) a no solo (K4 ~ 40,000 L kg'l), indicando maior especificidade da interacao
com o solo. Apesar de um contetido muito mais elevado de carbono organico nas amostras de
cama de frango, a menor afinidade de sor¢do foi associada a provavel menor reatividade dos
grupos funcionais ali existentes, oferecendo assim menos sitios ativos para a sor¢ao

(LEAL et al., 2012)".

5.3.2 Dissipagdo

Apesar de sua simplicidade, o modelo biexponencial descreveu de forma adequada a
cinética de dissipa¢do de CIP e ENR em todos os tratamentos empregados, com um valor
de r* elevado (r* > 0,84).

Os valores de dissipagdo de 50% das concentragdes iniciais aplicadas, (DTsp),
variaram consideravelmente entre os tratamentos empregados, entre 15 a mais de 70 dias
(Tabela 5.5, Figura 5.3). Interessantemente, a dissipacdo foi sempre mais rapida no subsolo
quando comparado os mesmos tratamentos na camada superficial (Tabela 5.5 e Figura 5.3). A
adicdo de cama de frango apenas afetou a dissipacdo ao nivel de 5%, onde a DTsy foi maior
do que em todos os demais tratamentos (Tabela 5.5). Embora o solo Horotiu seja mais rico do
que o Hamilton Clay no que se refere ao teor de carbono organico, a dissipacdo de ambos os
compostos foi mais lenta no mesmo (Tabela 5.5). Em todos os casos a dissipacdo foi mais
lenta nas camadas superficiais, bem como no solo Horotiu quando comparado com o solo
Hamilton Clay, o que pode estar associado com uma maior interagdo dos compostos com as
camadas superficiais mais ricas em carbono organico (Tabela 5.2), o que por sua vez teria
diminuido a sua biodisponibilidade para a degradacdo pelos microrganismos do solo
(RODRfGUEZ—CRUZ; JONES; BENDING, 2006). Embora a atividade microbiana no
subsolo tenha sido muito menor do que na camada superficial, como demonstrado pelas

medicdes de desidrogenase (Figura 5.4), uma outra razao para uma dissipa¢do mais rdpida no

! LEAL, RM.P.; FIGUEIRA, R.F.; TORNISIELO, V.L.; REGITANO, J.B. Occurrence and sorption of
fluoroquinolones in poultry litter and soil samples from Sdo Paulo State, Brazil. (Enviado para publicacdo).
2012.
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subsolo pode estar relacionada com a existéncia de espécies microbianas mais especializadas
na degradacdo destes compostos no subsolo (DI; AYLMORE; KOOKANA, 1998).

No caso de pesticidas, geralmente ocorre uma diminui¢ao nas taxas de biodegradacao
dos mesmos com o aumento da profundidade, o que se deve principalmente a reducdo da
atividade microbiana nas camadas sub-superficiais do solo, (RODRIGUEZ-CRUZ; JONES;
BENDING, 2006). No entanto, em alguns casos, o oposto também € possivel de ocorrer,
sendo que maiores taxas de degradagdo em sub-superficie estdo diretamente associadas com a
dimininuicdo da sor¢do em paralelo a reducdo nos teores de matéria organica em
profundidade, o que por sua vez ocasiona uma maior disponibilidade do contaminante para a
biodegradacdo (DI; AYLMORE; KOOKANA, 1998). Por exemplo, quatro (clorpirifos, clortal
de dimetilo, linuron e propizamida) de oito pesticidas estudados apresentaram taxas de
degradacdo mais rapidas em amostras de subsolo (25-50 cm) (DI; AYLMORE; KOOKANA,
1998). Estes compostos cuja degradacdo foi mais rdpida em profundidade foram os que
apresentaram os maiores coeficientes de sor¢do dentre os oito estudados, e os autores
apontaram que a diminui¢do da sorcdo em profundidade compensou o efeito negativo na
degradacdo proveniente da menor biomassa microbiana, em udltima anélise promovendo um
efeito liquido de maior degradacio. Acredita-se que 0 mesmo ocorreu no presente caso, uma
vez que as fluoroquinolonas sdo também compostos que apresentam uma elevada afinidade

sortiva com as amostras superficiais (Tabelas 5.3 e 5.4).

Tabela 5.5 - Dissipagao (DTsg) de CIP e ENR em amostras de dois solos Neozelandeses

Tratamento DTS5 (dias) Coeficiente Determinacao (rz)
CIP ENR CIP ENR
Hamilton Clay (0-5cm) 23.8  45.1 0.99 0.84
Hamilton Clay 1 (30-40 cm) 158 279 0.98 0.94
Horotiu (0-5 cm) >70 >70 0.92 0.97
Horotiu + 1% Cama Frango >70  >70 0.91 0.93
Horotiu + 5% Cama Frango 23.1 30.7 0.96 0.96

Horotiu (30-40 cm) 61.2 502 0.98 0.95




128

09 (a) & Ham Clay 0-5 cm
]r OHam Clay 30-40 cm
0,8 w
& Horotiu 0-5 cm
o= 07 .
E > Horotiu 30-40 cm
<z 08 ¥
E os & =
0 L
w04 ® & & i
h
@ *
03 g
)
S P
8 0,2 &
E 01 E
Q
a - T T T T T T T
o 10 20 30 40 50 60 70 B0
Dias
1.2 1 & Ham Clay 0-5 cm
O Ham Clay 30-40 cm
1 3
A Horotiu 0-5 cm
—_— T .
= § )? * Horotiu 30-40 cm
E 0.8 -
1]
P Z
E 06 ¢ % ; &
Q 456 7T
] : ;
g i =
0.4 A
g ¢ s
Q
=
5 o2 - ¢
o m
0
0 10 20 30 40 50 60 70 B0
Dias
1.2 1 (©) ECIP+1%CF
x AENR+ 1% CF
a1 * CIP+5% CF
E OENR+ 5% CF
[+T:]
0.8
E o gt
o]
B os b5
© g g i 3
= S
c
g 04 @
g &
8 0,2
g
0 10 20 30 40 50 80 70 80
Dias

Figura 5.3 - Cinética de degradagdo para (a) ENR e (b) CIP nos solos Hamilton Clay e
Horotiu e; (c) para Horotiu com adicio de cama de cama de frango (1 e
5%, p/p)
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Figura 5.4 - Atividade de desidrogenase para (a) ENR e (b) CIP nos solos Hamilton Clay e

Horotiu e; (c) para Horotiu com adi¢do de cama de frango (1 e 5%, p/p)
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Diferencas nos atributos de solo (teor de umidade, carbono organico, pH, e atividade
bioldgica do solo), condi¢des climaticas (temperatura), assim como nas propriedades fisico-
quimicas dos antibidticos (grau de dissociagdo e lipofilia) afetam diretamente o
comportamento de degradacdo de antibi6ticos em solos (MONTEIRO; BOXALL, 2009).

Embora os valores de dissipacdo (DTsp) situaram-se na maioria dos casos dentro do
periodo compreendido no estudo (70 dias), os dados obtidos neste trabalho indicam
claramente que concentragdes residuais de fluoroquinolonas tendem a persistir no longo
prazo, o que concorda com relatos anteriores que demonstraram que a fertilizacdo continuada
do solo contaminado com esterco contaminado ocasiona actimulo de fluoroquinolonas no
ambiente (GOLET et al., 2003; KARCI; BALCIOGLU, 2009). Consistente com esta
observacdao, Tamtam et al. (2011) detectou compostos de quinolona (flumequina, 4cido
nalidixico e oxolinico) em baixas concentracdes (até 32 ug kg'l, flumequina) em sedimentos
do rio Sena, que remontam aos anos 1960, evidenciando a longa persisténcia de baixas
concentracoes desses compostos no ambiente aqudtico. Na Suica, residuos de
fluoroquinolonas (até 0,30 mg kg™") foram encontrados no solo apés 21 meses de aplicacio de
lodo de esgoto contaminado (GOLET et al., 2003).

A adicdo de cama de frango aumentou expressivamente a DHA no solo Horotiu,
especialmente ao nivel de 5% (Figura 5.4). Para o nivel de adicao de 1%, a DHA aumentou
ligeiramente na primeira semana, seguindo entdo uma tendéncia similar para o nivel de adi¢ao
de 5% (Figura 5.4). Ja as atividades da DHA nos subsolos foram muito inferiores aos das
amostras superficiais (Figura 5.4). Nos tratamentos sem cama de frango, houve aumento da
DHA aos 7 (Hamilton Clay) ou 14 dias (Horotiu), posteriormente diminuindo lentamente até
o fim do periodo experimental (70 dias) (Figura 5.4).

A maior DHA no tratamento com cama de frango a 5% é consistente com a dissipacao
mais répida obtida nestes tratamentos, indicando claramente o envolvimento da comunidade
microbiana na dissipacdo destes compostos em solos. E interessante pontuar que na auséncia
de cama de frango, a dissipagao foi mais lenta no solo Horotiu do que no solo Hamilton Clay,
sendo que a adi¢do de 5% de substrato organico diminuiu consideravelmente seu tempo de
dissipacdo no ambiente (Tabela 5.5). Para a C-difloxacina, a degradacdo totalizou apenas
7% de perda durante o periodo de armazenamento do esterco de porco (150 dias)
(LAMSHOFT et al., 2010). No entanto, a diluicao do esterco contaminado com esterco fresco
(10 e 20 vezes), aumentou a sua dissipacdo para 20%. Este efeito estd possivelmente
associado ao estimulo a atividade microbiana em razdo da adi¢cdo de esterco fresco

(LAMSHOFT et al., 2010).
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A sulfapiridina e a oxitetraciclina ndo afetaram a DHA, mesmo em concentracdes de
até 1000 pg g'l, valores muito maiores do que aqueles tipicamente encontrados em amostras
ambientais reais (THIELE-BRUHN; BECK, 2005). Esta falta de efeito foi associada com uma
possivel falta de sensibilidade analitica do método ou, entdo, em razdo de efeitos daqueles
compostos sobre microrganismos especificos que foram possivelmente compensados pela
comunidade microbiana total (THIELE-BRUHN; BECK, 2005). Além disso, salientou-se que
estes antibidticos tém um efeito biostatico ao invés de um efeito biotoxico, onde
microorganismos latentes nao serdo afetados a menos que uma ativacdo da comunidade
microbiana do solo ocorra, por exemplo, como acontece através da adi¢do de substrato fresco
rico em nutrientes (THIELE-BRUHN; BECK, 2005). Este parece ser o caso do solo Horotiu,
onde a adicdo de cama de frango ao nivel de 5% influenciou grandemente o comportamento

de dissipacdo, bem como a DHA.

5.4 Conclusoes

Isotermas de Freundlich ajustaram-se adequadamente aos dados experimentais de
sor¢cdo. A sor¢do aos solos foi elevada, o que € consistente com trabalhos anteriores
mostrando uma elevada interagdo especifica de fluoroquinolonas com solos, especialmente
através de troca cationica. A adicdo de cama de frango ao nivel de 5% diminui o potencial de
sor¢do de ambos os compostos, um efeito possivelmente relacionado com as mudancas no pH
do solo ou a competi¢do direta entre a cama de frango e os antibidticos pelos sitios de troca do
solo.

A dissipacdo das fluoroquinolonas estudadas variou consideravelmente, sendo os
valores de DTsp de 15 a mais de 70 dias. No entanto, em todos os casos, a dissipacdo foi mais
rdpida nas amostras do subsolo e também quando houve adi¢do de cama de frango (5%). Nas
amostras de subsolo, as taxas de dissipagdo aumentaram, o que foi associado a uma menor
sor¢do e maior biodisponibilidade dos compostos para a biodegradacdo em profundidade,
fator que compensou a menor atividade bioldgica nestas camadas, como mostrado pelo

monitoramento da atividade da enzima desidrogenase.
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