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RESUMO

Antimicrobianos veterinarios sdo muito utilizados na criagdo de frangos de corte para
prevencao de doengas e promogao de crescimento. Estima-se que para alguns deles, até
90% da dose administrada seja eliminada em sua forma ndo metabolizada ou como
metabdlitos ativos. Portanto, elevadas quantidades destas substancias sdo langcadas no
meio ambiente, cujos impactos causados por sua dispersdo podem alcangar grandes
proporgdes, contaminando aguas superficiais e subterraneas, ar, solos, plantas, ameagando
organismos terrestres e aquaticos e a disseminacdo de bactérias resistentes. Entretanto,
dados relativos sobre a ocorréncia e comportamentos de antimicrobianos veterinarios no
meio ambiente sdo muito escassos no Brasil. Portanto, os objetivos deste trabalho foram: (i)
avaliar a adsorgao de nove antimicrobianos veterinarios (amoxicilina, lincomicina, tilosina,
trimetropina, sulfadiazina, oxitetraciclina, ciprofloxacina, enrofloxacina e norfloxacina) em
solo e turfa do Estado de Sao Paulo e em cama de frango associada ao solo; (ii) propor
modelos de adsorgdo que melhor se ajustam a este fenbmeno; (iii) realizar previsao do
potencial de contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas. A determinagdo dos
compostos foi realizada utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores
de ultravioleta e fluorescéncia, apresentando resolugdo cromatografica e limites de
quantificacdo adequados. Para os antimicrobianos determinados individualmente no solo, o
modelo de adsorcio linear foi mais satisfatério com coeficientes de correlagdo situados
entre 0,844 e 0,983. Embora os modelos de adsorgao aplicados nao tenham sido
adequados ao processo de adsorcao dos antimicrobianos em mistura, tanto no solo quanto
na cama de frango associada ao solo, foi possivel indicar que estes fatores provocam
diminuicdo da adsor¢do para a maioria dos antimicrobianos estudados em todos os niveis
de concentracdo avaliados, exceto para amoxicilina que apresentou efeito contrario. Os
resultados dos estudos de adsorcéo do solo e turfa sobre diferentes tratamentos indicaram
que a calcinacdo foi responsavel pelo aumento dos valores do Ky para lincomicina,
sulfadiazina, trimetropina, norfloxacina, ciprofloxacina, sugerindo que na auséncia de
matéria orgénica, estes compostos apresentaram maior afinidade pelo solo com fortes
interacbes com a sua fracdo mineral. Para o solo esterilizado houve um incremento dos
valores do Ky para lincomicina, trimetropina, tilosina, norfloxacina e ciprofloxacina, sugerindo
que na auséncia de microorganismos, 0s antimicrobianos estdo menos susceptiveis a
degradacéo bidtica, permitindo que uma maior quantidade possa ser adsorvida. A aplicagao
dos coeficientes de adsor¢cao normalizados (K,.) obtidos neste trabalho nos modelos que
prevéem o potencial de contaminagao de aguas superficiais e subterrdneas indicou que os
antimicrobianos estudados apresentam maior mobilidade no solo de Araraquara quando
comparado com os mesmos compostos em solos de outros paises. Entre os compostos
estudados neste trabalho os que apresentaram maior potencial de atingir aguas superficiais
e subterraneas foram lincomicina, sulfadiazina, trimetropina, enrofloxacina e ciprofloxacina,
merecendo prioridade nos estudos de ocorréncia e monitoramento de antimicrobianos no
ambiente. De forma geral, este estudo contribui para uma primeira investigacao sobre o
comportamento de antimicrobianos veterinarios mais utilizados no Brasil na criagdo de
frangos de corte e pode servir de base em estudos posteriores. Dessa forma pode contribuir
para o diagnostico da contaminag@o de recursos hidricos por antimicrobianos que o uso da
cama de frango pode ocasionar.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Solo. Cama de frango. Adsor¢&o. Contaminagao.



ABSTRACT

Veterinary antimicrobials are widely used in the poultry production for disease prevention and
growth promotion. It is estimated that for some of them, up to 90 % of the administered dose
is eliminated in its unmetabolized form or as active metabolites. Therefore, large amounts of
these substances are released into the environment, whose impacts caused by its dispersion
can reach large proportions, contaminating surface and groundwater, air, soil, plants,
threatening aquatic and terrestrial organisms and spreading of resistant bacteria. However,
data about the occurrence and behavior of veterinary antimicrobials in the environment are
very limited in Brazil. Therefore, the objectives of this work were: (i) to evaluate the
adsorption nine veterinary antimicrobials (amoxicillin, lincomycin, tylosin, trimethoprim,
sulfadiazine, oxytetracycline, ciprofloxacin, enrofloxacin, and norfloxacin) in soil and peat of
the State of Sdo Paulo using different treatments and in poultry litter associated to soil; (ii) to
propose adsorption models that best represents this process; (iii) to estimate the potential for
contamination of surface and groundwater using the normalized adsorption coefficients (Kqc)
obtained in this study. The determination of the compounds was performed using high
performance liquid chromatography with ultraviolet and fluorescence detectors, with good
chromatographic resolution and suitable quantification limits. For antimicrobials analyzed
individually in soil, the adsorption linear model was satisfactory with correlation coefficients
ranging between 0,844 and 0,983. Although the adsorption models applied were not
appropriate for the mixture antimicrobials adsorption for the soil and soil associated to poultry
litter, these factors caused a decrease of adsorption for most antimicrobials studied in all
concentration levels evaluated, except for amoxicillin that showed opposite effect. The
calcination of soil and peat was responsible by the increase of the Ky values for lincomycin,
sulfadiazine, trimethoprim, norfloxacina, and ciprofloxacin, suggesting that in the absence of
organic matter these compounds have a high affinity by the mineral fraction. There was an
increment in the Ky values of sterilized soil for lincomycin, trimethoprim, tylosin, norfloxacin
and ciprofloxacin, suggesting that in the absence of microorganisms, the antimicrobials are
less susceptible to biotic degradation, allowing that a larger amount of compound may be
adsorbed. While for the sterilized peat the increase in Ky values occurred only for
sulfadiazine and norfloxacin. The K,. values obtained in this study applied to the predictive
models of contamination indicate that antimicrobial showed greater mobility in soil
Araraquara compared to the same compounds in soils form other countries. Among the
compounds studied lincomycin, sulfadiazine, trimethoprim, enrofloxacina, and ciprofloxacin
were the ones with greater potential to reach surface water and groundwater. Overall, this
work contributes to an initial investigation about the behavior of veterinary antimicrobials
most used in Brazil in the poultry production and can assist in further studies. Thus may
contribute to the contamination diagnosis of water resources by antimicrobials due the
poultry litter used in the field.

Keywords: Antimicrobial. Soil. Poultry Litter. Adsorption. Contamination.
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1. INTRODUGAO

1.1. Avicultura industrial no Brasil e no mundo: aspecto econémico,
sistemas de criagao e riscos gerais associados a produgao avicola

1.1.1. Aspecto Econdémico

A carne de frango é produzida em escala industrial em todo o mundo e o
Brasil € um dos maiores produtores. Ela esta se tornando cada vez mais popular na
refeicado diaria, por tratar-se de um tipo de carne com baixo teor de gorduras e menor
custo que suina e bovina (PARANA, 2013). Atualmente o Brasil é o terceiro maior
produtor mundial de carne de frango, ficando atras apenas dos Estados Unidos e
China, com uma participagao de 15,4% da produgdo mundial no ano de 2012. E em
2004, tornou-se o primeiro exportador e desde la ndo perdeu seu posto, com uma
participacdo de 38,0% das exportagdes mundiais (UNIAO BRASILEIRA DE
AVICULTURA, 2013b). Os graficos da Figura 1 ilustram a producao e exportacéao

mundial em toneladas de carne de frango no ano de 2012.

Figura 1 — Producao e exportacdo mundial em toneladas de carne de frango em 2012.

Producdo em 2012 (mil toneladas)

16476 13700 12645 9480 3160 26856

82317 EUA China Brasil UE india Outros

Total

Exportacdo em 2012 (mil toneladas)

3918 3211 1080 540 400 1152

10301 Brasil EUA UE Taildandia China Outros

Total

Fonte: adaptado de Unido Brasileira de Avicultura (2013b).
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A Figura 2 mostra a série histérica acerca da exportagcado mundial de carne de
frango de 1990 até 2012. Nesse periodo houve um crescimento de 1310,4%,

evidenciando porque o Brasil tornou-se o maior exportador mundial.

Figura 2 — Série historica das exportagdes de carne de frango do Brasil (1990 — 2012).

Exportagdo — série historica (mil toneladas)

1990 1992 . 1994 1996 1958 J 2000 2002 2004 2006 2008 J 2010
Fonte: adaptado de Unido Brasileira de Avicultura (2013b).

Atualmente, o Estado de Sao Paulo é o quarto maior produtor e exportador de
frango de corte do pais, o que representa 12,9 % e 7,1 % da participagéo nacional
em produgdo e exportacdo, respectivamente (UNIAO BRASILEIRA DE
AVICULTURA, 2013b), sendo superado apenas pelos Estados do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, demonstrando sua importancia no cenario nacional
(Figura 3). As unidades de produgcdo estdo distribuidas por todo Estado, mas
concentram-se nas regides de Campinas, Araraquara, S&do Carlos, Sorocaba,

Braganca Paulista e Tieté.
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Figura 3 — Producao de frangos de corte por Estado brasileiro em 2012.

0, 470

7”’ GO (6,5 %) %)
SP (129 %)\ / / MS (2,8 %)
DF(16%)

RS (14,1 %) \
Outros (2,5 %)

7 N

SC (17,3 %) PR (30,4 %)

Fonte: adaptado de Unido Brasileira de Avicultura (2013b).

Ainda segundo a Uniado Brasileira de Avicultura (UBABEF), no ano de 2011, o
consumo per capita de carne de frango no Brasil foi de 47,4 kg/hab/ano, sendo o 7°
maior de um ranking de 77 paises e a frente de grandes exportadores e produtores
como Estados Unidos e China (UNIAO BRASILEIRA DE AVICULTURA, 2013b). O
consumo de carne de frango cresceu 50,5% nos ultimos doze anos, passando de
29,9 para 45,0 kg por habitante. Gragas a este elevado crescimento, 0 consumo de
carne de frango ultrapassou pela primeira vez o de carne bovina no ano de 2008,
tornando-se a carne mais consumida pelos brasileiros (Figura 4). Com todo este
desempenho, a carne de frango passou a ser a carne mais produzida, mais

consumida e mais exportada pelo Brasil.
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Figura 4 — Evolugcdo do consumo das carnes bovina, de frango e suina.

50 ~
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5
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.1.2. Sistemas de criagao

Os sistemas de manejo avicola podem ser classificados em trés formas de
exploracao: extensiva, semi-intensiva e intensiva. A forma extensiva tem como
caracteristica fundamental a criagdo dos animais em liberdade, recebendo uma
porcao diaria de milho, passando o resto do tempo ciscando e procurando outros
alimentos como pequenos animais e vegetais, debicando e esgravatando em volta
da casa a procura de alimento, ou seja, sem controle especifico do que é ingerido
(ALBUQUERQUE, 2005).

Ja na forma semi-intensiva, as aves encontram-se restritas a um campo
aberto, porém delimitado por uma cerca aramada. Neste espaco existe um pequeno
galinheiro no qual os animais sdo mantidos em local fechado durante a noite. E um
sistema mais controlado do que o extensivo, uma vez que permite ao criador
fornecer praticamente todo alimento e agua. O numero de aves varia entre 50 e 200,
sendo considerada uma criagao de pequena escala (SARCINELLI et al., 2007).

E por ultimo, o sistema intensivo é utilizado para criagcdes que requerem maior

investimento, tanto financeiro, como operacional envolvendo mao de obra, sendo
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atualmente, a forma de criagdo mais utilizada no Brasil, tendo como principal
caracteristica o numero elevado de aves, podendo chegar aos milhares, como
ilustrado na Figura 5 (SARCINELLI et al., 2007).

Figura 5 — Sistema de criagao intensiva de frango de corte: granja com milhares de animais.

Fonte: Google imagens.

Esse sistema de criacdo tem possibilitado a avicultura ser explorada com
resultados similares durante todo o ano, ndo dependendo das condi¢des climaticas,
que era um fator limitante no passado, devido ao desenvolvimento das técnicas de
criacdo, alimentagdo e instalagdo. Tal progresso foi consequéncia direta dos
avangos na investigagdo sobre incubacgdo artificial, necessidades nutricionais e
controle de doencas (SARCINELLI et al., 2007). O conhecimento das diversas
patologias e dos procedimentos para preveni-las ou cura-las permitiu viabilizar a
intensificagdo da producdo animal. Outras areas do conhecimento como o
melhoramento genético, a determinagdo das necessidades nutricionais e o
balanceamento da ragdo também foram fundamentais e tém permitido um aumento
da eficiéncia zootécnica desses animais (ALBUQUERQUE, 2005).

Em uma criagdo intensiva de frangos os gastos com a alimentagéo
representam de 60 a 70% do total e deve ser equilibrada para garantir a qualidade

da carne e dos ovos (LIMA, 2005). A ragao deve ser composta de milho e sorgo



24

como fonte de carboidratos, de 6leos vegetais e gordura animal para fornecimento
de lipidios e, como fonte de proteina, o farelo de soja, de algodao, de girassol e a
farinha de origem animal (NICOLETT]I, 2005).

Além das fontes de energia, proteina, minerais e vitaminas, sdo utilizados
outros ingredientes aditivos na ragao, cuja finalidade é dar aroma, cor, sabor e,
principalmente, substancias que previnem doencgas e que estimulam o crescimento
das aves, os antimicrobianos (PALERMO NETO, 2006). Cabe ressaltar que uso de
horménios na criagdo dos frangos é considerado inviavel e uma pratica proibida no
Brasil (UNIAO BRASILEIRA DE AVICULTURA, 2013a).

Além de atuarem como promotores de crescimento e prevengao de doencgas,
os antimicrobianos apresentam a vantagem da diminuigdo do tempo necessario para
que se atinja o peso ideal para o abate, diminuicdo do consumo de ragdo, aumento
da eficiéncia alimentar, melhoria das qualidades organolépticas e conservacado da
ragdo, além da diminuicdo da mortalidade (ALBUQUERQUE, 2005).

Alguns mecanismos tém sido sugeridos como explicagao para utilizacdo dos
antimicrobianos como promotores de crescimento, entre eles destacam-se: (a)
inibicdo das infecgdes subclinicas e, portanto, um animal mais saudavel; (b)
diminuicdo da espessura da parede intestinal e; (c) controle dos microrganismos
patogénicos presentes no intestino. A atuagdo dos antimicrobianos, de acordo com
0S mecanismos propostos, facilitaria a absorcdo de nutrientes e o animal teria um
desenvolvimento mais acelerado (KUMAR et al., 2005).

A producgao de frango de corte, no modo intensivo, gera grande volume de
cama de frango. A cama de frango € o material distribuido sobre o piso dos galpdes
e apresenta a finalidade de servir como leito para as aves, absorvendo a umidade,
funcionando como isolante térmico e amortecendo o impacto. O material utilizado
como cama normalmente pode apresentar de cinco a quinze centimetros de
espessura e ser composto por pé de serra, maravalha, cascas de arroz e /ou
amendoim, sabugo de milho triturado, palha das culturas em geral e feno de
gramineas (PAGANINI, 2004).

Em varios paises, inclusive no Brasil, a cama de frango pode ser reutilizada
de trés a cinco geragdes, acumulando restos de ragao, penas e excreta dos animais.

A reutilizacdo da cama de frango repercute em um impacto econdmico favoravel ao
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criador uma vez que diminui os custos relativos a aquisigao, retirada e disposicao,
além de evitar a escassez do material e mao de obra para retira-la do galpéo,
diminuindo a necessidade de locais apropriados para disposicédo da cama de frango
utilizada (OVIEDO-RONDON, 2008).

1.1.3. Consideragcoes sobre os riscos gerais associados a cama de
frango

O sistema intensivo da produgdo de aves gera uma grande quantidade de
residuo, proveniente da criagao, abate e processamento dos animais. Estima-se que
no Brasil gera-se anualmente em torno de 9,1 bilhdes de quilogramas de cama de
frango (SANTOS, 2002).

Este material era amplamente utilizado na alimentagdo de ruminantes,
entretanto, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) proibe
desde 2001 esse tipo de uso em todo o territorio nacional através da Instrugao
Normativa n® 15 de dezessete de julho deste mesmo ano, no seu 2° artigo (BRASIL,
2001). Esta decisdo foi tomada porque estudos associaram os casos da doenca
encefalopatia espongiforme bovina, comumente denominada de “sindrome da vaca
louca”, ocorridos na Europa, com a possibilidade de transmiss&o dessa patogenia
por meio da cama de frango. Estes residuos poderiam conter ingredientes de origem
animal, que ao serem ingeridos pelos bovinos, passariam a ser portadores desta
doenca.

Portanto, essa proibicdo resultou na intensificacdo do uso da cama de frango
como adubo organico na lavoura, que apresenta concentragcbes importantes de
nitrogénio, fosforo, potassio, cobre e zinco. Além desses elementos, os
antimicrobianos estdo presentes na cama de frango, uma vez que para alguns deles
a taxa de excrecéo representa até 90% da dose administrada (KUMAR et al., 2005).

Sabe-se que todo medicamento ingerido ou injetado no animal passa por um
processo de absorcao, distribuicdo, biotransformacdo e excreg¢ao. Dessa forma, o
destino final dos medicamentos e de seus metabdlitos é a excreta das aves,
(GONZALES et al., 2005). Portanto, a cama de aviario pode apresentar residuos
destes antimicrobianos e de seus metabdlitos e o desconhecimento sobre os

impactos destas substancias no ambiente € motivo de grande preocupacéo.
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Segundo Santos (2002), se a degradagéo destes compostos na cama avicola
nao ocorrer eficientemente, o risco de resisténcia microbiolégica pode ser iminente.
As bactérias podem passar por alteragbes do material genético, adquirindo
resisténcia aos farmacos, por exemplo, e tais microrganismos quando presentes em
um rio que contenha residuos de antimicrobianos podem adquirir resisténcia a essas
substancias. Desde a década de 80, pesquisadores vém observando que
determinadas cepas bacterianas tém se tornado resistentes aos antimicrobianos
promotores de crescimento utilizados em aves, e que o uso continuo desses
produtos pode expandir os tipos de genes de resisténcia na natureza. Nesse
sentido, a grande preocupagao € que bactérias resistentes em animais de produgao
possam contribuir para a resisténcia aos antimicrobianos em humanos.

A contaminagdo ambiental causada pela cama de frango pode se originar de
diferentes formas: pelos elementos inorganicos nitrogénio e fosforo principalmente;
por microrganismos, tais como Samonellas sp e Escherichia coli devido a elevada
concentragédo de nutrientes, matéria organica e fezes dos animais, nas quais muitos
dos microrganismos patogénicos presentes sdo resistentes aos antimicrobianos
usados no tratamento de doengas em humanos e em outros animais de criagcao
domeéstica e; por compostos organicos, tais como os antimicrobianos. Assim, quando
a cama de frango é aplicada ao solo sem nenhum tratamento prévio, como a
compostagem, por exemplo, estes microrganismos, os compostos inorganicos e
organicos podem contaminar o proprio solo, as lavouras e os mananciais de agua
(HAHN, 2004; OVIEDO-RONDON, 2008).

1.2. Vias de entrada, ocorréncia e comportamento de antimicrobianos
no ambiente

1.2.1. Vias de entrada e ocorréncia de antimicrobianos no ambiente

Com a intensificagdo no uso da cama de frango como adubo na lavoura, o
problema passou a ter carater ambientalista, uma vez que a excreta é muitas vezes
langada diretamente no campo ou empregado como fertilizante em solos cultivaveis
sem nenhum cuidado prévio. Além disso, processos atuais de tratamento destes
residuos ndo sido capazes de eliminar completamente os antimicrobianos, podendo

tornar uma ameaga ao ambiente ja que farmacos veterinarios e seus metabdlitos
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podem ser lixiviados no solo e atingir ecossistemas terrestres e aquaticos,
influenciando na potabilidade dos recursos hidricos (GONZALES et al., 2005).

Conforme apresentado na Figura 6, a insercdo de antimicrobianos e outros
farmacos no ambiente podem ocorrer por meio dos excrementos dos animais, pela
contaminagao por esgotos industriais e sanitarios, pelas mas condi¢des de
armazenagem dos produtos nao utilizados ou com prazo de validade expirado e
através de tratamentos administrados na aquicultura. Dentre estes, as fezes e a
urina sdo as maiores fontes de contaminagao, ja que o esterco € muitas vezes
langado diretamente no pasto ou empregado como fertilizante sem nenhum
tratamento prévio (GONZALES et al., 2005; PEREIRA et al., 2012).

Figura 6 — Principais rotas de contaminagdo do solo por farmacos de uso humano e
veterinario.
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Apesar da importancia da produgao avicola para o agronegocio brasileiro de
acordo como descrito no item precedente desta tese, o pais carece de pesquisas na
area, nao dispondo de levantamentos abrangentes sobre a ocorréncia de residuos
dos principais antimicrobianos de uso veterinario no ambiente. Entre os poucos
estudos encontrados na literatura sobre a ocorréncia destes compostos no Brasil,
destacam-se:

Locatelli et al. (2011) avaliaram a presenga de amoxicilina, ampicilina,
cefalexina, ciprofloxacina, norfloxacina, sulfamethoxazol e tetraciclina em agua do rio
Atibaia (SP). Todos os antimicrobianos estudados foram encontrados em pelo
menos uma das amostras analisadas, com destaque para norfloxacina cujas
concentracdes variaram de 0,50 até 51 ng L' e para cefalexina, cuja faixa de
concentragao variou de 2,4 até 133,0 ng L™

Leal et al. (2012) investigaram a presenga dos antimicrobianos da classe das
fluoroquinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina e danofloxacina) em
amostras de solo e cama de frango. Ciprofloxacina, norfloxacina e enrofloxacina
foram encontradas em amostras de cama de frango e solo na faixa de concentragao
de 0,39 a 30,97 mg kg'1. Em outro estudo, estes mesmos compostos, exceto
danofloxacina, foram analisados em amostras de cama de frango provenientes do
Distrito de Bueno de Andrada, Araraquara (SP), e foram identificados os
antimicrobianos ciprofloxacina e enrofloxacina na ordem de 100 pg kg' (PAVANI,
2011).

Por outro lado, esse cenario é diferente no mundo uma vez que foram
reportados na literatura diversos trabalhos sobre essa tematica em diferentes paises.
Estdo listados na Tabela 1 trabalhos encontrados na literatura que mostram a
presenca de antimicrobianos em aguas superficial e subterranea, solo e em
diferentes tipos de esterco animal. Esta tabela foi dividida destacando-se as
principais classes de compostos que vém sendo analisadas nas diferentes matrizes

citadas.



Tabela 1 - Ocorréncia de antimicrobianos de diferentes grupos farmacol6gicos no ambiente.

farmc;rcl:)?ggico Antimicrobiano Concentragao Matriz Pais Referéncia
0,28 ug kg™ Esterco animal Reino Unido Boxall et al., 2002
0,053 mg kg™ Solo Alemanha e Turquia Uslu et al., 2008
Ciorofloxacina 0,3a3,0 mg kg Cama de frango China Xiang-Gang et al., 2008
P Até 45,6 mg kg™ Cama de frango China Zhao et al., 2010
Até 17,1 ug kg™ Solo China Huang et al., 2013
Até 2,4 mg kg™ Cama de frango China Huang et al., 2013
Até 225,5 mg kg’ Cama de frango China Zhao et al., 2010
Até 1,9 mg kg™ Cama de frango Malasia Ho et al., 2012
Norfloxacina Até 95,7 ug kg™ Solo Malasia Ho et al., 2012
Até 13,7 pug kg™ Solo China Huang at al., 2013
Até 3,6 mg kg™ Cama de frango China Huang et al., 2013
: . Até 6,0 mg kg™ Cama de frango China Huang et al., 2013
Fluoroguinolonas Ofloxacina Até 25,9 ug kg! Solo China Huang et al., 2013
Danofloxacina Até 1,1 mg kg™ Cama de frango China Zhao et al., 2010
0,06 mg kg'1 Cama de frango Turquia ggg%' & Balcioglu et al.,
0,05 mg kg™ Solo Turquia gg{g € Balcioglu et al,
Enrofloxacina Até 1420,8 mg kg™ Cama de frango China Zhao et al., 2010
Até 61 ng L Estuario China Zheng et al., 2011
Até 26,9 mg kg™ Cama de frango Malasia Ho et al., 2012
Até 377,7 ug kg™ Solo Malasia Ho et al., 2012
Até 20,6 ug kg™ Solo China Huang et al., 2013
Até 31,3 ug kg™ Cama de frango China Huang et al., 2013

Fonte: elaborada pelo autor.
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Grupo

farmacolégico Antimicrobiano Concentragao Matriz Pais Referéncia
Até 2,8 mg kg™ Cama de frango Austria g/llargggg-Carballo et
Fluoroquinolonas Enrofloxacina 037 ma ko Solo Austria Martinez-Carballo et
o f MIKg al., 2007
Até 0,204 mg kg’ ] Solo Alemanha e Turquia Uslu et al., 2008
B-lactamicos Amoxicilina <10ng L Agua superficial Alemanha Christian et al., 2003
Piperaciclina Até 15ng L Agua superficial Alemanha Christian et al., 2003
Azitromicina Até 13ng L Agua superficial Alemanha Christian et al., 2003
Claritromicina Até 20 ng L™ Agua superficial Alemanha Christian et al., 2003
Clindamicina Até 30 ng L™ Agua superficial Alemanha Christian et al., 2003
Até 1,70 pg L™ Agua superficial Alemanha Hirsch et al., 1999
Eritromicina 2.5 g L Agua superficial EUA gg(;gpagnolo etal.,
Até 300 ng L Agua superficial Alemanha Christian et al., 2003
Até 31,6 ug kg™ Cama de frango Malasia Ho et al., 2012
Macrolideos Roxitromicina Até 30 ng L Agua superficial Alemanha Christian et al., 2003
Até 210 ug kg’ Cama de frango China Huang et al., 2013
o 90 ng L’ Agua superficial Alemanha Christian et al., 2003
Tilosina Até 13,7 mg kg™ Cama de frango Malasia Ho et al., 2012
Até 679 ug kg’ Solo Malasia Ho et al., 2012
Até 240 g L Agua superficial EUA Sampagnolo etal.,
Lincomicina 21,1 g L™ Agua superficial Reino Unido Boxall et al., 2005
8,5 ug kg'1 Solo Reino Unido Boxall et al., 2005
Até 8,7 ug kg™’ Biossdlido EUA Ding et al., 2011

Fonte: elaborada pelo autor.
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Farm(ir:cflggico Antimicrobiano Concentragao Matriz Pais Referéncia
0,15 ug L Agua superficial EUA Lindsey et al., 2001
Até 1 mg L™ Agua superficial EUA ggc?;pagnolo etal,
46a7,3pugkg’ Solo Alemanha I2-|§0n;scher etal,
Clortetraciclina .
Até 46 mg kg’ Esterco de suino Austria le\‘/llar;lgg?-Carballo et
Até 347 g kg'! Biossélido EUA Ding et al., 2011
Até 73 pg L ﬁ%‘:}ﬁores'd“a's d¢  China Wei et al., 2011
Até 2,2 ug L™ Agua superficial China Wei et al., 2011
S Até 410 pg L™ Agua superficial EUA gg(;gpagnolo etal.,
71,7 ug L Agua superficial Inglaterra Kay et al., 2005
Até 29 mg kg™’ Esterco de Suino Austria g/llargggg-Caballo et
Oxitetraciclina Até 744 pg kg™ Biossdlido EUA Ding et al., 2011
Até 3,7 g L ﬁ%ﬁ?ges'd“a's 9 China Wei et al., 2011
Até 2,4 ug L™ Agua supercicial China Wei et al., 2011
0,07 a 1,34 ug L’ Agua superficial EUA Lindsey et al., 2001
27 ug kg™’ Solo Alemanha Kim et al., 2011
282 ug kg™ Biossolido EUA Ding et al., 2011
Tetraciclina Até 10,3 pg L™ ﬁ%‘ﬁores'd“a's 9 China Wei et al., 2011
Até 0,8 ug L™ Agua superficial China Wei et al., 2011

Fonte: elaborada pelo autor.
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Grupg . Antimicrobiano Concentragao Matriz Pais Referéncia
Farmacolégico
Até 0,20 pg L™ Agua superficial Alemanha  Hirsch et al., 1999
2,5 ug L™ Agua superficial EUA Campagnolo et al., 2002
Até 71 ng L™ Agua superficial Alemanha  Christian et al., 2003
Trimetropina 0 5 g kg™ Solo Sﬁ:gg Boxall et al., 2005
Até 17 mg kg™’ Cama de frango Austria Martinez-Carballo et al., 2007
Até 3,4 mg kg™ Cama de frango Malasia Ho et al., 2012
Até 60,1 ug kg™ ] Solo Malasia Ho et al., 2012
0,47 ug L Agua subterranea Alemanha Hirsch et al., 1999
1,02 ug L™ Agua superficial EUA Lindsey et al., 2001
0,22 pg L™ Agua subterranea EUA Lindsey et al., 2001
Até 98 ng L ~Agua superficial Alemanha  Christian et al., 2003
Sulfonamidas ~ Suametoxazole - are 64 g L Ag“afn;erfé?é‘:'s 9 China  Weietal., 2011
Até 0,6 ug L™ Agua superficial China Wei et al., 2011
Até 2,5 ug kg™ Solo Franca Tamtam et al., 2011
Até 36 mg kg™ Biossolido EUA Ding et al., 2011
Até 2,6 ng g'1 ] Solo Espanha Garcia-Galan et al., 2013
0,16 ug L™’ Agua subterranea Alemanha  Hirsch et al., 1999
400 pg L™ Agua superficial EUA Campagnolo et al., 2002
2 ug kg™’ ] Solo Alemanha Hamscher et al., 2005
Sulfametazina  Até 211 pg L™ Ag“afn ;e:’é?g:'s de China  Weietal., 2011
Até 4,7 ug L Agua superficial China Wei et al., 2011
0,22 ug L™ Agua superficial EUA Lindsey et al., 2001
Até 132 mg kg™ Biossodlido EUA Ding et al., 2011
Até 204 ng g’ Solo Espanha  Garcia-Galan et al., 2013

Fonte: elaborada pelo autor.
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Grupo Farmacolégico Antimicrobiano Concentragao Matriz Pais Referéncia
Sulfatiazole 0,08 pg L™ Agua superficial EUA Lindsey et al., 2001
Até 0,72ng g™ Solo Espanha Garcia-Galan et al., 2013
. 51 mg kg™ Cama de Frango Austria Martinez-Carballo et al., 2007
Sulfonamidas 91 mg kg™ Esterco de Peru Austria Martinez-Carballo et al., 2007
Sulfadiazina 562 mg kg™ ~ Biossdlido EUA Ding et al., 2011
Até 17 pg L™ Aguas residuais de China  Weietal., 2011
~ manejos
Até 1 pg L™ Agua superficial China Wei et al., 2011
Até 4,26 ng g’ Solo Espanha Garcia-Galan et al., 2013
Monensina Até 4,1 mg kg™ Cama de frango EUA Sun et al., 2013
lonéforos Salinomicina Até 21,9 mg kg™’ Cama de frango EUA Sun et al., 2013
Narasina Até 3,3 mg kg™ Cama de frango EUA Sun et al., 2013

Fonte: elaborada pelo autor
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De acordo com a Tabela 1 diversas classes de antimicrobianos estao sendo
encontradas, em diversos paises, em agua de rio, solo e esterco, além de cama de
frango. Segundo este levantamento, os paises que mais reportam trabalhos
relacionados com a ocorréncia de antimicrobianos no ambiente s&do os Estados
Unidos e China, seguidos dos paises europeus Reino Unido, Alemanha, Austria e
Espanha. Completam a lista a Turquia, pais euro-asiatico e Malasia do sudeste da
Asia.

Esta elevada frequéncia de antimicrobianos no ambiente fez com que varios
paises da Unido Européia e os Estados Unidos iniciassem programas de
monitoramento e avaliagdo do impacto ambiental causado por esses compostos
(SARMAH et al., 2006). Nos Estados Unidos, por exemplo, uma pesquisa revelou
que antimicrobianos foram encontrados em 27% dos 139 rios investigados em
concentracdes de até 0,7 mg L e que a principal fonte desses compostos era o
esterco animal aplicado na agricultura como adubo contendo residuos dessas
substancias (KOLPIN et al., 2002; BAGUER et al., 2000).

1.2.2. Comportamento de antimicrobianos no ambiente

Embora existam alguns estudos brasileiros sobre a ocorréncia de
antimicrobiano no ambiente, ainda s&o incipientes as informacdes quanto ao seu
comportamento em matrizes ambientais, tais como solo e agua e matrizes de
interesse ambiental como lodo de esgoto e cama de frango (LOCATELLI et al., 2011;
LEAL et al., 2012; PAVANI, 2011).

Como sdo poucas essas informacdes quanto ao destino e comportamento
dos antimicrobianos no ambiente e o impacto a saude humana, investigagdes para
elucidar a influéncia destes compostos no ecossistema sao necessarias a fim de
estabelecer uma gestdo segura de destinagdo e tratamento destes residuos.
Algumas das estratégias para avaliar o comportamento desses compostos no
ambiente sao investigar as interagbes com o solo, por meio de estudos de adsorgéo,
dessorgao, lixiviagdo e degradagdo (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-
OPERATION AND DEVELOPMENT, 2011a; ORGANIZATION FOR ECONOMIC
CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2011b).
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A distribuicdo de uma substancia entre as fases sélida e aquosa do solo € um
processo complexo que depende de uma série de fatores: a natureza quimica da
substancia, as caracteristicas do solo e fatores climaticos, como precipitagdo
pluviométrica, temperatura, exposi¢ao a radiacdo e vento. Estudos de adsorcio e
lixiviagdo geram informag¢des importantes sobre a mobilidade de substancias
quimicas e sua distribuicdo nos compartimentos solo, agua e ar. Podem ser
utilizadas na previsdo ou estimativa, por exemplo, da disponibilidade de uma
substéncia quimica para degradagédo, para transformagdo e incorporagdo por
organismos, para lixiviagao através do perfil do solo e o escoamento até as aguas
superficiais e subterraneas. Assim, informacgdes valiosas sobre o impacto ambiental
de uma substancia quimica e os numerosos fenbmenos e mecanismos envolvidos
podem ser obtidas por esses estudos (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-
OPERATION AND DEVELOPMENT, 2011a; ORGANIZATION FOR ECONOMIC
CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2011b).

Fan et al. (2011) investigaram a adsorgdo e lixiviagdo de sulfametazina
radiomarcada (classe das sulfonamidas), em sistema solo-agua, em escala
laboratorial e diferentes tipos de solo. Os estudos de adsorcdo indicaram que a
sulfametazina radiomarcada foi degradada a um metabdlito mais polar que o
composto precursor, porém sua estrutura quimica nao foi elucidada. Os coeficientes
de adsorcdo (Kq) para sulfametazina situaram-se entre 7,5 e 206,2 L kg™ e que havia
correlagdes fortemente positivas entre a adsorgdo do metabdlito mais polar com as
fragcdes silte e argila dos solos, assim como com a matéria organica e, correlagdes
negativas com a fragao arenosa dos solos. Os experimentos de lixiviagdo mostraram
que de 33 a 70 % de sulfametazina foi degradada em seis horas e que de 69 a 99,7
% do composto precursor e seu metabdlito foram recuperados no eluato das colunas
de lixiviag&do, sugerindo que ambos apresentam elevada mobilidade.

Boxall et al. (2002) variaram o pH de solos argiloso e arenoso para verificar o
comportamento de outra sulfonamida, a sulfacloropiridazina. Foi observado que a
adsorcdo deste composto diminui em ambos os solos com o aumento do pH,
apresentando baixos valores de K4 (0,9 a 1,8 L kg'1), 0S quais indicaram que a

substancia seria altamente moével.
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A adsorcado dos antimicrobianos oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina,
da classe das tetraciclinas, foi estudada por Sassman e Lee (2005) em solos com
diferentes pHs, quantidade de argila, capacidade de troca catibnica e carbono
organico. As trés tetraciclinas apresentaram elevada adsorg¢do, especialmente nos
solos mais acidos e altamente argilosos e quando normalizada a capacidade de
troca catidnica, houve um decréscimo da adsor¢éao com o aumento do pH. Como as
tetraciclinas apresentam multilplos grupos funcionais, elas podem existir de trés
formas: catidbnica, apresentando uma carga positiva; neutra (zwiteribnica) com uma
carga positiva e uma negativa; e anibnica possuindo duas cargas negativas e uma
positiva. Nesse sentido foram estimados os coeficientes de adsorgcéo (Kq) para cada
espécie e os autores identificaram que os maiores valores desta constante foram
para as espeécies catidbnicas, sugerindo que a adsorgaéo ocorre nos sitios negativos
do solos.

Pils e Laird (2007) também estudaram o comportamento de duas tetraciclinas
(tetraciclina e clortetraciclina) em dois tipos de solos argilosos. Os autores
constataram que havia adsorgdo preferencial na fragdo argilosa, seguida pelas
substancias humicas e, por ultimo, pela mistura de argila com as substancias
humicas.

Enquanto os trabalhos citados anteriormente estudaram apenas um grupo
farmacolégico em cada um de seus estudos, Rabolle e Spliild (2000) avaliaram a
adsorcao de antimicrobianos de diferentes classes em varios tipos de solos. Os
coeficientes de adsorcdo (Kg) variaram entre 0,5 e 0,7 L kg~ para metronidazol,
(classe dos nitroimidazois); de 0,7 a 1,7 L kg"' para olaquindox, (grupo das
quinoxalinas); e de 8 a 128 L kg™’ para tilosina (classe dos macrolideos). O estudo
mostrou que a adsorc¢ao de tilosina parece correlacionar-se positivamente com o teor
de argila do solo e que nenhuma outra relagcao foi observada. Exceto para a
oxitetraciclina que foi fortemente adsorvida em todos os solos investigados, com
valores de 417 L kg™ para solo arenoso até 1026 L kg™ em solo franco-arenoso.

Kim et al. (2012) investigaram as influéncias do pH e do teor de matéria
organica na adsorgao de antimicrobianos (oxitetraciclina, amoxicilina e sulfatiazol)
em dois tipos de solos sul-coreanos. A capacidade de adsor¢cao dos compostos

aumentou com a diminui¢do do pH dos solos e com o0 aumento do teor de matéria
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organica. Os autores concluiram também que a adsorg¢ao foi maior no solo argiloso
comparado ao arenoso. Além disso, os resultados indicaram que a amoxicilina e
sulfatiazol sdo altamente méveis e, portanto, podem ser transportados rapidamente
no perfil dos solos atingindo as aguas superficiais. No entanto, a oxitetraciclina
apresentou elevada adsorgdo em solos acidos e com alta porcentagem de matéria
organica. Além dessas avaliagdes, os autores propuseram o modelo de adsorgao
que melhor representou este fendbmeno e concluiram que o modelo de Freundlich se
ajustava melhor que o de Langmuir, sugerindo que a energia de adsorgédo decresce
logaritmicamente a medida que a superficie vai se tornando coberta pelo composto.
Os trabalhos descritos anteriormente foram todos realizados em outros paises
assim como a maioria dos que estdo publicados na literatura. A Tabela 2 reune
estudos compilados por Pereira et al. (2012), apresentando trabalhos que se referem
aos dados de adsorgcdo de antimicrobianos com diferentes tipos de solos e em

diversos paises.
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Tabela 2 — Dados de adsor¢ao de antimicrobianos obtidos em diferentes tipos de solos e paises compilados por Pereira et al. (2012).

Caracteristicas do solo

Grupo . . A A
farmacologico Antimicrobiano H Carbono organico  Matéria organica Ka(Lg?) Koc (L g7)
P (%) (%)
Sulfacloropiridazina 6,5/6,8 - - 0,9/1,8 -
Sulfacloropiridazina 72175 0,94/1.,8 - - -
Sulfadiazina 6,7-7,0 1,6-4.4 - 1,4-2,8 37-125
Sulfadimetoxina 6,7-7,0 16-44 - 2,3-4,6 89 - 144
Sulfadimidina 6,7-7,0 1,6-4,4 - 2,3-2,7 61-150
Sulfonamidas
Sulfametazina 72175 0,94/1.,8 - - -
Sulfametoxazol 43/6,8 04/71 - 0,23 - 38 62 - 530
Sulfanilamida 6,7-7,0 1,6-4,4 - 1,5-1,7 34 -106
Sulfapiridina 6,9-7,0 1,6-24 - 1,6-7,4 101 - 308
Sulfapiridina 6,9-7,0 1,6-4.4 - 3,1-35 80 -218
Tilosina 5,6-6,3 1,1-1,6 - 8,3-128 553 - 7988
Macrolideos
Efrotomicina 50/6,7/75 - 0,1-4,6 (8 -290) 10 1,5 - 11

- Dado néao fornecido
Fonte: adaptado de Pereira et al. (2012).
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Caracteristicas do solo

farmc:zgl)ggico Antimicrobiano Carbono organico Matéria Ka(Lg") Koc (L g7)
pH (%) organica (%)
Ciprofloxacina 40/7,0 0,05-8,9 150 - 45000 -
Enrofloxacina 48-6,6 0,7-1,6 140 - 5612 1,7-7,7) 10*
rluerequinolonas Norfloxacina 40/7.0/ - 0,1-0,6 5-30
10,0
Ofloxacina 43/6,8 0,4/71 (1,2 -3,6) 10° (50 - 322) 10°
Clortetraciclina 58/7,0 <52 > 10* -
Oxitetraciclina 5,6-6,3 1,1-1,6 417 - 1026 (2,8-9,3) 10
Tetraciclinas Oxitetraciclina 1,5-11,0 - - -
Oxitetraciclina 4,0-9,0 0,12/0,23 80 - 289 -
Tetraciclina 58/7,0 3,2/5,2 >410° -
Nitroimidazois Metronidazol 56-6,3 1,1-16 0,54 - 0,67 39 - 56
Quinoxalinas Olaquindox 56-6,3 1,1-1,6 0,69 - 1,67 46 - 116

- Dado nao fornecido

Fonte: adaptado de Pereira et al. (2012).
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Os estudos de adsorcao apresentados e descritos anteriormente referem-se
aos realizados em outros paises que apresentam caracteristicas ambientais bem
diferentes quando comparadas as brasileiras. A maioria deles foi realizada em
regides de clima temperado, que apresenta condigdes ambientais diferentes dos
climas tropicais, com elevado volume de chuvas e temperaturas elevadas, além de
solos com diferentes texturas e caracteristicas de fertilidade distintas, como a
porcentagem de matéria organica e valores de pH. Todas essas peculiaridades
tropicais podem contribuir para um comportamento diferente dos antimicrobianos em
solos brasileiros e, portanto, necessitam ser avaliados. No Brasil os estudos sobre o
comportamento de antimicrobianos em solos sao escassos e recentes.

Doretto e Rath (2013) avaliaram o comportamento de adsorgdo e dessorgao
do antimicrobiano sulfadiazina (classe das sulfonamidas) em quatro tipos de solos
representativos do Estado de Sao Paulo. Nos experimentos de adsor¢ao os autores
encontraram que a sulfadiazina adsorve-se mais fortemente nos solos com maiores
teores de matéria organica e de argila. Os ensaios de dessorgao revelaram que o
antimicrobiano se dessorve mais facilmente dos solos mais argilosos em relagdo aos
arenosos, uma vez que a constante de dessor¢cao (Kgess) foi maior do que a
constante de adsorcao (K,4s) nos solos com mais argila. Além disso, os autores
indicaram que pode existir fraca interagao entre a sulfadiazina e os solos estudados,
devido aos baixos coeficientes de adsor¢do encontrados, o que sugere que tal
composto apresenta potencial para atingir aguas superficiais e subterraneas.

Outro estudo brasileiro que destaca o comportamento de antimicrobianos em
solos foi realizado por Leal et al. (2012), que avaliaram a adsorgéo e dessorgéao de
enrofloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina e norfloxacina, pertencentes a classe
das fluoroquinolonas, em solo e em amostras de cama de frango do Estado de Sao
Paulo. O potencial de adsorgao foi muito menor nas amostras cama de frango (Kq <
65 L kg ") do que nos solos avaliados (Kg ~ 40.000 L kg ™). A adigdo de 5 % de
cama de frango ao solo ndo afetou significativamente os fenbmenos de adsorcéo e
dessorcao dos antimicrobianos. Além disso, ensaios complementares revelaram que
apenas 0,5 % da quantidade adsorvida inicialmente nas amostras de solo foi
dessorvida posteriormente, enquanto até 42 % de dessorcdo foi observado para

cama de frango. Esta pesquisa revelou ainda a ocorréncia destes quatro
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antimicrobianos em cama de frango (1,37 a 6,68 mg kg™') e em solos (até 22,93 mg
kg ).

Embora existam inumeros estudos envolvendo o comportamento ambiental
dos antimicrobianos em solos e outras matrizes, desenvolvidos em diversos paises
(Tabelas 1 e 2) e que no Brasil os estudos nesta area estdo sendo iniciados, existem
ainda lacunas importantes a serem preenchidas. Destacamos alguns dos aspectos
que deveriam ser priorizados nestes estudos: (i) um numero mais expressivo de
antimicrobianos de diferentes classes farmacoldgicas; (ii) avaliagdo em diferentes
tipos de solos, principalmente quanto ao teor de matéria organica e de
granulometria; (ii) avaliagcdo da influéncia de diferentes tratamentos prévios
aplicados aos solos (calagem, plantio direto, adubacdo quimica, aplicagdo de
adubacao organica); (iv) investigagdo do efeito sinérgico dos antimicrobianos, uma
vez que a maioria dos estudos apresentados na literatura sobre o comportamento de
antimicrobianos em diferentes matrizes enfoca um ou mais compostos, porém todos
separados, fazendo com que estes estudos se distanciem da realidade; (v) avaliagéo
da influéncia das excretas incorporadas ao solo no fendmeno de adsorcdo e/ou
degradagdao destas substancias, visto que esse material € a fonte dos
antimicrobianos veterinarios no ambiente; (vi) e por ultimo, com os dados obtidos
pelos ensaios anteriores € possivel prever o potencial de contaminagdo de aguas
superficiais e subterraneas utilizando modelos de dispersdo de contaminantes,

experimentos de lixiviagao e colunas de solo de laboratérios e de campo.
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2. Apresentagao da tese

A presente tese visou pesquisar algumas das lacunas existentes neste
cenario, apresentando estudos de adsor¢cdo de nove antimicrobianos, pertencentes
a sete diferentes classes farmacoldgicas, em dois tipos de solos e em cama de
frango associada a um tipo de solo, com diferentes tratamentos (esterilizado, isento
de matéria organica e in natura). Os estudos de adsorgao foram realizados com os
antimicrobianos juntos e separados uma vez que em uma mistura quimica, seus
componentes podem ter efeitos aditivos, sinérgicos ou antagénicos, tornando dificil
estimar a contribuicdo de cada um deles para o fendbmeno de adsor¢cdo. E
finalmente, com os resultados obtidos, avaliou-se o potencial de contaminagao de
aguas superficiais e subterraneas, utilizando modelos de avaliagdo de risco
ambiental relatados na literatura que foram aplicados para diferentes compostos
organicos tais como pesticidas e antimicrobianos (GOSS, 1992; BOXALL et al. 2013;
CABRERA et al., 2008; DORES et al., 2001; LOURENCETTI, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Considerando que no Brasil dados sobre o papel de antimicrobianos (de uso
humano e veterinario) no ambiente sdo praticamente inexistentes e que
levantamentos sobre a comercializagdo e uso destes compostos nos abatedouros de
frango é incipiente, frente a importancia desse segmento para o pais, o objetivo
geral deste estudo foi gerar dados em relagdo ao comportamento de antimicrobianos
no solo, solo associado a cama de frango e estimar o potencial de contaminagao de

aguas superficiais e subterraneas.

3.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

v Selecionar os principais antimicrobianos de uso veterinario
comercializados e utilizados na criagao de frangos de cortes no Brasil e também
aqueles que tém sido mais freqlientemente encontrados em solo, cama de frango e
em outras matrizes tal como o biossélido.

v Otimizar e validar método cromatografico por CLAE-UV e CLAE-FLU
para analise individual e simultdnea dos nove antimicrobianos ciprofloxacina,
enrofloxacina, norfloxacina, amoxicilina, lincomicina, tilosina, trimetropina,
sulfadiazina e oxitetraciclina, selecionados pelos critérios do item anterior, no
sistema solo/fase aquosa (cloreto de calcio 0,01 mol L™);

v Determinacdo das curvas de adsorgao e isotermas de adsorgdo em
solo do municipio de Araraquara (SP) e em turfa proveniente de Taquaral (SP) sobre
trés tratamentos: esterilizagdo, calcinagéo (eliminagdo da matéria organica) e in
natura;

v Determinacdo das isotermas de adsorcdo em solo do municipio de
Araraquara (SP) associado a cama de frango;

v Utilizacdo dos dados obtidos pelos estudos de adsorgdao dos
antimicrobianos para avaliar o potencial de contaminagdo de aguas superficiais e

subterraneas, aplicando modelos de dispersdo de contaminantes no ambiente.
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4. MATERIAIS E METODOS

41. MATERIAIS

4.1.1. Solventes, reagentes e padroes analiticos

Os solventes e reagentes utilizados foram metanol, acetonitrila e acetona
(grau HPLC, Mallinckrodt, EUA); &cido fosférico (85%, Chemis, Brasil); Agua de alta
pureza (obtida de sistema MilliQ, Millipore, EUA) e cloreto de calcio dihidratado
(75%, J.T. Baker, Japao).

Os padrbes analiticos dos antimicrobianos amoxicilina (99,3%), lincomicina
(100,9%), sulfadiazina (99,7%), trimetropina (99,1%), oxitetraciclina (98,1%), tilosina
(83,9%), norfloxacina (99,8%) e ciprofloxacina (99,6%) foram adquiridos do
laboratério  Sigma-Aldrich. Enrofloxacina (99,0%) foi obtida do laboratério Dr.
Ehrenstorfer GmbH. As formulas estruturais destes compostos e algumas

propriedades fisicas e quimicas estao apresentadas na Tabela 3.



Tabela 3 — Propriedades fisicas e quimicas dos antimicrobianos veterinarios estudados neste trabalho.
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Nome
CAS Massa Molar K Solubilidade
Férmula Molecular (g mol™) PRats) (mg L")
Classe farmacolégica
Ciprofloxacina HN/H Y
85721-33-1 K/N N
331,34 | 3,0/6,1/8,7/10,6 1,3x 10°
C17H1FN3O3 O
F =
Fluoroquinolonas | |
®) OH
CHjy
Norfloxacina HN/\ (
70458-96-7 K/N N
319,33 | 3,1/6,1/8,6/10,6 1,8 x 10°
C16H1sFN3O3 @)
| F =
Fluoroquinolonas | |
@) OH
PN
Enrofloxacina H,C N/\ Y
93106-60-6 K/ N
359,39 3,9/6,2/7,6/9,9 1,3x10°

C19H22FN303

Fluoroquinolonas

OH




Tabela 3 — Continuagao.
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Nome
CAS
Formula Molecular
Classe farmacolégica

Massa Molar
(g mol™)

Estrutura

Solubilidade
pKa(s) (mg L-1)

Amoxicilina
26787-78-0
C16H19N305S

B-lactdmicos

365,40

24 300

Oxitetraciclina
79-57-2
C22H24N2C)9

Tetraciclinas

460,43

3,3/7,3/9,1 1,4x10°

Lincomicina
154-21-2
C1gH34N206S

Macrolideos

406,54

12,9 0,9x10°
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Tabela 3 — Continuacéo.
Solubilidade

Nome
CAS Massa
L Molar Estrutura PKas) "
Foérmula Molecular (g mol™) (mgL™)
Classe farmacolégica 9

Tilosina Ho,,
1401-69-0

71177 0,5
CasH77NO+7 CHj

Macrolideos

Sulfadiazina
NH-S NH2
6,4 77,0

68-35-9
250,28 |
C1oH1oN,O,S N— o)

Sulfonamidas :\ //N

Trimetropina

738-70-5 O N
AN
290,32 HsC | \( 3,2/6,8 2,3 x 10°

Ci14H1gN4O5

Pirimidinas

Fonte: elaborada pelo autor
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4.1.2. Vidraria e equipamentos

Foi utilizada vidraria comum de laboratorio (béquer, pipetas graduadas e
volumétricas, funil, baldo volumétrico, vidro de reldgio, proveta, micropipetas, frascos
ambar de 2 e 40 mL).

Os equipamentos utilizados foram:

v Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Varian, modelo 920-
LC), equipado com bomba ternaria, injetor automatico, detectores de fluorescéncia e
ultravioleta, em série nesta sequéncia e software Galaxie para aquisicado dos dados;

v Coluna analitica de aco inoxidavel Gemini C18 (150 mm de

comprimento x 4,6 mm de didametro interno x 5 ym tamanho da particula, marca

Phenomenex);
v Espectrofotdmetro de Absorcao UV-Vis HP8453;
v Ultrassom Cleaner Thornton; Estufa Fanem, modelo 315 SE; Balanca

analitica Mettler Toledo AG 245 (0,1 mg); Incubadora refrigerada Marconi MA830;
Mufla EDG 3P-S 7000; Autoclave Vertical Norte Cientifica.

4.2. METODOS

4.2.1. Limpeza de vidraria

O material de vidro utilizado foi imerso em solugédo de Extran 2% (MA-02-
neutro, Merck) e apds 24 horas foi enxaguado em agua corrente, agua de alta
pureza e acetona. A secagem da vidraria foi realizada em estufa a 130°C, sendo o

material volumétrico seco em temperatura ambiente.

4.2.2. Preparo de solugoes padrao dos antimicrobianos

A solucao estoque individual de cada antimicrobiano foi preparada na
concentracédo de 1,00 mg mL™ pela dissolucdo de 10,0 mg do padréo analitico em
10,0 mL de metanol para os antimicrobianos ciprofloxacina, enrofloxacina,
lincomicina, oxitetraciclina, sulfadiazina, trimetropin e tilosina, enquanto amoxicilina e
norfloxacina foram dissolvidos em 10,0 mL de agua de alta pureza. As solugcdes de
trabalho dos antimicrobianos (em mistura e individuais) foram preparadas por

diluicdo adequada a partir das solucdes estoque utilizando como solvente CaCl,
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0,010 mol L. Todas as solucdes foram armazenadas a 6 °C em frascos ambar,

vedadas com parafilm e renovadas a cada 30 dias.

4.2.3. Estratégia para escolha dos antimicrobianos veterinarios

Os antimicrobianos foram escolhidos de acordo com os critérios estabelecidos
a segquir, priorizando compostos pertencentes a diferentes classes farmacoldgicas e
considerando suas propriedades fisicas e quimicas:

(i) No levantamento sobre os principais antimicrobianos de uso veterinario
utilizados na criacdo de frangos de corte no Brasil, segundo um relatério da
Secretaria da Saude do Estado do Parana, que através do Programa Estadual de
Controle de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem
Animal (PAMvet-PR), realizou um levantamento em 2004, que apontou quais eram
as principais classes de antimicrobianos utilizados para a produgao de frango de
corte nas fases inicial, crescimento e final, nas formas preventiva e terapéutica
(PARANA, 2013).

(i) Na avaliacdo do cenario atual quanto aos compostos que tém sido
mais frequentemente encontrados em solo, cama de frango, aguas superficiais e
subterrdneas, bem como em outras matrizes de interesse ambiental, tanto no Brasil
quanto no mundo, cujos trabalhos publicados foram apresentados nas Tabelas 1 e 2

desta tese.

4.2.4. Obtencao dos espectros de absorbancia para analise por CLAE-
UV e selegcao dos comprimentos de onda de excitagdao e emissao para analise
por CLAE-FLU

Para avaliar qual comprimento de onda apresenta melhor detectabilidade e
seletividade para analise por CLAE-UV, espectros de absorbancia foram obtidos
utilizando espectrofotébmetro, cujas varredura foi realizada no intervalo de 190 a 600
nm. Por outro lado, para analise por CLAE-FLU, os comprimentos de onda de
excitacdo e emissdao foram baseados em dados publicados na literatura, cujos
valores eram similares independentemente dos solventes ou mistura desses em que
estavam dissolvidos (ZHAO et al., 2010; KARCI; BALCIOGLU et al., 2009; USLU et
al., 2008; MARTINEZ-CARBALLO et al., 2007).
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Os compostos lincomicina, sulfadiazina, trimetropina, oxitetraciclina e tilosina
foram analisados por CLAE-UV e amoxicilina, norfloxacina, ciprofloxacina e
enrofloxacina foram determinados por CLAE-FLU, por serem fluorescentes e uma
vez que esse detector apresenta melhor detectabilidade e seletividade para estas

substancias.

4.2.5. Desenvolvimento e otimizagao das condigées cromatograficas.
A identificagdo dos antimicrobianos foi realizada pela injecdo de cada padréo
individualmente e os parametros cromatograficos utilizados para as analises dos

antimicrobianos em mistura e individuais estdo detalhados nas Tabelas 4 e 5

respectivamente.

Tabela 4 — Condi¢des cromatograficas para analise em mistura dos antimicrobianos.

Equipamento

Varian 920-LC

Coluna cromatografica

Gemini C18 (150 mm x 4,6 mm , particulas de 5
pm)

Temperatura da coluna

27°C

Componentes da fase movel

HsPO,4 0,020 mol L (A) e Acetonitrila (B)

Programacéao do gradiente
de eluicao

Tempo (min.) Acetonitrila (B)

0-11 10%
11-13 30%
13-16,5 40%
16,5-16,8 100%
16,8-19,0 100%

Tempo de condicionamento = 5 minutos
Tempo de corrida cromatografica = 25 minutos

Vazdo da fase movel

1,0 mL min™’

Volume de injecao

20 pL

Compostos - Detecgao por UV
(comprimentos de onda)

Lincomicina (205 nm); Sulfadiazina, trimetoprim e
oxitetraciclina (264 nm); Tilosina (280 nm).

Compostos - Detecgao por FLU
(comprimentos de onda)

Amoxicilina (Excitagdo: 235 nm/ Emissao: 310 nm);
Norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina
(Excitacao: 280 nm/ Emissao: 480 nm).

Fonte: elaborada pelo autor.



Tabela 5 — Condi¢des cromatograficas para andlise individual dos antimicrobianos.
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Equipamento

Varian 920-LC

Coluna cromatografica

Gemini C18 C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um)

Temperatura da coluna

27°C

Componentes da fase moével

Hs;PO, 0,020 mol L™ (A) e Acetonitrila (B)

Antimicrobiano Acetonitrila (B)

Amoxicilina 12%
Lincomicina 16%
Sulfadiazina 16%
Composicao da fase moével por Trimetoprim 16%
antimicrobiano (modo isocratico) Nofloxacina 20%
Ciprofloxacina 20%
Enrofloxacina 20%
Oxitetraciclina 25%
Tilosina 31%

Vazao da fase moével / tempo de corrida 1,0 mL min™ / 5 minutos

Volume de injecao 20 yL

Compostos - Deteccgao por UV
(comprimentos de onda)

Lincomicina (205 nm); Sulfadiazina, trimetoprim e
oxitetraciclina (264 nm); Tilosina (280 nm).

Amoxicilina (Excitagdo: 235 nm/ Emissao: 310 nm);
Norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina
(Excitagéo: 280 nm /Emissdo: 480 nm).

Compostos - Detecgao por FLU
(comprimentos de onda)

Fonte: elaborada pelo autor.

4.2.6. Determinagao da linearidade da resposta dos detectores (CLAE/UV
e CLAE/FLU), curvas analiticas e limites de quantificagao.

Solugdes padrdes individuais e em mistura dos antimicrobianos amoxicilina,
lincomicina, sulfadiazina, trimetoprim, oxitetraciclina, tilosina, cipofloxacina,
enrofloxacina e norfloxacina, preparadas em CaCl, 0,010 mol L', com
concentracdes entre 0,90 pg L' e 90,0 mg L' foram injetadas em triplicata nos
sistemas CLAE-FLU-UV. Graficos para avaliar a linearidade foram construidos para
cada composto, relacionando-se o valor de area do pico cromatografico dividida pela
concentracdo (Area/Concentracéo), no eixo das ordenadas, e concentragéo no eixo
das abscissas, de acordo com o procedimento descrito por Huber como explicitado
por Valente et al. (2013).

As curvas analiticas (areas versus concentragao) foram construidas com no

minimo cinco concentragcdes para cada antimicrobiano, preparadas em CaCl,; 0,010
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mol L e respeitando a linearidade da resposta de cada detector obtida pelo método
Huber citado anteriormente. As respectivas equacdes das curvas analiticas foram
obtidas utilizando o método dos minimos quadrados e estimados pelo software
Origin Pro 8.0. As injecdes foram realizadas em ordem crescente de concentragdo e
em triplicata nos sistemas CLAE-FLU-UV.

Os limites de quantificagdo dos detectores de UV e FLU foram determinados
considerando a menor concentragdo das solugcdes padrdo dos antimicrobianos
individuais e em mistura, preparadas em cloreto de calcio 0,010 mol L™, e situada

dentro da regiao linear.

4.2.7. Comparacao da resolugao cromatografica: analitos preparados em
H;PO, 0,020 mol L versus analitos preparados em CaCl; 0,010 mol L.

A fim de determinar a influéncia da solugéo de cloreto de calcio 0,010 mol L™
na resposta cromatografica, que é utilizada para minimizar a troca catiénica nos
estudos de adsorcdo em solos (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-
OPERATION AND DEVELOPMENT, 2011a), foram construidos graficos
relacionando-se area versus concentragao para todos os antimicrobianos estudados
individualmente. Essa avaliacdo foi realizada comparando-se o0s coeficientes
angulares das curvas analiticas preparadas em CaCl, 0,010 mol L' com os
coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas para as solugbes padrdo em
HsPO, 0,020 mol L™, respeitando a faixa linear da resposta do detector. O calculo
para avaliar essa diferenca foi efetuado utilizando a equacgao 1 a seguir:

X1 Xz

Diferenga percentual entre os coeficientes angulares = — x100 (1)
2

Sendo X; o coeficiente angular da equacgao da curva analitica preparada em
CaCl, 0,010 mol L e X, o coeficiente angular da equacdo da curva analitica
preparada em H3PO, 0,020 mol L. Dessa forma, foi verificado se a solugdo de
cloreto de calcio 0,010 mol L' exerce algum efeito sobre o resultado da analise.
Quando o resultado desse calculo for acima de 10,0%, sera considerado que existe
um efeito significativo e, portanto, para quantificagdo dos analitos deverdo ser
utilizadas as equacdes das curvas analiticas preparadas em CaCl, 0,010 mol L™.
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4.2.8. Obtencao das amostras de cama de frango e de solo

As amostras de cama de frango foram coletadas em uma granja de Bueno de
Andrada, Distrito do municipio de Araraquara e transportadas em caixas isotérmicas
até o Instituto de Quimica da UNESP. Em seguida, foram secas a temperatura
ambiente (25 °C), peneiradas (2 mm), homogeneizadas e armazenadas em
recipientes de aluminio.

Para os estudos de adsorcdo foram avaliados dois tipos de solo. Um deles
com alto teor de matéria organica (turfa) que foi cedida pelo Prof. Dr. Julio Cesar
Rocha do Instituto de Quimica - UNESP, tendo sido amostrada a uma profundidade
de 50 cm no distrito de Taquaral (municipio de Ribeirdao Preto — SP). O objetivo de
estudar a adsorcéo dos antimicrobianos em turfa foi verificar a influéncia da matéria
organica envolvida nesse processo. O outro tipo de solo estudado foi coletado em
uma regiao nao agricola do municipio de Araraquara, a uma profundidade de 20 cm.

As amostras de solo foram secas a temperatura ambiente (25 °C) por uma
semana e em seguida homogeneizadas utilizando peneira de 2 mm. Na sequéncia,
foram submetidas a dois tratamentos:

- Esterilizacdo por autoclavagem a 120°C durante 1 hora, baseando-se em
Soares et al. (2010). Esse procedimento foi realizado para eliminar a biota do solo a
fim de avaliar sua contribuicdo no processo de adsor¢ao;

- Calcinagdo em mufla durante 5 horas a 600°C. Esse procedimento foi
realizado para eliminar a matéria organica a fim de avaliar a sua contribuicado no
processo de adsorgao.

Os estudos de adsorcao foram realizados na turfa e no solo, nas formas
estéreis, calcinadas e em in natura, ou seja, sem tratamento (apenas secos e
homogeneizados utilizando peneira de 2 mm). A Tabela 6 reune os codigos
utilizados para os solos investigados ao longo deste trabalho.
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Tabela 6 — Codificagdo dos solos investigados de acordo com o tratamento utilizado

in natura

Calcinado Esterilizado
(sem tratamento)

Solo
Cédigos adotados
X - Turfa-Taquaral-SP XSIT X MU XES
Z - Solo-Araraquara-SP ZSIT Z MU ZES

Fonte: elaborada pelo autor.

4.2.9. Incorporagao da cama de frango ao solo Z S/T (Araraquara-SP).

O procedimento para adicdo da cama de frango ao solo Z S/T (Araraquara-
SP) foi baseada em Abreu (2008), o qual avaliou a produtividade de alface em
relacédo a diferentes fontes de adubos organicos. Em uma caixa isotérmica de 12000
cm® (30 cm comprimento, 20 cm de largura e 20 cm de altura), revestida
internamente com papel aluminio, foi colocada uma por¢ao de solo in natura
suficiente para formar uma camada de 15 cm. Em seguida, 90 gramas de cama de
frango foram adicionadas para que se atingisse a propor¢do de 1,5 kg/m2 (15
ton/hectare), cuja relacéo foi utilizada por Abreu (2008). Finalmente, homogeneizou-
se este material até uma profundidade de 10 cm, permanecendo na incubadora a 25

°C durante trés dias até o inicio dos estudos de adsorgao.

4.2.10. Estudos de adsorcao.

Os estudos de adsorgado basearam-se em um guia da Organizagdo para a
Cooperacédo e Desenvolvimento Econdémico sobre adsorcdo de substancias
quimicas em solos e em alguns relatos da literatura que enfocaram estudos com
antimicrobianos e matrizes similares ao presente estudo (ORGANIZATION FOR
ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2011a).

De forma geral, o método consiste em adicionar solugdes com concentragdes
conhecidas dos antimicrobianos, preparadas em CaCl, 0,010 mol L™, em amostras
de solos pré-equilibrados com essa solugdo. A mistura € agitada durante um periodo
apropriado, como por exemplo, até que a concentracdo permanecga constante. Em
seguida, as suspensbes do solo sao separadas por centrifugacdo ou decantagéo,
fitradas e a fase aquosa é analisada. A quantidade de substancia em estudo
adsorvida no solo é calculada como a diferenga entre a quantidade, em massa, da
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substancia inicialmente presente na solugdo e a quantidade remanescente no final
do experimento.

Os estudos de adsorcdo realizados durante o desenvolvimento desta tese
foram divididos em dois grupos: antimicrobianos analisados individualmente e em
mistura, cujos ensaios foram realizados separadamente e com diferengas
experimentais entre si, as quais estao explicitadas nos préximos itens (4.2.10.1 e
4.2.10.2).

4.2.10.1. Estudos de adsor¢cao com os antimicrobianos analisados
individualmente.

Os estudos de adsorcdo com os antimicrobianos separados foram realizados
para os solos X (Taquaral-SP) e Z (Araraquara-SP), sobre os diferentes tratamentos
(in natura, esterilizado e calcinado) e em cama de frango associada ao solo Z S/T.

Esta etapa do trabalho foi dividida em trés niveis:

Nivel 1 — Estudo preliminar a fim de determinar a razdao massa/volume do
sistema solo/solugao.

Utilizou-se uma abordagem pratica indicada pelo guia da ORGANIZATION
FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT (2011a) para selecionar
esta razdo, baseando-se em uma estimativa do valor de Kg, em cm® g™, para o
antimicrobiano de solubilidade intermediaria entre os estudados nesta tese
(sulfadiazina). Procedimento: 25,0 mL de sulfadiazina 20,0 ug mL™", em duplicata,
preparada em solucdo aquosa de CaCl, 0,010 mol L™, foram adicionados em frascos
ambar de 40 mL contendo 5,00 gramas de solo Z S/T, pré-equilibradas por 12 horas

com este mesmo sal inorganico (Figura 7).
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Figura 7 — Fluxograma ilustrativo do procedimento para estimar a razdo solo/solugéo
apropriada para execucgao dos estudos de adsorgao.

25,0 mL de sulfadiazina 20,0 ug mL"

+

5,00 gramas de solo (razéo 1/5)

Retirada de aliquota de 250 uL
........................................... » para anélise por CLAE_UV antes
v da incubacgéo (0 hora)

Incubacéo

(25°C, 150 rpm, auséncia de luz)

A\ 4

Decantacao (15 minutos) Retorno do frasco para incubadora
A

Retirada de aliquota de 250 L para
analise por CLAE-UV em diferentes :
tempos

(2,4,6, 8,10, 24, 28, 32, 34 e 48 h)

Fonte: elaborada pelo autor.

Nivel 2 — Avaliagcao da estabilidade dos antimicrobianos durante o
periodo do experimento e estimativa da quantidade adsorvida no solo durante
o tempo de contato.

O fluxograma apresentado na Figura 8 ilustra o procedimento realizado para
avaliagdo da estabilidade destes compostos em solugdo e para calcular a
quantidade adsorvida de cada antimicrobiano. Estes ensaios foram realizados com
todos os antimicrobianos separadamente e nos solos X (Taquaral-SP) e Z

(Araraquara-SP), ambos sem tratamento (in natura).
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Figura 8 — Fluxograma ilustrativo do procedimento para execucdo dos estudos de
estabilidade, de adsorcdo na superficie do recipiente e de adsorgao dos antimicrobianos
individuais em solos.

a. Branco do método: 25,0 mL de CaCl, 0,010 mol L (avaliacao de
interferentes);

b. Estabilidade da solugdo: 25,0 mL de solucdo do antimicrobiano individual
preparada em CaCl, 0,010 mol L™;

c. Testemunha: 25,0 mL de CaCl, 0,010 mol L™ + 5,00 gramas de solo (X e Z,
ambos in natura), previamente estabilizados com este mesmo sal;

d. Avaliagdo da quantidade adsorvida no solo: 25,0 mL de solugdo do
antimicrobiano individual + 5,00 gramas de solo (X e Z, ambos in natura),
previamente estabilizados com CaCl, 0,010 mol L por 12 h.

v
Transferéncia da solucéo para frasco ambar de 40 mL

Retirada de aliquota de 250 pL
..................................................... » para andlise por CLAE-FLU-UV
Jv antes da incubacéao (0 hora)

Incubacéao

(25°C, 150 rpm e auséncia de luz)

\ 4

Decantagéo (15 minutos) Retorno do frasco para
incubadora

A

'

Retirada de aliquota de 250 yL para analise por CLAE-
FLU-UV em diferentes tempos:

(2,4, 6,8, 10, 24, 28, 32, 34 ¢ 48 h) — para maioria
dos compostos;

(1,2,3,4,5,6,7, 8 e 9h)— para trés fluoroquinolonas

Fonte: elaborada pelo autor.

Para cada aliquota retirada, uma solugao padrao individual com concentragéo
igual a inicial foi injetada no sistema CLAE-FLU-UV a fim de avaliar se a resposta do
detector ndo variava durante o periodo de ensaio. As concentragdes escolhidas

(Tabela 7) estdo entre os valores encontrados em trabalhos da literatura em estudos
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envolvendo solos (FAN et al.,, 2011; KASTEEL et al., 2010), cama de frango e
esterco de peru (MARTINEZ-CARBALLO et al., 2007); além de obedecer a

capacidade de detecg¢ao dos sistemas cromatograficos utilizados neste trabalho.

Tabela 7 — Concentragdes dos antimicrobianos (solu¢des individuais) utilizadas para o
estudo de estabilidade em solucédo e de adsorgdo em solos X S/T (turfa, Taquaral-SP) e Z
S/T (solo, Araraquara-SP).

Antimicrobiano Concentragéao Antimicrobiano Concentragao
(CLAE-UV) (mgL") (CLAE-FLU) (mgL")
Tilosina 30,0 Ciprofloxacina 0,050
Lincomicina 30,0 Enrofloxacina 0,050
Sulfadiazina 20,0 Norfloxacina 0,050
Trimetropina 30,0
Amoxicilina 1,00
Oxitetraciclina 30,0

Fonte: elaborada pelo autor.

Utilizando os dados fornecidos por esse experimento, curvas de adsorcéo
foram construidas para cada antimicrobiano relacionando-se a porcentagem de

adsorgao versus o tempo de analise.

Nivel 3 — Determinagao das isotermas de adsorgdo dos antimicrobianos
individuais (diferentes niveis de concentragao).

Os experimentos realizados no nivel 2 precedente avaliaram o fenbmeno de
adsorcao em funcao do tempo em uma unica concentragcdo. Entretanto, no ambiente
as concentragdes dos compostos sédo variadas e deve-se investigar a influéncia
desta grandeza no processo de adsor¢ao em solos, ou seja em baixos e elevados
valores de concentracdo do antimicrobiano em solugao. O fluxograma apresentado
na Figura 9 ilustra o procedimento realizado para construgao das isotermas dos
antimicrobianos individuais e em todos os tipos de solos e tratamentos (X S/T, X ES,
XMU, ZSIT,ZES e ZMU).
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Figura 9 — Fluxograma ilustrativo do procedimento para construgdo das isotermas de
adsorgao para os antimicrobianos individuais em todos os tipos de solos e tratamentos (X
S/T, XES, XMU, ZS/T, ZES e Z MU).

a. 5,00 g de solo, previamente estabilizado com CaCl, 0,010 mol L™ por 12 h, mais 25
mL de solucdo de antimicrobiano individual e em diferentes niveis de concentragéo
(isotermas);

b. 5,00 g de solo, previamente estabilizado com CaCl, 0,010 mol L™ por 12 h, mais 25
mL de CaCl, 0,01 mol L (testemunha);

c. 5,00 g de solo Z associado a cama de frango, previamente estabilizado com CacCl,
0,010 mol L™ por 12 h, mais 25 mL de solugcdo de antimicrobiano individual em
diferentes niveis de concentracao (isotermas).

d. 5,00 g de solo Z associado a cama de frango, previamente estabilizado com CacCl,
0,010 mol L™ por 12 h, mais 25 mL de CaCl, 0,01 mol L™ (testemunha);

y
Transferéncia da solugao para frasco ambar de 40 mL

Retirada de aliquota de 250 pL
................................................... > para anélise por CLAE_FLU_UV

v e antes da incubacao (0 hora)
Incubacao

(25°C, 150 rpm e auséncia de luz)

Decantagao (15 minutos)

A 4
Retirada de aliquota de 250 pL para analise por CLAE-
UV e CLAE-FLU apds 48 h de incubacéo para a
maioria dos antimicrobianos e de 9 h para as trés
fluoroquinolonas

Fonte: elaborada pelo autor.

Em seguida, isotermas de adsorgéo foram construidas em diferentes niveis
de concentracao, plotando-se a quantidade de antimicrobiano adsorvida no eixo das
ordenadas e a concentracdo remanescente na solugao no eixo das abscissas.

Conforme descrito anteriormente, os resultados obtidos por este experimento

sao Uteis para avaliar a influéncia da concentragdo em diferentes niveis no processo
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de adsorcao, mas também é possivel ajustar um melhor modelo de adsor¢éo ao
fendmeno observado. Trés modelos foram testados: linear, Langmuir e Freundlich,
por estes serem os mais frequentemente encontrados na literatura para descrever a
adsorcdo de antimicrobianos em solo ou em solo associado a esterco animal
(DORETTO; RATH, 2013; LEAL et al., 2012; KASTEEL et al., 2010).

O modelo de Langmuir sugere que a adsor¢gdo € homogénea, que ocorre em
sitios especificos, sem interacdo com as moléculas do analito e que se torna maxima
quando uma camada monomolecular cobre totalmente a superficie do adsorvente. O
modelo de Freundlich sugere que a energia de adsorgao decresce logaritmicamente
a medida que a superficie vai se tornando coberta pelo soluto, pois é considerada a
heterogeneidade da superficie do adsorvente, o que o diferencia do modelo de
Langmuir. E o modelo linear indica que a adsor¢do aumenta linearmente com a
concentracado (GILES et al.,, 1974). As equacbes 2, 3 e 4 destes modelos estédo

apresentadas a sequir:

Equacgdo do modelo linear: K4 = CC—S (2)
aq

Na qual Cs é a concentracdo adsorvida no solo (ug g™), Caq @ concentracdo
do antimicrobiano na solucédo (ug mL™) e Kq é coeficiente de adsorcao linear (cm® g
1)_
KL xCaq x by,

Equacao do modelo de Langmuir: Cg = T
L aq

)

Sendo Cs a concentragdo adsorvida no solo (ug g™), Caq a concentragéo do
antimicrobiano na solugdo (ug mL™), b. a adsor¢cdo maxima (ug g”') e K. (cm*g™”) a
coeficiente de adsorcao relacionada com o grau de interacdo do antimicrobiano no

solo.

Equacdo do modelo de Freundlich: Cg = Kg x Caql/n (4)
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Onde Cs é concentragdo adsorvida no solo (ug g7), Caq a concentracdo do
antimicrobiano na solugdo (ug mL™") e Kr é o coeficiente de adsorgdo de Freundlich

((hg g7) (cm® g™)
formato da isoterma. Segundo Giles et al. (1974), quando n > 1 a forma & convexa

M e n & uma grandeza adimensional que esta relacionada com o

do tipo L que representa um soluto que tem uma alta afinidade pelo adsorvente em
uma baixa concentragcdo, mas reduzia em valores mais elevados; se n < 1, a
isoterma é do tipo S, cdncava, sugerindo que existe uma barreira a adsorgao do
analito, mas uma vez que esta limitagdo € sobreposta, a adsorcdo € similar a
isoterma do tipo L, isto €, ha um aumento da adsorcdo com a elevagédo da
concentracao do soluto na fase aquosa; e por ultimo, quando n = 1 a isoterma passa
a ser linear do tipo C, cuja equagao passa ser idéntica ao modelo linear.

Dessa forma, as isotermas de adsorcao obtidas foram classificadas de acordo
com Giles et al. (1974), que dividem as isotermas para compostos organicos em
quatro classes, de acordo com a inclinagao inicial das curvas e, cada classe em
varios subgrupos, baseando-se nos formatos das partes superiores. As principais
classes sao: tipo S (Spherical), que apresenta inclinagao linear e convexa, indicando
uma baixa adsorcao inicial e € aumentada a medida que o numero de moléculas
adsorvidas também aumenta; L (Langmuir), cujos sitios de adsorgdo diminuem
quando a concentragdo da solugdo aumenta; H (High affinity), que indica uma alta
afinidade pelo analito adsorvido; e C (Constant partition), que representa uma
caracteristica de partigao constante do analito entre o adsorvente e a solucgao.

As isotermas de adsorg¢ao foram realizadas para todos os antimicrobianos
(solugdes individuais) nos solos X (turfa, Taquaral-SP) e Z (solo, Araraquara-SP)
sobre os trés diferentes tipos: in natura, estéril e calcinado. Além disso, as isotermas
de adsorgcdo também foram avaliadas utilizando solugbes individuais dos
antimicrobianos no solo sem tratamento (Z S/T) de Araraquara-SP associado a cama
de frango, exceto para oxitetraciclina que apresentou problemas de baixa resolugao
cromatografica nesta etapa do trabalho, impedindo sua detec¢do e quantificagéo
confiaveis nesse meio solo-cama de frango/solugao.

Os niveis de concentragdes escolhidos para construcdo das isotermas de
adsorcao estdo apresentados na Tabela 8, cujos valores obedeceram a capacidade

de deteccdo dos sistemas cromatograficos por ultravioleta e fluorescéncia e por
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estarem entre os encontrados na literatura para solo (FAN et al., 2011; KASTEEL et
al., 2010), cama de frango e esterco de peru (MARTINEZ-CARBALLO et al., 2007).

Tabela 8 — Concentragbes dos antimicrobianos em solugbes individuais utilizadas para
construcdo das isotermas de adsor¢gdo nos solos X (turfa, Taquaral-SP) e Z (solo,
Araraquara-SP), in natura, estéril e calcinado e no solo de Araraquara-SP associado a cama
de frango.

Niveis de concentragio (mg L")
Antimicrobiano Solos X e Z (in natura, estéril e calcinado)

Solo Z S/T associado a cama de frango

Tilosina

Lincomicina

Sulfadiazina 30,0-40,0-50,0-70,0-90,0
Trimetropina

Oxitetraciclina (exceto para solo Z S/T
+ cama de frango)

Amoxicilina 1,5-5,0-10,0-15,0-20,0

Ciprofloxacina
Enrofloxacina 0,08-0,11-0,14-0,20-0,22

Norfloxacina

Fonte: elaborada pelo autor.

4.2.10.2. Estudos de adsor¢cdao com os antimicrobianos, em mistura,
para o solo Z S/T (Araraquara-SP) e em cama de frango associada a este solo.

Os estudos de adsorgcao também foram realizados com os antimicrobianos
juntos, uma vez que em uma mistura quimica, seus componentes podem ter efeitos
aditivos, sinérgicos ou antagdnicos. Esta etapa do trabalho foi realizada para o solo
de Araraquara-SP, na forma in natura (sem tratamento), e este mesmo solo

associado a cama de frango, cujos experimentos foram divididos em dois niveis:
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Nivel 1 — Avaliagdo da adsorcdao dos antimicrobianos em mistura:
estimativa da quantidade de substancia adsorvida no solo durante o tempo de
contato e em uma unica concentragao.

A razdo massa/volume do sistema solo/solugcdo utilizada nos estudos de
adsorgao para os antimicrobianos em mistura foi a mesma utilizada pelos ensaios de
adsorcdo dos antimicrobianos analisados individualmente. O fluxograma
apresentado na Figura 10 ilustra o procedimento realizado para avaliacdo da
adsor¢cdo dos antimicrobianos em mistura em uma unica concentragdo, cujos
ensaios foram realizados com todos os compostos, exceto para a oxitetraciclina,
utilizando o solo Z (Araraquara-SP) in natura e este mesmo solo associado a cama

de frango.
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Figura 10 — Fluxograma ilustrativo do procedimento para execugdo dos estudos de
adsorcado dos antimicrobianos em mistura no solo Z S/T e neste mesmo solo associado a
cama de frango.

a. Branco do método: 25,0 mL de CaCl, 0,01 mol L (avaliagdo de interferentes);

b. Testemunha solo Z S/T: 25,0 mL de CaCl, 0,01 mol L™ + 5,00 gramas de solo,
previamente estabilizado com este mesmo sal;

c. Testemunha solo Z S/T + cama de frango: 25,0 mL de CaCl, 0,01 mol LT +
5,00 gramas de solo associado a cama de frango, previamente estabilizado
com este mesmo sal;

d. Avaliagdo da quantidade adsorvida no solo Z S/T: 25,0 mL de solugédo dos
antimicrobianos em mistura + 5,00 gramas de solo, previamente estabilizado
com CaCl, 0,01 mol L™ por 12 h;

e. Avaliacdo da quantidade adsorvida no solo Z S/T + cama de frango: 25,0 mL
de solucdo dos antimicrobianos em mistura + 5,00 gramas de solo associado
a cama de frango, previamente estabilizado com CaCl, 0,01 mol L™ por 12 h.

\ 4
Transferéncia da solugao para frasco ambar de 40 mL

Retirada de aliquota de 250 uL
..................................................... » para andlise por CLAE-FLU-UV
A 4 antes da incubacéo (0 hora)

Incubacéao

(25°C, 150 rpm e auséncia de luz)

v

Decantagéo (15 minutos) Retorno do frasco para
incubadora

A

A4
Retirada de aliquota de 250 uL para analise por CLAE-
FLU-UV em diferentes tempos:

(2, 4,6, 8,10, 24, 28, 32, 34 e 48 h) — para maioria
dos compostos;

(1,2,3,4,5,6,7,8¢e9h) — para trés fluoroquinolonas

Fonte: elaborada pelo autor.
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Para cada aliquota retirada, uma solugdo padrao em mistura dos
antimicrobianos e com concentragdes iguais aos do inicio do experimento foi
injetada no sistema CLAE-FLU-UV para avaliar se resposta do detector ndo variava
durante o periodo de ensaio. As concentra¢des escolhidas para os antimicrobianos
em mistura (Tabela 9) foram superiores aquelas determinadas para os estudos de
adsor¢cdo dos antimicrobianos analisados individualmente (Tabela 7), sendo
obedecida a faixa linear e a capacidade de deteccdo dos sistemas cromatograficos

por ultravioleta e fluorescéncia.

Tabela 9 — Concentragdes dos antimicrobianos (solugdes em mistura) utilizadas para o
estudo de adsorc¢ado no solo Z S/T (Araraquara — SP) e solo Z associado a cama de frango.

Antimicrobiano Concentragao Antimicrobiano Concentragéao
(CLAE-UV) (mgL") (CLAE-FLU) (mgL")
Tilosina 75,0 Ciprofloxacina 0,21
Lincomicina 75,0 Enrofloxacina 0,21
Sulfadiazina 75,0 Norfloxacina 0,21
Trimetropina 75,0 Amoxicilina 15,0

Fonte: elaborada pelo autor.

Utilizando os dados fornecidos por esse experimento, curvas de adsorgao
foram construidas para cada antimicrobiano em mistura relacionando-se a

porcentagem de adsorcgéo versus o tempo de analise.

Nivel 2 — Determinagao das isotermas de adsorg¢ao dos antimicrobianos
em mistura (diferentes niveis de concentragao).

Assim como para os antimicrobianos individuais, as isotermas de adsorgao
também foram construidas para os antimicrobianos analisados em mistura, a fim de
avaliar a influéncia de diferentes valores de concentragdao no processo de adsorcao.

O fluxograma apresentado na Figura 11 ilustra o procedimento realizado para
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construcdo das isotermas para os antimicrobianos em mistura no solo Z S/T

(Araraquara — SP) in natura e este mesmo solo associado a cama de frango.

Figura 11 — Fluxograma ilustrativo do procedimento para constru¢cao das isotermas de
adsorcéo para os antimicrobianos em mistura no solo Z S/T e neste mesmo solo associado
a cama de frango.

a. 5,00 g de solo Z S/T, previamente estabilizado com CaCl, 0,01 mol L’ por 12 h,
mais 25 mL de solucdo dos antimicrobianos em mistura e em diferentes niveis de
concentracao (isotermas);

b. 5,00 g de solo S/T, previamente estabilizado com CaCl, 0,01 mol L’ por 12 h, mais
25 mL de CaCl, 0,01 mol L™ (testemunha);

c. 5,00 g de solo Z S/T associado a cama de frango, previamente estabilizado com
CaCl, 0,01 mol L™ por 12 h, mais 25 mL dos antimicrobianos em mistura e em
diferentes niveis de concentragao (isotermas);

d. 5,00 g de solo Z S/T associado a cama de frango, previamente estabilizado com
CaCl, 0,01 mol L™ por 12 h, mais 25 mL de CaCl, 0,01 mol L (testemunha)

y

Transferéncia da solucéo para frasco ambar de 40 mL

l Retirada de aliquota de 250 uL
................................................... >

para analise por CLAE-FLU-UV
e antes da incubacao (0 hora)

Incubagéao

(25°C, 150 rpm e auséncia de luz)

'

Decantacgao (15 minutos)

A\ 4
Retirada de aliquota de 250 uL para analise por CLAE-
UV e CLAE-FLU apds 48 h de incubacéao para a
maioria dos antimicrobianos e de 9 h para as trés
fluoroquinolonas

Fonte: elaborada pelo autor.
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Os niveis de concentragdo escolhidos para construgdo das isotermas de
adsorcdo com os antimicrobianos em mistura estdo apresentados na Tabela 10 e
foram superiores aos determinados para os estudos de adsorcdo dos
antimicrobianos analisados individualmente (Tabela 8), mas obedecendo a faixa
linear e a capacidade de detecgdo dos sistemas cromatograficos por ultravioleta e

fluorescéncia.

Tabela 10 — Concentragbes dos antimicrobianos em mistura utilizadas para construgcéo das
isotermas de adsorc¢ao no solo Z (Araraquara-SP) in natura e este mesmo solo associado a
cama de frango.

Niveis de concentragdo (mg L™)
Antimicrobiano SoloZSITe

Solo Z S/T associado a cama de frango

Tilosina
Lincomicina

o 450 -60,0-75,0-100,0 - 125,0
Sulfadiazina

Trimetropina

Amoxicilina 1,50 - 7,50 - 15,0 — 22,5 - 30,0
Ciprofloxacina

Enrofloxacina 0,12-0,17-0,21-0,30-0,33
Norfloxacina

Fonte: elaborada pelo autor.

As isotermas foram construidas em diferentes niveis de concentragao,
plotando-se a quantidade de antimicrobiano adsorvido no eixo das ordenadas e a

concentragcdo remanescente na solugao no eixo das abscissas.

4.2.10.3. Determinacgao dos coeficientes de adsorcao Ky, K., Kr e Ko
dos antimicrobianos individuais e em mistura.

Utilizando os modelos de isotermas avaliados anteriormente foi possivel
determinar os coeficientes de adsorcédo dos antimicrobianos individuais e em mistura
para cada um deles testados: Kq para os antimicrobianos que apresentaram

isotermas lineares, K| para Langmuir e Kr para Freundlich.
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Como a matéria organica € altamente variavel entre os solos uma alternativa
foi realizar a normalizacdo dos coeficientes de adsorcdo em funcdo do teor de
carbono organico do solo. O coeficiente de adsorgdo normalizado (K, cm® g™')
reduz a variabilidade nos dados de adsorcédo entre os solos para um determinado
composto (DORETTO; RATH, 2013). Os valores de K,; foram calculados utilizando a

equacao 5 a segquir:

% v 100 (5)
%CO

Koe =

Sendo Ky o coeficiente de adsorcédo obtido pelo modelo linear e %CO o teor

de carbono orgénico do solo. O coeficiente de adsorcdo normalizado (Ko) foi
selecionado para ser aplicado aos modelos de dispersdo de contaminantes no

ambiente para as aguas superficiais e subterraneas.

4.2.11. Avaliacao da mobilidade dos antimicrobianos e do potencial
de contaminagao de aguas superficiais.

Existe uma abordagem proposta pelo Diretério de Seguranca de Pesticidas do
Reino Unido (DSPRU) que classifica a mobilidade destes compostos em aguas
superficiais utilizando os valores de Koc, cujo método é fruto de pesquisas realizadas
em campo para solos argilosos. Estudos recentes indicaram que esta abordagem é
adequada também para medicamentos de uso veterinario e, portanto, foi aplicada

neste trabalho como apresentado na Tabela 11 (BOXALL et al., 2013).

Tabela 11 — Critérios de mobilidade dos antimicrobianos veterinarios de acordo com o
Diretério de Seguranga de Pesticidas do Reino Unido (DSPRU).

Mobilidade Koc (cm* g™)
Muito movel <15
Movel 15-74
Moderadamente mével 75— 499
Ligeiramente moével 500 - 4000
Baixa mobilidade > 4000

Fonte: adaptado de BOXALL, 2013.
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Um segundo critério utilizado para avaliar o potencial de contaminagao de
aguas superficiais por compostos organicos é o método de Goss, o qual considera a
meia-vida do composto no solo (tq2), solubilidade em agua (S) e o coeficiente de
adsorcao normalizado (Kyc) (GOSS, 1992). Este modelo foi adotado por ser muito
utilizado para estimar o risco de contaminacdo de aguas superficiais por
contaminantes organicos, principalmente pesticidas e em algumas localidades do
pais (CABRERA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2007; PRIMEL et al., 2005; DORES et
al., 2001).

De acordo com este modelo, o tempo de meia vida € um critério utilizado para
determinar os efeitos ambientais relacionados a volatilizagao, potencial de lixiviagado
e caracteristicas de degradagao de varios compostos quimicos. A solubilidade em
agua é uma propriedade importante para os processos de dispersdo no ambiente,
pois atua no comportamento, transporte e destino das substancias, indicando a
tendéncia de ser carreado superficialmente no solo atingindo aguas superficiais.
Adicionalmente, o coeficiente de adsorgdo normalizado (Koc) permite avaliar a
tendéncia da substancia em ficar adsorvida no solo. Segundo o método de Goss os
compostos s&o divididos quatro grupos:

1. Alto potencial de transporte associado ao sedimento, devido a
afinidade da substancia com particulas em suspenséo na coluna de agua (APTAS);

2. Baixo potencial de transporte associado ao sedimento, devido a baixa
afinidade da substancia com particulas em suspensao na coluna de agua (BPTAS);

3. Alto Potencial de Transporte Dissolvido na Agua (APTDA);

4. Baixo Potencial de Transporte Dissolvido na Agua (BPTDA).

As substancias que n&o se enquadram em nenhum dos critérios anteriores
sao consideradas como tendo potencial médio para contaminarem aguas
superficiais. Os compostos que apresentam APTAS e APTDA merecem maior
atencdo quanto a contaminagédo de aguas superficiais do que os grupos BPTAS e

BPTDA. Os valores de cada um dos parametros estao apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 — Critérios para a avaliagdo do potencial de contaminacdo de aguas superficiais
segundo método de Goss (GOSS, 1992).

APTAS* BPTAS** APTDA*** BPTDA****
ti2 <1 dia
ou
t12<40 dias tiz > 35 dias
3 -1
Koscfosgorﬁgnl_-? Koc < 10% cm® g Koc = 10° cm® g
ty2 2 40 dias =Y
>1mgL"
Koc = 1000 cm® g~ ou S21mg ou
ou t12 <40 diass 1 ou tio < 1dia
Kocéigzogl;nlj_ﬂ ti2 2 40 dias Koc < 100 cm® g
t12= 40 dias =
K 00cm®q ou Koc <700 cm® g ou
oc 2500 cm” g’
-1 ti2 < 2 dias 10 <5 <100 mg L tio <35 dias
S=05mglL Koo € 500 cm® g _1
S<05mglL
ou
ty2 < 4 dias
Koc < 900 cm?® 9'1
S20,5mglL

*APTAS (Alto potencial transporte associado ao sedimento); **BPTAS (Baixo potencial de
transporte associado ao sedimento); ***APTDA (Alto potencial de transporte dissolvido na
agua); ***BPTDA (Baixo potencial de transporte dissolvido na agua); ti» (tempo de meia
vida); Koc (constante de adsorgao a matéria orgénica do solo); S (solubilidade em agua).

Fonte: elaborada pelo autor.

Para aplicacdo do modelo foram utilizados os valores de K, obtidos neste
trabalho, enquanto o tempo de meia vida e solubilidade basearam-se naqueles

encontrados na literatura.

4.212. Avaliacao do potencial de lixiviagdo dos antimicrobianos
estudados.
Para discutir o risco potencial de contaminagdo de aguas subterraneas pelos

antimicrobianos foi utilizado o indice de GUS (Groundwater Ubiquity Score), que em
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portugués pode ser traduzido para indice de vulnerabilidade de aguas subterraneas.
Este indice é calculado através dos valores de meia vida do composto no solo (t12) e
do coeficiente de adsor¢do normalizado (Koc), ndo levando em considerag&o outras
propriedades como a solubilidade em agua (COHEN et al., 1995). A equagéao para a

estimativa deste indice esta apresentada na equagao 6 a seguir:
GUS = (logty/;) x (4 —logKoe) (6)

As faixas de classificacdo dos compostos de acordo com sua tendéncia a
lixiviagado sdo: GUS < 1,8 — potencial de lixiviagao nulo (PLN) ; 1,8 < GUS < 2,8 —
zona de transicao (ZT) e; GUS > 2,8 — provavel potencial de lixiviagao (PPL). Assim
como realizado na aplicagdo do modelo de Goss, os valores utilizados para estimar
o indice de GUS foram os coeficientes de adsor¢gdo normalizados (K.c) obtidos neste
trabalho, enquanto os tempos de meia vida foram aqueles encontrados na literatura

para cada antimicrobiano.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Consideragoes gerais.

As pesquisas que vém sendo desenvolvidas no Brasil sobre o monitoramento
de residuos de farmacos foram reunidas por Bila e Dezotti (2003) em um trabalho de
revisdo, cujos dados apresentados restringiram-se na determinagcdo de
antilipémicos, horménios, anti-inflamatdrios, principalmente em amostras de estacéo
de tratamento de esgotos e aguas superficiais. Apesar deste trabalho apresentar
mais de dez anos, € uma importante revisdo que reune dados brasileiros sobre a
ocorréncia ambiental de farmacos no ambiente e em matrizes de interesse
ambiental.

Além disso, ha uma escassez de estudos no Brasil que envolvam a dinamica
e comportamento destes compostos bem como o impacto destes residuos no
ambiente aquatico e terrestre. Segundo Regitano e Leal (2010), a grande maioria
dos trabalhos publicados nesta tematica foi realizada em condigbes de clima
temperado, as quais sao diferentes das encontradas nos trépicos umidos, como
maior precipitagdo, temperaturas mais altas, solos com predominancia de argila de
baixa atividade, com elevados teores de 6xidos de ferro e de aluminio, além de
menor porcentagem de matéria organica. Portanto, espera-se que o comportamento
dos antimicrobianos nestas condigbes seja diferente do encontrado no clima
temperado, principalmente para a classe dos Latossolos, os quais sdo muito
intemperizados e de baixa fertilidade, sugerindo uma menor capacidade de adsorgao
(REGITANO; LEAL, 2010). Nesse sentido o presente estudo contribuiu para
avaliagdo do comportamento de antimicrobianos em condigdes tropicais.

Os procedimentos adotados neste estudo seguiram recomendagdes do guia
da ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT
(2011a) para estudos de adsorcdo em solos, trabalhos de revisdo sobre ocorréncia,
destino e comportamento de antimicrobianos (KIM et al., 2011; SARMAH et al.,
2006) e guias de validacdo de métodos analiticos (RIBANI et al., 2004), devido a

importancia que o dados ambientais gerados em laboratério podem fornecer.
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5.2. Antimicrobianos selecionados para o estudo.

De acordo com o item 4.2.3 os antimicrobianos escolhidos basearam-se em
dois critérios: nos compostos mais utilizados comercialmente na criagcdo de frangos
de corte no Brasil e naqueles mais frequentemente encontrados em matrizes
ambientais e de interesse ambiental em todo o mundo.

Considerando-se os antimicrobianos mais utilizados na criacdo de frangos de
corte no Brasil, os grupos farmacolégicos mais utilizados para prevencdo de
doencgas sao: fluoroquinolonas (34 %), ionéforos (20 %), macrolideos (10 %),
quinolonas e tetraciclinas (6 %), sulfonamidas (4 %) e lincosamidas (3 %); enquanto
que os mais utilizados no tratamento de doengas sao: ionoforos (25 %),
fluoroquinolonas (19 %), sulfonamidas (14 %), tetraciclinas (11 %), B-lactédmicos (7
%), macrolideos (5 %) e aminoglicosideos (4 %) (PARANA, 2013). A Tabela 13

sumariza os principais antimicrobianos citados nesse relatério.

Tabela 13 — Antimicrobianos mais utilizados na criagcéo de frangos de corte no Brasil de
acordo com o relatério do PAMvet-PR (PARANA, 2013).

Classe Principio ativo Classe Principio ativo
Ciprofloxacina Azitromicina
Fluoroquinolonas Norfloxacina Claritromicina
Danofloxacina Clindamicina
Enrofloxacina Macrolideos Eritromicina
a . Amoxicilina Roxitromicina
B - lactdmicos . o O
Piperacilina Tilosina
Clortetraciclina Lincomicina
Tetraciclinas Oxitetraciclina Trimetropina
Tetraciclina Sulfametoxazol
. Monensina Sulfonamidas Sulfametazina
lonoforos , . .
Salinomicina Sulfatiazol
Avilamicina Sulfadiazina

Fonte: elaborada pelo autor.

Dos vinte e quatro antimicrobianos listados na Tabela 13, nove foram
escolhidos para serem estudados nesta tese de doutorado, considerando aqueles
com maior numero de citagées no relatério do PAMvet-PR e de diferentes classes.
Foram incluidos neste trabalho os seguintes antimicrobianos: amoxicilina (B-

lactdmico), ciprofloxacina (fluoroquinolona), enrofloxacina (fluoroquinolona),



74

lincomicina (macrolideo), norfloxacina (fluoroquinolona), oxitetraciclina (tetraciclina),

sulfadiazina (sulfonamida), tilosina (macrolideo), trimetropina (pirimidina).

5.3. Analises fisicas e quimicas das amostras de solo e cama de
frango.
Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados das analises granulométricas

e dos parametros de fertilidade para os dois tipos de solos estudados.

Tabela 14 — Resultados nas analises de solo e turfa.

Solos
Parametros Turfa — Taquaral — SP Solo — Araraquara — SP
Cédigo adotado — X Cédigo adotado — Z

Foésforo (mg dm™) 35 1

Potassio (mmol dm™) 1,1 0,6

Calcio (mmol dm™) 16 6
Magnésio (mmol dm™) 9 1

H + Al (mmol dm™) 166 22

S.B. (mmol dm™) 26,1 7,6

C.T.C. (mmol dm?) 192,1 29,6

V% (%) 14 26

pH 3,6 4,8

Matéria Organica (%) 42,4 1,4
Carbono orgéanico (%) 24,6 0,8

Argila (%) 37,0 65,5

Silte (%) 19,7 17,7

Areia (%) 43,3 16,8

Fonte: elaborada pelo autor.

O solo X (turfa, Taquaral-SP) foi classificado como franco-argiloso enquanto
que o solo Z (Araraquara-SP) como muito argiloso de acordo com os métodos
utilizados para analises quimicas e fisicas de solos do Instituto Agronédmico de
Campinas (IAC), seguindo de maneira geral a classificagdo segundo o triangulo de
classes de texturas para solos. O solo Latossolo Vermelho e Neossolo Quatzerdnico

apresenta como principais constituintes argila e areia, respectivamente, e
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compreendem o0s principais solos identificados no municipio de Araraquara
(LOURENCETTI, 2006).

Os resultados dos parametros de fertilidade analisados na Tabela 13
mostraram que a turfa possui maior concentracao de macronutrientes em relacéo ao
solo e os valores encontrados sédo semelhantes aos dados publicados na literatura
(FERRAZ et al., 2005). Entre eles destacam-se: o teor de matéria organica, uma vez
que a turfa apresentou 42,4 % enquanto o solo 1,4 %; o baixo valor de pH da turfa,
bem como o elevado valor da capacidade troca catibnica, que estdo relacionados ao
elevado teor de matéria organica.

Os resultados das analises das amostras de cama de frango e cama de

frango associado ao solo Z S/T (Araraquara — SP) estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados das andlises de cama de frango e cama de frango associada ao
solo Z (Araraquara-SP).

Parametros Cf?:\nagge Cama de frango + Solo Z (Araraquara-SP)
Fosforo (g Kg™) 20,5 0,9
Potassio (mg Kg™) 22721 2532
Célcio (g Kg™") 28,5 0,042
Magnésio (g Kg™ 4,6 0,6
Zinco (mg Kg™) 43,6 44,0
Ferro (mg Kg™) 752 73228
Manganés (mg Kg™”) 477 300
Aluminio (mg Kg™) 998 46221
Nitrogénio (g Kg™) 34,4 6,2
pH 7,3 7,7
Matéria Organica (%) 50,1 17,5
Carbono organico (%) 43,6 3,5

Fonte: elaborada pelo autor.

5.4. Otimizagao das condigdes cromatograficas
As condi¢des cromatograficas foram otimizadas baseando-se em trabalhos da
literatura (ZHAO et al,, 2010; USLU et al., 2008; CHRISTIAN et al., 2003;

CAMPAGNOLDO et al., 2002), que incluiam compostos e matrizes similares a este
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estudo. Também foram consideradas as propriedades fisicas e quimicas dos
analitos de interesse, como por exemplo, solubilidade, pK; e constante de particao
octanol-agua (Kow). Considerando tais propriedades, selecionou-se como fase
estacionaria coluna de fase reversa de octadecilsilano e como fase movel misturas
de acetonitrila com acido fosforico 0,02 mol L™ (pH 3), por tratar-se de uma das
combinagdes mais usadas em trabalhos descritos na literatura para determinagao de
antimicrobianos.

A fase C18 utilizada foi do tipo end-capped modelo Gemini (Phenomenex)
para prevenir encaudamento dos picos, uma vez que 0s antimicrobianos apresentam
diversos grupos polares de acordo com as estruturas apresentadas na Tabela 3.
Este tipo de coluna pode trabalhar em pHs extremos (entre 1 e 12), tal como o
utilizado neste trabalho (pH 3).

A escolha dos comprimentos de onda para determinagcéo dos antimicrobianos
lincomicina, oxitetraciclina, sulfadiazina, tilosina e trimetropina, por ultravioleta, foi
efetuada com base nos espectros de absorbancia que estdo apresentados na Figura
12.
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Figura 12 — Espectros de absorbancia dos antimicrobianos lincomicina, sulfadiazina,
trimetoprim e oxitetraciclina.
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Fonte: elaborada pelo autor.

De acordo com os espectros de absorbancia, os comprimentos de ondas que
apresentam melhor detectabilidade s&o: 205 nm (lincomicina) e 264 nm
(sulfadiazina, trimetropina e oxitetraciclina). Portanto, estes valores foram
selecionados para determinacdo por CLAE-UV. Para tilosina foi utilizado 280 nm,
cujo comprimento de onda € o que apresenta melhor absorbancia no certificado de
analise do padrao da Sigma-Aldrich.

Para analise de amoxicilina, norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina, os
quais foram determinados por CLAE-FLU, os comprimentos de onda para detecg¢ao

foram extraidos da literatura (ZHAO et al., 2010; KARCI; BALCIOGLU et al., 2009;
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USLU et al., 2008; MARTINEZ-CARBALLO et al., 2007) e os valores estdo

apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Comprimentos de onda selecionados para analise por CLAE-FLU.

Antimicrobiano Aexcitagao (NM) Aemissio (NM)
Amoxicilina 235 310
Norfloxacina 280 480

Ciprofloxacina 280 480
Enrofloxacina 280 480

Fonte: elaborada pelo autor

Ressalta-se que embora os comprimentos de onda (excitacdo e emissao) dos
compostos possam variar de acordo com o solvente que esta solubilizado, ndo foram
observadas diferencas significativas no A em diversos trabalhos da literatura
consultados, portanto, os valores apresentando na Tabela 16 foram utilizados para
detecgéo por fluorescéncia para este grupo de substancias.

Solugbes padrao contendo os nove antimicrobianos em mistura foram
analisados por CLAE-FLU-UV. A leitura nos dois detectores foi feita em série no
mesmo equipamento, passando primeiramente pela cela de fluorescéncia seguida
pela cela para leitura no ultravioleta, uma vez que o cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia Varian 920-LC permite a aquisicdo de dois cromatogramas
concomitantemente, um para cada detector. A Figura 13 mostra os cromatogramas
obtidos para analise da mistura dos nove antimicrobianos em mistura, utilizando as

condigdes cromatograficas descritas na Tabela 4.
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Figura 13 — Cromatogramas dos antimicrobianos em mistura analisados por CLAE-FLU-UV
(lincomicina 88,9 mg L™, sulfadiazina 59,8 mg L™, trimetoprim 69,7 mg L™, oxitetraciclina
72,3 mg L7, tilosina 68,3 mg L’, amoxicilina 61,9 mg L”, norfloxacina 105 pg L7,
ciprofloxacina 95 ug L™ e enrofloxacina 90 pg L™"). Condi¢des cromatograficas descritas na
Tabela 4.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Em apenas vinte e cinco minutos de analise, boa separagao cromatografica
foi obtida para a mistura dos compostos, exceto para trimetropina, oxitetraciclina e
norfloxacina que apresentaram encaudamento dos seus picos. Mesmo com este
alargamento a resolugcdo minima foi de 1,73 entre os picos mais préximos
norfloxacina e ciprofloxacina e, portanto, sendo adequada para fins quantitativos,
pois a literatura recomenda o valor de 1,5 a resolugdo minima para uma
quantificacdo confiavel (SNYDER et al., 2010). Além disso, 0 método cromatografico
apresentado permite andlise simultdnea dos nove compostos em um tempo
relativamente curto quando comparado aos descritos na literatura, em estudos que
envolvem antimicrobianos de diferentes classes farmacolégicas com distintos grupos

funcionais em suas estruturas e variadas massas molares.
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Solugdes padrao dos antimicrobianos individuais também foram analisadas e
os resultados obtidos mostraram boa resolugdo cromatografica em um tempo de
analise de cinco minutos para cada composto. As Figuras 14 e 15 mostram os
cromatogramas das substancias analisadas individualmente por CLAE-FLU-UV,

utilizando as condi¢des cromatograficas apresentadas na Tabela 5.

Figura 14 — Cromatogramas das substancias analisadas individualmente por CLAE-UV
sobre as condigdes cromatograficas descritas na Tabela 5 (lincomicina 88,9 mg L7,
sulfadiazina 59,8 mg L™, trimetropina 69,7 mg L™, oxitetraciclina 72,3 mg L™ e tilosina 68,3
mg L™7).
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Fonte: elaborada pelo autor
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Figura 15 — Cromatogramas das substancias analisadas individualmente por CLAE-FLU
sobre as condigdes cromatograficas descritas da Tabela 5 (amoxicilina 20,1 mg L7,
norfloxacina 50 pg L™, ciprofloxacina 50 ug L™ e enrofloxacina 90 pg L™).
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Fonte: elaborada pelo autor.

A precisao intermediaria para trés dias consecutivos dos tempos de retencéo
e areas para os antimicrobianos quando analisados individualmente e em mistura
por CLAE-FLU-UV, estdo apresentados na Tabela 17. Os valores de tempo de

retencdo e area sao médias de trés injecbes de cada solugdo (individual e em
mistura).
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Tabela 17 — Precisdo intermediaria dos tempos de retencdo e areas cromatograficas para
os antimicrobianos analisados individualmente e em mistura.

Analise individual Analise em mistura
Antimicrobiano tz (min) Area tz (min) Area
CV (%) CV (%) CV (%) CV (%)
3,41 760,0 3,80 5777
Lincomicina
0,24 4.9 0,51 3,9
3,49 3939,0 4,33 3622,7
Sulfadiazina
0,12 0,8 0,27 0,5
3,50 1374,0 6,11 1412,3
Trimetropina
0,39 1,0 0,40 1,5
3,15 2051,0
Oxitetraciclina NR* NR*
0,26 1,7
3,64 1132,0 16,54 962,7
Tilosina
0,23 0,6 0,03 0,8
2,76 4195,0 2,58 3809,0
Amoxicilina
0,48 2,1 0,59 1,5
2,87 878.,0 9,15 1097,0
Norfloxacina
0,36 1,3 0,73 4.8
3,01 557,0 10,49 577,3
Ciprofloxacina
0,16 1,6 0,42 3,1
3,50 4469,0 15,31 5218,0
Enrofloxacina
0,13 1,0 0,10 0,2

CV: coeficiente de variagao.
*NR: nao realizado para oxitetraciclina em mistura com os demais compostos.

Fonte: elaborada pelo autor

Os valores do coeficiente de variagdo demonstraram que os tempos de
retencao e areas foram repetitivos e, portanto, indicam que o método de analise
cromatografica possui precisdo das injecbes nas mesmas condi¢des de operagao
em um curto intervalo de tempo. Os resultados de repetitividade para oxitetraciclina

em mistura com os demais compostos ndo puderam ser calculados, pois este
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antimicrobiano apresentou problemas de baixa resolugdo durante a execugao dos
ensaios, tais como o alargamento excessivo da banda cromatografica e
consequentemente baixa relacdo sinal ruido, impedindo, portanto, sua deteccao e

quantificacdo nos estudos de adsorgao envolvendo as substancias em mistura.

5.5. Linearidade da resposta cromatografica dos detectores e curvas
analiticas obtidas por CLAE-FLU-UV.

Para determinar a regido linear da resposta dos detectores para os
antimicrobianos individuais e em mistura construiram-se graficos conforme descrito
no item 4.2.6. (Figuras 16 e 17).



Figura 16 — Graficos de linearidade para os antimicrobianos individuais obtidos por CLAE-
uv.
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Figura 17 — Graficos de linearidade para os antimicrobianos individuais obtidos por CLAE-

FLU.
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Dessa forma, faixas de trabalho foram escolhidas para os antimicrobianos

analisados individualmente, excluindo-se os pontos andémalos (pontos fora dos

limites superior e inferior do intervalo de linearidade), cujas equagdes das curvas

analiticas, coeficientes de correlacdo obtidos pelo método do padrdo externo e

limites de quantificagcao estdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18 — Faixa linear, equacgdes das curvas analiticas e coeficientes de correlagcado dos
antimicrobianos individuais obtidos por CLAE-FLU-UV.

Equagdes das curvas

Antimicrobiano Faixa linear analiticas Coeficientg Lim!t? de~
(y=a+b x) de correlagdo Quantificagao
Lincomicina 2,9a88,9mg L’ y =0,058 + 8,671 x 0,991 2,9 mg L’
Sulfadiazina 2,9a89,7mg L’ y =-47,529 + 56,256 x 0,997 2,9 mg L’
Trimetropina 2,9 a 89,6 mg L’ y =10,993 + 19,794 x 0,997 2,9 mg L’
Oxitetraciclina 3,0a72,3mg L’ y =-41,353 + 17,692 x 0,990 3,0 mg L’
Tilosina 29a878mgL"' y=-0,175+ 16,402 x 0,998 29mglL’
Amoxicilina 06a516mgL’ y=10,162 + 180,806 x 0,999 0,6 mgL"
Norfloxacina 53a131,3ugL”’ y=-36,101 + 66,085 x 0,999 53uglL”
Ciprofloxacina 48a111,3ugL”’ y=-22,497 + 31,886 x 0,999 48 ug L’
Enrofloxacina 0,9a86,4 ug L’ y =30,790 + 112,911 x 0,999 0,9 ug L’

Fonte: elaborada pelo autor.

Complementando o estudo de linearidade, as Figuras 18 e 19 apresentam os

graficos de resposta dos detectores UV e FLU para os antimicrobianos analisados

em mistura respectivamente.
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Figura 18 — Graficos de linearidade para os antimicrobianos analisados em mistura obtidos

por CLAE-UV.
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Figura 19 — Graficos de linearidade para os antimicrobianos analisados em mistura obtidos

por CLAE-FLU.
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De acordo com os intervalos de concentracdo lineares apresentados nas

Figuras 18 e 19, faixas de trabalho foram determinadas para os antimicrobianos

analisados em mistura, cujas equagbes das curvas analiticas, coeficientes de

correlagao obtidos pelo método do padrao externo e limites de quantificacdo estao

apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19 — Faixa linear, equacgdes das curvas analiticas e coeficientes de correlacdo dos
antimicrobianos analisados em mistura obtidos por CLAE-FLU-UV.

Equagdes das curvas

Antimicrobiano Faixa linear analiticas CoefIC|ente~ L'm!t? de~
(y=a+bx) de correlagdo Quantificagao
Lincomicina 2,0a 80,0 mg L y =21,575 + 7,353 x 0,989 2,0 mg L’
Sulfadiazina 2,0a 80,0 mg L y = 25,591 + 61,921 x 0,997 2,0 mg L’
Trimetropina 2,0a 80,0 mg L’ y = 30,867 + 17,682 x 0,996 2,0mg L’
Tilosina 2,0a80,0mgL"’ y=28_865+12,160 x 0,993 20mgL”
Amoxicilina 0,6 a 51,6 mg L y =-6,302 + 185,740 x 0,997 0,6 mg L’
Norfloxacina 53a131,3ugL”’ y=-275,750 + 29970 x 0,992 53uglL”
Ciprofloxacina 48a111,3ugL" y=-211,280 + 27126 x 0,995 48uglL”
Enrofloxacina 0,9a 86,4 ug L y =-403,000 + 65033 x 0,997 0,9 ug L’

Fonte: elaborada pelo autor.

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 18 e 19, foram
obtidas amplas faixas lineares de concentracao e baixos limites de quantificagao que
foram adequados aos objetivos pretendidos neste trabalho. Bons coeficientes de
correlacdo foram obtidos para todos os antimicrobianos estudados tanto nos
analisados individualmente quanto nos em mistura. As curvas analiticas dos

antimicrobianos individuais e em mistura estdo apresentadas no Apéndice A.

5.6. Resultados da comparagao da resposta cromatografica dos
antimicrobianos preparados em H3;PO, 0,020 mol L' versus antimicrobianos
individuais preparados em CaCl, 0,010 mol L™.

Com o objetivo de avaliar a influéncia do tipo de solvente de preparo das
solugdes de trabalho dos antimicrobianos individuais na resposta cromatografica,
foram construidas curvas analiticas em H3PO,4 0,020 mol L™ (componente majoritario
da fase mével cromatografica) e em CaCl, 0,010 mol L' (solugdo aquosa de
trabalho dos estudos de adsorgao) de acordo com o item 4.2.7. A Tabela 20 mostra
os resultados da comparagéo dos coeficientes angulares das equagdes das curvas

analiticas preparadas nestas duas solugcdes aquosas.
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Tabela 20 — Diferenga percentual dos coeficientes angulares das equagdes das curvas
analiticas: HsPO, 0,020 mol L™ versus CaCl, 0,010 mol L™.

Coeficiente Coeficiente .
. . Diferenga percentual
Antimicrobiano angular angular g
e e dos coeficientes
individual (curva em H;PO, (curva em CacCl, anqulares
0,020 mol L") 0,010 mol L") 9
Lincomicina 7,438 8,671 +16,6
Sulfadiazina 58,522 56,256 -3,9
Trimetoprim 20,267 19,794 -2,3
Oxitetraciclina 13,569 17,692 +30,4
Tilosina 19,048 16,402 -13,9
Amoxicilina 167,810 180,806 +7,7
Norfloxacina 68,594 66,086 -3,7
Ciprofloxacina 35,129 31,886 -9,2
Enrofloxacina 89,093 112,9 +26,7

Fonte: elaborada pelo autor.

A diferenga dos coeficientes angulares foi pronunciada para lincomicina,
oxitetraciclina, tilosina e enrofloxacina e para os demais antimicrobianos este efeito
nao foi tdo expressivo. Os valores positivos indicam que a solugéo de cloreto de
calcio (0,010 mol L") provoca aumento da sensibilidade e os negativos um
decréscimo. Esta diminuicdo na resposta pode ser devido a formacao de interacdes
entre as moléculas dos antimicrobianos e os ions Ca®* presentes na solugao salina,
causando alteragbes tanto na absor¢gdo no ultravioleta quanto na excitacdo e/ou
emissao da analise por fluorescéncia. Portanto, para minimizagao deste efeito todas
as etapas de quantificacdo foram realizadas utilizando as curvas analiticas
preparadas em CaCl, (0,010 mol L"), a qual foi a solugdo salina utilizada nos

estudos de adsorgao.

5.7. Resultados do estudo para determinagao da razao massa/volume
do sistema solo/solugao.

A partir do experimento ilustrado na Figura 7 (item 4.2.10.1) foram
determinados os valores de K4 € a porcentagem de sulfadiazina adsorvida apos 48
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horas. Tal antimicrobiano foi utilizado neste ensaio por apresentar solubilidade

intermediaria entre os estudados nesta tese. Foram obtidos 78,8% de adsorgao de

sulfadiazina e um valor de Kg igual a 17,3 cm® g”'. Em seguida, utilizando o grafico

apresentado na Figura 20 foi possivel escolher a razédo solo/solugdo mais apropriada

para o estudo, pois ele mostra as proporc¢des solo/solugdo em fungédo do coeficiente

de distribuicdo (Ky) para diferentes niveis de porcentagem de adsorgéo.

Figura 20 — Relacdo entre diferentes razbes solo/solucéo, diferentes valores de Ky e de
porcentagens da substancia adsorvida.
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Fonte: adaptado de Organization for Economic Co-Operation and Development (2011a).

Interpolando neste grafico o valor 78,8% da adsorcédo obtida com o valor de

Kg calculado (17,3 cm® g™'), situado no eixo das abscissas, foi possivel estimar a

razao de solo/solucido mais adequada,

Portanto, a razdo escolhida para o

adsorcgao foi de 1/5.

que esta mostrada no eixo das ordenadas.

sistema solo/solugdo para os estudos de
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5.8. Resultados do estudo de estabilidade dos antimicrobianos em
solugao.

A Tabela 21 mostra um exemplo dos resultados obtidos para a solugéo
individual de sulfadiazina 20,0 ug mL™" apos avaliagdo da estabilidade da substancia
de acordo com o item 4.2.10.1. O mesmo procedimento foi realizado para os demais

antimicrobianos.

Tabela 21 — Areas cromatograficas e coeficientes de variacdo obtidos entre as replicatas
(n=3, exemplo para sulfadiazina individual 20 pg mL™).

Areas cromatograficas para sulfadiazina individual

Replicatas Oh 2h 4h 6h 8h 10h 24h 28h 32h 34h 48h

1 1298 1285 1305 1296 1310 1325 1286 1322 1321 1324 1284
2 1307 1278 1275 1309 1277 1300 1291 1311 1273 1319 1357
3 1289 1307 1305 1304 1318 1319 1304 1349 1338 1320 1361

CV (%)* 0,7 1,2 1,3 0,5 1,7 1,0 0,7 1,5 2,6 0,2 3,2

*CV: Coeficiente de variagédo, em %, entre as replicatas (n=3)

Fonte: elaborada pelo autor.

Interpolando esses valores de area cromatografica nas equagdes das curvas
analiticas individuais, relacionou-se a concentragdo de cada antimicrobiano com o
tempo de andlise cujos graficos com as medidas das replicatas (n = 3) estdo
apresentados nas Figuras 21 (CLAE-UV) e 22 (CLAE-FLU).
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Figura 21 — Graficos da estabilidade dos antimicrobianos em solugéo analisados por CLAE-
UV durante o periodo de 48 horas.
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Figura 22 — Graficos da estabilidade dos antimicrobianos em solugéo analisados por CLAE-

FLU durante o periodo de 48 horas.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os gréficos apresentados nas Figuras 21 e 22 mostram a variagdo da

concentragcado dos antimicrobianos individuais com o tempo de analise bem como as

concentragbes maxima, média e minima encontradas para cada ponto. Para melhor

interpretacédo dos resultados oferecidos por estes graficos, construiu-se a Tabela 22

que indica em porcentagem a precisado entre as replicatas de analise e a variagao da
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concentracdo de cada antimicrobiano entre o inicio (0 h) e final do experimento (48
h).

Tabela 22 — Repetibilidade e variacdo da concentragdo ao longo do estudo de estabilidade
em solucéo.

Variagao da
Antimicrobianos CV das replicatas* (%) concentracao entre 0 e
48 horas (%)

Amoxicilina 1,60 -1,87
Lincomicina 0,38 - 3,67
Sulfadiazina 0,78 +0,78
Trimetropina 0,15 + 0,75
Oxitetraciclina 1,45 -10,43
Enrofloxacina 1,80 + 0,75
Ciprofloxacina 2,90 -0,28
Norfloxacina 0,93 -2,84
Tilosina 0,78 + 1,71

CV: coeficiente de variagao (n =3)

Fonte: elaborada pelo autor.

O método mostrou-se repetitivo, pois as replicatas de analise apresentaram
coeficientes de variacao inferiores a 2,90 %. Quanto a estabilidade da solucéo,
observou-se que a concentragcdo para a maioria dos antimicrobianos varia pouco
durante todo o tempo de observagao, evidenciando que as solugdes permanecem
inalteradas ao longo das 48 horas. Portanto, sugere-se que ndo houve degradacao
ou adsorcdo nas paredes do recipiente para a maioria dos antimicrobianos
estudados, exceto para oxitetraciclina, podendo este método ser aplicado aos
estudos de adsorcao em solos.

A oxitetraciclina apresentou uma diminuicdo de 10,43% em relacdo a
concentracao inicial. Sugere-se a sua fotodegradacido no momento da retirada da
aliguota para analise e/ou devido fortes interacbes entre as moléculas de
oxitetraciclina e os ions Ca®* presentes na solucdo salina, modificando a absorg¢ao

em 264 nm e causando diminuigdo do sinal cromatografico (LOKE et al., 2002).
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5.9. Resultados dos estudos de adsorgao.

5.9.1. Seletividade.

Os cromatogramas referentes as amostras testemunhas dos dois tipos de
solos e tratamentos (X S/T, X ES, X MU, Z S/T, Z ES e Z MU), além do solo X S/T
incorporado com cama de frango, indicaram que n&o existem picos interferentes nos
tempos de retengdo dos antimicrobianos estudados, em mistura e individualmente,
estando adequados as analises. Exemplos de cromatogramas deste ensaio estéo
mostrados nas Figuras 23 e 24 para o antimicrobiano lincomicina. As Figuras 25 e
26 referem-se a seletividade das amostras testemunhas para analise dos

antimicrobianos em mistura.
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Figura 23 — Cromatogramas das amostras testemunhas dos solos X S/T, X ES, X MU, Z
S/T, Z ES e Z UM e solo Z S/T incorporado com cama de frango e solugdo padrdo de
lincomicina (90 mg L™) sobre as condigbes cromatograficas descritas na Tabela 5 (analise
individual).
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Figura 24 — Cromatogramas da amostra testemunha do solo Z S/T incorporado com cama
de frango e solugéo padrdo de lincomicina (90 mg L™) sobre as condi¢des cromatograficas
descritas na Tabela 5 (analise individual).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 25 — Cromatogramas das amostras testemunhas do solo Z S/T incorporado com
cama de frango e solugdo em mistura dos antimicrobianos analisados por CLAE-UV
(lincomicina 88,9 mg L™, sulfadiazina 59,8 mg L™, trimetoprim 69,7 mg L™ e tilosina 68,3 mg
L™") sobre as condicdes cromatograficas descritas na Tabela 4.

650 mAU ads solo cama testOh7_2_2013 12_59_23 PM1_2 DATA [UV-VIS detector Absorbance Analog Channel 1 ]
600

550

500

450

200 Testemunha: solo Z S/T + cama de frango

350

300

= (CLAE-UV, anélise em mistura)

RT [min]

0 2 4 6 & 10 12 12 16 18 20 22 24 26
fUu
50 mAU o 1 PHT_LDATA [IV-VEd
800 E @
550 = 2
500 = 2

w —
450 ~ .
Pt Solugdo mix
350
300
g CLAE-UV Ali ist

250 £ . -UV, analise em mistura
200 £ =
150 8 2
5 8 £
100 - E
50 r

0
=

0 RT [min]

0 2 4 & 8 10 12 14 18 18 20 22 24 26

Fonte: elaborada pelo autor.



99

Figura 26 — Cromatogramas das amostras testemunhas do solo Z S/T incorporado com
cama de frango e solugdo em mistura dos antimicrobianos analisados por CLAE-FLU
(amoxicilina 61,9 mg L™, norfloxacina 105 pg L™, ciprofloxacina 95 ug L™ e enrofloxacina 90
ug L") sobre as condicdes cromatograficas descritas na Tabela 4.
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Fonte: elaborada pelo autor.

5.9.2. Resultados dos estudos de adsor¢ao em uma unica concentragao.
As curvas de adsorgdo (porcentagem adsorvida versus tempo de analise)
foram obtidas conforme o item 4.2.10.1 e a quantidade de substancia adsorvida no

solo foi calculada durante cada intervalo de tempo utilizando as seguintes equacoes:

o Para o primeiro intervalo de tempo:
mé® (At;) = my — mp®(ty) x ( (7)
o Para o segundo intervalo de tempo:

g (at;) = et (e) x (5) = mids(ey) x L ®)

o Para n intervalos de tempo:

—(n— A
mE (At,) = Mt (tyy) x (D) — mdds(t,)x (w) )
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Os parametros usados anteriormente estao definidos a seguir:

. m4s (At,), m29(At,) e m@5(At,) = massa de substancia adsorvida
nos intervalos de tempo;

. maas(t,), més(t,) e m&s(t,) = massa de substancia adsorvida em
cada aliquota;

o m, e V, = massa e volume iniciais da substancia;

o VA = volume da aliquota retirada para analise

Dessa forma a porcentagen de adsorgdo para cada aliquota retirada bem
como a adsorcéao total no final do experimento foram calculadas de acordo com as

equacodes a seguir:

o Porcentagem de adsorgao para cada intervalo de tempo (Ax,):
A ds rs. 10
aty= TEZ AW 0004 (10
o Porcentagem de adsorgéo final (4;,):
3L ae, mE% 0D
A, = =™ D 1009 (11)
l mg

Em seguida, sdo apresentadas curvas de adsorgdo que foram construidas
para cada antimicrobiano relacionando-se a porcentagem de adsor¢éo versus o
tempo de analise: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 28, 32, 34 e 48 horas para lincomicina,
sulfadiazina, trimetropina, oxitetraciclina, tilosina e amoxicilinae; 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8 e 9 horas para as trés fluoroquinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina e
norfloxacina). Esta abordagem foi de grande relevancia para o estudo, fornecendo
informacdes valiosas sobre o comportamento de adsor¢cdo em curtos intervalos de
tempo, os quais ndo sao discutidos em outros trabalhos da literatura, que avaliam
somente quais modelos de isotermas representam melhor o processo de adsorcao.
Ressalta-se que isotermas de adsorgdo também foram realizadas nesta tese e os
resultados estado apresentados e discutidos no item posterior (5.10).
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Os resultados dos estudos de adsorcdo em uma uUnica concentragao sobre
inumeros intervalos de tempo foram apresentados nesta tese utilizando as
estratégias a seguir:

12 — Comparacao dos resultados de adsorgao dos antimicrobianos individuais
sobre os solos X S/T (turfa, Taquaral — SP) versus Z S/T (solo, Araraquara — SP),
cuja finalidade foi avaliar o grau de adsorgao da substancia individual em solos com
valores de matéria orgéanica distintos (42,4 % para turfa e 1,4 % para o solo de
Araraquara);

28 — Comparagao dos resultados dos antimicrobianos individuais versus
antimicrobiano em mistura, ambos sobre o solo Z S/T (Araraquara — SP). O objetivo
desta avaliacao foi identificar o efeito da mistura no processo de adsor¢cédo, uma vez
que os antimicrobianos juntos podem ter efeitos aditivos, sinérgicos ou antagdnicos,
0 que nao é observado quando sozinhos em solugéo;

32 — E por ultimo, comparagao dos resultados dos antimicrobianos em mistura
sobre o solo Z S/T (Araraquara — SP) e este mesmo solo tratado com cama de
frango. Esta abordagem foi utilizada para estimar qual a influéncia da adi¢cdo deste
esterco nos resultados de adsorgcdo, visto que este material € a fonte dos

antimicrobianos veterinarios no ambiente.

Discussao geral referente aos resultados de adsorgao dos antimicrobianos em
uma unica concentragao.

De acordo com os graficos da parte superior da Figura 27, as porcentagens
de adsorgédo para os antimicrobianos analisados individualmente na turfa (solo X
S/T, Taquaral-SP) foram em ordem crescente: sulfadiazina (17,3 %) < lincomicina
(30,4 %) < tilosina (47,7 %) < oxitetraciclina (50,3 %) < trimetropina (53,3 %) <
ciprofloxacina (62,4 %) < enrofloxacina (76,2 %) < norfloxacina (80,4 %) <
amoxicilina (88,5 %). Enquanto para o solo Z S/T (Araraquara-SP) foram:
sulfadiazina (16,1 %) < trimetropina (25,3 %) < tilosina (29,4 %) < lincomicina (36,6
%) < enrofloxacina (50,2 %) < amoxicilina (61,8 %) < ciprofloxacina (74,8 %) <
oxitetraciclina (90,2 %) < norfloxacina (92,8 %).

O grafico da parte inferior da Figura 27 ilustra a variagdo da adsor¢ao de cada

antimicrobiano individual do solo X S/T (turfa, Taquaral-SP) e para o solo Z S/T
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(Araraquara-SP), demonstrando que para ciprofloxacina, norfloxacina, oxitetraciclina
e lincomicina houve um aumento na adsor¢do, enquanto para os demais um

decréscimo. A porcentagem de variagéo esta indicada no grafico.

Figura 27 — Porcentagens de adsor¢ao dos antimicrobianos individuais na turfa (solo X S/T,
Taquaral-SP) e no solo Z S/T (Araraquara-SP).
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Conforme ilustrado na Figura 28, comparando-se os resultados de adsorcao
entre os antimicrobianos individuais no solo Z S/T (Araraquara-SP) com os
antimicrobianos em mistura neste mesmo solo, observou-se uma diminuicdo na

porcentagem de adsorgcao para a maioria dos compostos quando em mistura. Estes
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resultados diferiram significativamente utilizando o teste t de Student para
comparacao de médias (nivel de confianga de 95 %), exceto para sulfadiazina.
Pode-se inferir que quando os antimicrobianos estdo em mistura, sugere-se
uma estabilizacdo destas moléculas em solucdo, diminuindo a disponibilidade para
ocorrer a adsorgdo. Supde-se que pode ter havido fortes interagdes entre os
antimicrobianos em mistura, superiores aquelas que ocorrem com os sitios dos solos

quando os mesmos estdo em solugdes individuais.

Figura 28 — Comparacao das porcentagens de adsor¢ao dos antimicrobianos individuais no
solo Z S/T (Araraquara — SP) com os antimicrobianos em mistura neste mesmo tipo de solo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Comparando os resultados de adsorcado entre os antimicrobianos em mistura
no solo Z S/T (Araraquara-SP) com os antimicrobianos em mistura neste mesmo
solo associado a cama de frango, observou-se uma diminuigdo na porcentagem de
adsorcao para a maioria dos compostos, exceto para amoxicilina que apresentou
efeito inverso, conforme ilustrado na Figura 29. Estes resultados diferiram
significativamente utilizando o teste “t” de Student para comparagdo de médias para

todos os compostos (nivel de confianga de 95 %).
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Figura 29 — Comparacao das porcentagens de adsor¢do dos antimicrobianos mistura no
solo Z S/T (Araraquara-SP) e neste mesmo solo associado a cama de frango.

Il Solo Z S/T, antimicrobianos em mistura
I Solo Z S/T + Cama de frango, antimicrobianos em mistura

Enrofloxacina
Ciprofloxacina
Norfloxacina
Amaxicilina
Tilosina
Trimetropina
Sulfadiazina

Lincomicina

T TTTTrTTTTT T T TT T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Adsorcao (%)

Fonte: elaborada pelo autor.

Portanto, pode-se inferir que a cama de frango incorporada no solo estabilizou
os antimicrobianos em solugao, diminuindo a disponibilidade para ocorrer adsorgao.
Sugere-se que devido ao aumento de pH ocasionado pela adicao de cama de
frango, as moléculas estdo predominantemente ionizadas, permanecendo mais
sollveis na solucdo salina de cloreto de calcio 0,010 mol L™ e, portanto, menos

disponiveis para adsorcao

Discussao especifica para cada antimicrobiano referente aos resultados de
adsorgdo em uma unica concentragao.

Até o momento, poucos trabalhos foram realizados com o objetivo de elucidar
0s mecanismos envolvidos na adsorgao de antimicrobianos em solos. Alguns destes
estudos foram apresentados em um artigo de revisao de cunho nacional, o qual trata
do comportamento de antimicrobianos em solos (LEAL et al., 2012). Esta referéncia
explica que devido aos grupos polifendlicos e carboxilicos ionizaveis das substancias

humicas e aos hidroxidos metalicos, os quais apresentam carga negativa ou positiva
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de acordo com o pH, o solo pode funcionar como sitio de sor¢do dos
antimicrobianos. Portanto, varios mecanismos podem estar envolvidos, tais como:
adsorcdo a superficie de constituintes minerais, troca idnica, adsor¢gdo a matéria
organica, formagdo de complexos com ions metalicos (Ca®" Mg®" Fe** e AP’*) e
ligacdo de hidrogénio entre grupos polares dos antimicrobianos e os acidos humicos
do solo (PEREIRA et al., 2012). Alguns destes mecanismos de interagdo entre
antimicrobianos e solos podem ser elucidados utilizando, por exemplo: as técnicas
de difragao de raios-X e infravermelho por transformada de Fourier, que sdo capazes
de identificar mecanismos tais como de ligagcao de hidrogénio, interacéo hidrofébica
e de transferéncia de carga.

As discussdes sobre adsorgdo apresentadas a seguir foram baseadas nos
resultados das porcentagens de adsorgdo obtidos, nas caracteristicas fisicas e
quimicas dos solos sempre buscando a literatura para corroborar com os resultados
apresentados.

Os graficos das Figuras de 30 a 36 mostram a variagdo meédia da
porcentagem de adsorcdo dos antimicrobianos em fungdo do tempo de analise
sobre os diferentes tratamentos dos solos de Taquaral-SP e Araraquara-SP, cujas
replicatas de analise (n = 2) mostraram-se repetitivas, apresentando baixos
intervalos de coeficientes de variagdo: 0,9 — 6,7 % (lincomicina); 3,5 — 5,8 %
(sulfadiazina); 4,2 — 8,8 % (trimetropina); 10,6 — 13,4 % (oxitetraciclina); 1,3 — 4,3 %
(tilosina); 4,9 — 9,7 % (amoxicilina); 2,0 — 7,9 % (norfloxacina); 3,1 — 7,3 %

(ciprofloxacina) e; 1,0 — 3,4 % (enrofloxacina).
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Figura 30 — Variacdo da porcentagem de adsor¢ao do antimicrobiano lincomicina em fungéo

do tempo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A porcentagem de adsor¢cao de lincomicina na forma individual foi mais
significativa (teste t de Student, 95 % de confianga) nos solos X S/T (Taquaral-SP) e
Z SIT (Araraquara-SP), correspondendo no final do experimento a 30,4 % e 36,6 %
respectivamente, quando comparadas ao estudo em mistura dos antimicrobianos.
Tanto o pH 3,2 da turfa quanto o pH 4,8 do solo permitem que a lincomicina
permanecga na forma ndo ionizada, uma vez que seu pK, é elevado (12,9). Os
principais mecanismos de interagdo sugeridos no sistema turfa-lincomicina, sao a
elevada capacidade de troca catidnica e ligagcdes de hidrogénio entre os grupos
acidos das substancias humicas e os grupos polares desse antimicrobiano. Ja para
o solo Z S/T, além das ligagcdes de hidrogénio, pode ter havido uma contribuicao da
fragdo argila em proporgdo muito maior nesse solo (65,5 %) do que na turfa (37,0

%). Estes mecanismos de adsorgao propostos também foram relatados por Wang et
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al. (2011), os quais indicaram que a adsorgdo de lincomicina é governada
principalmente pela fragdo mineral dos solos.

Para os tratamentos em mistura a diferenga de adsorcéo foi estatisticamente
diferente (teste t de Student, 95 % de confianga): o solo Z S/T adsorveu 16,3% da
quantidade inicial de lincomicina enquanto este mesmo solo associado a cama de
frango 13,2%, mostrando que a cama de frango exerce influéncia neste processo.

A porcentagem de adsorg¢ao de lincomicina individual no solo Z S/T foi 20,3 %
maior que a adsorcdo deste antimicrobiano em mistura no mesmo tipo de solo.
Esses resultados sugerem que ha uma estabilizagdo da lincomicina em solugao
quando misturada com os demais antimicrobianos avaliados, diminuindo a
quantidade disponivel para ocorrer adsor¢ao e aumentando, portanto, a capacidade

para escoamento e lixiviagao.

Sulfadiazina

Figura 31 — Variacao da porcentagem de adsorgcéo do antimicrobiano sulfadiazina em
fungao do tempo.
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As porcentagens de adsorcdo de sulfadiazina foram estatisticamente
diferentes (teste t de Student, 95 % de confianga) para os solos X S/T e Z S/T na
forma individual, correspondendo a 17,3 %, 16,0 %. Esta diferenga de porcentagem
de adsorcao entre os solos X S/T e Z S/T indica que para solos bem diferentes,
quanto a porcentagem de matéria organica, pH e granulometria, os efeitos
observados também sao diferentes. Comparando-se o antimicrobiano individual e
em mistura no solo Z S/T, n&o foi observada diferenga significativa entre os ensaios
(tcalculado < ttabelado, 95 % de confianga), mostrando que a mistura n&o influencia no
processo de adsorgao.

O pK, igual a 6,4 da sulfadiazina sugere que permaneg¢a na forma nao
ionizada tanto no pH 3,2 da turfa quanto no pH 4,8 do solo. Portanto, o principal
mecanismo de interagdo proposto no sistema turfa-sulfadiazina s&o as ligagdes de
hidrogénio entre os grupos acidos das substancias humicas e os grupos polares
desse antimicrobiano (predominantemente as aminas). Ja para o solo Z S/T, além
das ligagcdes de hidrogénio, sugere-se a contribuicdo da fragcdo argila em maior
proporcdo nesse solo do que na turfa. Estes resultados concordam com os obtidos
por Doretto e Rath (2013) que avaliaram o comportamento de adsor¢ao e dessorgao
do antimicrobiano sulfadiazina em quatro tipos de solos do estado de Sao Paulo.
Nos experimentos de adsorcdo os autores encontraram que sulfadiazina adsorve-se
mais fortemente nos solos com maiores teores de matéria organica e de argila.

Para o solo Z S/T incorporado com cama de frango a adsorcdo de
sulfadiazina em mistura foi de 6,1 %, indicando que este material estabiliza o
antimicrobiano que permanece soluvel em solugdo, diminuindo sua capacidade de

adsorcao.
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Trimetropina

Figura 32 — Variagcado da porcentagem de adsor¢éo do antimicrobiano trimetropina em
fungao do tempo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A porcentagem de adsorgcdo de trimetropina na forma individual foi
significativa nos solos X S/T e Z S/T, correspondendo no final do experimento a
53,3% e 25,3 % respectivamente, quando comparadas ao estudo em mistura dos
antimicrobianos (teste t de Student, 95 % de confianga). Observa-se uma
porcentagem de adsor¢cdo mais significativa para a turfa X S/T, sendo
aproximadamente o dobro que no solo Z S/T.

O pH 3,2 da turfa (solo X S/T, Taquaral — SP) ¢ igual ao pK,1 da trimetropina,
sugerindo que ha um equilibrio das espécies ionizadas (carga negativa) e néo
ionizadas (neutra). As espécies anibnicas de trimetropina podem ser atraidas
eletrostaticamente pelas cargas predominantemente positivas dos acidos humicos

da turfa. Portanto, a maior adsor¢gao em turfa (53,3 %) pode ser explicada, pois
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somam-se as interagdes citadas anteriormente as interagdes entre os grupos acidos
das substancias humicas presentes na turfa e o0s grupos polares desse
antimicrobiano.

Os principais mecanismos de interagdo sugeridos para trimetropina sobre o
solo Z S/T (Araraquara-SP) também sdo as interagdes eletrostaticas e nédo a
granulometria, pois mesmo o solo Z S/T apresentando elevada porgao de argila,
esse fator parece nido exercer influéncia no processo de adsor¢ao do antimicrobiano.
A adsorcao € menor neste solo, 25,3 %, pois apresenta menor teor de matéria
organica (1,4 %) e, consequentemente, menor concentracédo de acidos humicos
quando comparado a turfa que possui uma porcentagem de matéria organica
elevada (42,4 %).

Para os tratamentos em mistura a diferenca de adsorcdo entre eles foi
estatisticamente diferente, pois o solo Z S/T adsorveu 16,9 % da quantidade inicial
de trimetropina enquanto este mesmo solo associado a cama de frango a 11,2 %,
mostrando que a cama de frango exerce influéncia neste processo. A porcentagem
de adsorcao de trimetropina individual no solo Z S/T foi 8,4 % maior que a adsorgao
deste antimicrobiano em mistura no mesmo tipo de solo. Esses resultados sugerem
que ha uma estabilizagdo da trimetropina em solu¢do quando misturada com os
demais antimicrobianos avaliados, diminuindo a quantidade disponivel para ocorrer
adsorcao e aumentando sua mobilidade no solo.

Dados de adsorcao de trimetropina foram encontrados na literatura (THIELE-
BRUHN, 2003), porém em lodo de esgoto que difere bastante das matrizes
avaliadas neste trabalho (turfa, solo e solo associado a cama de frango). Portanto,
os resultados obtidos aqui poderdo ser publicados e consequentemente contribuir
para o entendimento da adsorgao deste antimicrobiano em solos e solo misturado ao

esterco animal.
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Figura 33 — Variagcado da porcentagem de adsor¢ao do antimicrobiano oxitetraciclina em

funcao do tempo.
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111

A porcentagem de adsorg¢ao deste antimicrobiano é muito maior no solo Z S/T

(Araraquara-SP) do que na turfa (Taquaral-SP), correspondendo a 90,2 % e 50,3 %

respectivamente. A menor adsorg¢ao na turfa (50,3 %) pode ser relacionada ao seu

pH de 3,2, que favorece a predominancia de espécies carregadas positivamente do

antimicrobiano (grupamentos NH, protonados), sugerindo uma repulséo eletrostatica

com as cargas positivas dos acidos humicos, presentes em grande quantidade neste

solo devido ao maior teor de matéria organica (42,4 %).

O pH 4,8 do solo Z S/T (Araraquara-SP) sugere a presenga de espécies

parcialmente protonadas dos acidos humicos (cargas positivas) e favorece uma

mistura de espécies neutras e positivamente carregadas do antimicrobiano. Nesse

sentido, uma repulsdo eletrostatica entre as espécies catibnicas do solo e do
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antimicrobiano indicaria uma baixa porcentagem de adsorgao, entretanto foi obtido
um valor de 90,2 %. O mecanismo de interacdo que pode explicar este valor
consideravel é relatado na literatura como a afinidade das tetraciclinas pelos cations

metalicos divalentes dos solos, tais como Mg? e Ca?

, formando complexos
metalicos estaveis (LOKE et al., 2002). Portanto, os fatores que podem estar
associados com esta elevada adsorgdo sao: a afinidade das tetraciclinas pelos
cations metalicos divalentes do solo Z S/T (Mg** e Ca®"), somada a contribuicdo da
fragdo de argila em proporcdo majoritaria neste solo (65,5 %). Estes resultados
corroboram com aqueles publicados por Pils e Laird (2007) que constataram a
adsorcao preferencial das tetraciclinas na fragao argilosa, seguida pelas substancias
humicas e, por ultimo, pela mistura de argila com substancias humicas.

As curvas de porcentagem de adsorgéo para oxitetraciclina em mistura tanto
no solo Z S/T quanto neste mesmo solo associado a cama de frango nao foram
efetuadas, uma vez que este antimicrobiano apresentou baixa resolugao
cromatografica (alargamento excessivo do pico) no método gradiente para analise
dos nove antimicrobianos misturados durante o desenvolvimento desta tese,
impedindo sua detecgdo e quantificacdo com exatiddo e precisdo. Dessa forma,
experimentos adicionais futuros deverao ser realizados para otimizar as condi¢des
cromatograficas a fim de aumentar sua resolugdo, permitindo deteccdo e

quantificacdo confiaveis.
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Tilosina

Figura 34 — Variagcado da porcentagem de adsor¢éo do antimicrobiano tilosina em fungéo do

tempo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A porcentagem de adsor¢gdo de tilosina na forma individual foi
estatisticamente diferente (teste t de Student, 95 % de confianga) nos solos X S/T
(Taquaral-SP) e Z S/T (Araraquara-SP), correspondendo no final do experimento a
47,7 % e 29,4 % respectivamente, quando comparadas ao estudo em mistura dos
antimicrobianos. Nos pHs destes dois solos, tilosina apresenta-se
predominantemente na sua espécie neutra. Portanto, os mecanismos propostos de
interacdo entre este antimicrobiano e a matéria organica destes solos sao as
ligagcdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas dos grupos apolares, as quais sao
mais dominantes para a turfa (X S/T) devido a maior quantidade de acidos humicos
presentes neste tipo de solo.

Dados encontrados na literatura referentes a adsorgcao deste antimicrobiano

sao predominantemente para solos arenosos e com baixos teores de matéria
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organica, os quais relatam baixa capacidade de adsor¢ao de tilosina (THIELE-
BRUHN, 2003). Tais solos sao bem diferentes daqueles estudados neste trabalho: a
turfa que é arenosa, porém, com elevado teor de matéria organica e o solo argiloso
de Araraquara-SP com reduzida quantidade de matéria organica.

Para os tratamentos em mistura a diferenca de adsorcao foi consideravel,
diferindo estatisticamente (teste t de Student, 95 % de confiancga), pois o solo Z S/T
adsorveu 13,1 % da quantidade inicial de tilosina enquanto este mesmo solo
associado a cama de frango adsorveu 7,3 %, mostrando que a cama de frango
exerce influéncia neste processo de adsorgéo, diminuindo a quantidade disponivel
para sofrer adsor¢cao. Nao foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram o
papel de estercos no processo de adsorcao de tilosina.

A porcentagem de adsorgao de tilosina individual no solo Z S/T foi 16,3 %
maior que a adsorgdo deste antimicrobiano em mistura no mesmo tipo de solo.
Esses resultados sugerem que ha uma estabilizagdo da tilosina em solugdo quando
misturada com os demais antimicrobianos avaliados, diminuindo a quantidade
disponivel para ocorrer adsorcdo e aumentando, portanto, a capacidade de

mobilidade no solo.
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Amoxicilina

Figura 35 — Variacdo da porcentagem de adsor¢cao do antimicrobiano amoxicilina em fungéo
do tempo.

95 7] . e
ap 3 Amoxicilina

. =

85 "

80 - R

75 4

70 ]

65 -

55 3 A
b L

50 _: ./ /./

45 / "
40 - / B
35 -1 ., '.._—of"‘

/

30 J / /

] « v
gg: ./ /o/. /
v

Adsorcao (%)

15 3
10 3 & 4
51 o2
04 *

Tempo (h)

—m— Solo X S/T, amoxicilina individual
—&— Solo Z S/T, amoxicilina individual
Solo Z S/T, amoxicilina em mistura
—v— Solo Z S/T + Cama de frango, amoxicilina em mistura

Fonte: elaborada pelo autor.

A porcentagem de adsorgdo de amoxicilina na sua forma individual foi mais
pronunciada na turfa (X S/T, Taquaral — SP), com 88,5 %, seguido pelo solo Z S/T
(Araraquara — SP) com 61,8 % (diferiram estatisticamente segundo o teste t de
Student, 95 % de confianga). O maior valor de adsorcao na turfa (88,5 %) pode ser
explicado devido ao seu pH de 3,2 possibilitar a formagao de espécies anibnicas de
amoxicilina, favorecendo as interagcbes com os cations metalicos e as cargas
positivas dos acidos humicos deste solo, os quais estdo em maior concentracéo
quando comparado ao solo Z S/T, que apresenta menores teores destas espécies
catibnicas e, portanto, menor porcentagem de adsorgao (61,8 %). Estes resultados
concordam com aqueles publicados por Kim et al. (2012), que constataram o
aumento da capacidade de adsor¢cao de amoxicilina com o aumento da matéria

organica e teor de argila dos solos avaliados.
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Para os tratamentos em mistura a diferenca de adsorgdo entre eles foi
apreciavel, pois o solo Z S/T adsorveu 21,0 % da quantidade inicial de amoxicilina
enquanto este mesmo solo associado a cama de frango adsorveu 46,3 %,
mostrando que a cama de frango exerce influéncia neste processo de adsorgao
aumentando-o consideravelmente. Estes resultados podem contribuir para o
entendimento do comportamento de amoxicilina em solos associados a cama de
frango, uma vez que n&o foram encontrados na literatura dados sobre adsorg&o
deste antimicrobiano neste tipo de mistura.

A porcentagem de adsorgdo de amoxicilina individual no solo Z S/T
(Araraquara-SP) foi 40,8 % maior que a adsorg¢ao deste antimicrobiano em mistura
no mesmo tipo de solo. Esses resultados sugerem que ha uma estabilizagdo da
amoxicilina em solu¢gdo quando misturada com os demais antimicrobianos avaliados,
diminuindo a quantidade disponivel para ocorrer adsor¢gédo e aumentando, portanto,
a capacidade de mobilidade no solo. Entretanto, ao contrario dos demais
antimicrobianos apresentados anteriormente (lincomicina, sulfadiazina, trimetropina
e tilosina), a cama de frango associada ao solo favorece o processo de adsor¢ao de

amoxicilina.

Norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina

As curvas de adsorgcdo para os antimicrobianos da classe das
fluoroquinolonas (norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina) foram construidas
utilizando dois intervalos de tempo: intervalo de 9 h para estes antimicrobianos nas
suas formas individuais e 48 h quando em mistura com os demais compostos. Essa
diferenga na execucdo dos ensaios comparados aos outros antimicrobianos foi
devido a elevada porcentagem de adsorcao obtida para as trés fluoroquinolonas
quando sozinhas em solucado, necessitando de um tempo menor de contato entre
solo e solugao (9 horas). Porém, quando em mistura com o restante das substancias
esta caracteristica de adsorcao foi consideravelmente menor, necessitando de um
intervalo de tempo maior para que pudesse ser observado a variagdo da
porcentagem de adsorgdo. Os graficos das Figuras 36 mostram os resultados

obtidos para norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina respectivamente.



Figura 36 — Variacdo da porcentagem de
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De acordo com os graficos da Figura 36, as porcentagens de adsorg¢ao das
fluoroquinolonas individuais diferiram estatisticamente (teste t de Student, 95 % de
confianga) em relagdo a mistura: 80,4 % no solo X S/T (Taquaral-SP) e 92,8 % no
solo Z S/T (Araraquara-SP) para norfloxacina; para ciprofloxacina foram obtidos 62,4
% e 74,8 % de adsorgao nos solos X S/T e Z S/T nesta ordem; e de 76,2 % e 50,2 %
para enrofloxacina nos solos X S/T e Z S/T respectivamente. Ressalta-se que estes
elevados valores foram obtidos em apenas 9 horas, evidenciando-se uma rapida
adsorcao quando comparadas ao estudo em mistura dos antimicrobianos que foi de
48 horas de contato entre o solo e solugéo.

Os elevados valores de adsor¢cédo no solo de Araraquara-SP, que apresenta
baixo teor de matéria orgéanica (1,4 %), sugerem que as fluoroquinolonas ligam-se
fortemente na fragdo argila deste solo através de varios mecanismos, tais como
interacdes eletrostaticas e ligacbes de hidrogénio. Enquanto que para a turfa, as
altas porcentagens de adsorgdo podem ser explicadas devido a maior quantidade de
matéria organica (42,4 %), sugerindo interagbes destes antimicrobianos com as
substancias humicas por meio de ligagdes de hidrogénio dos grupos polares. Estes
resultados concordam com os trabalhos compilados por Pereira et al. (2012) que
afirmaram que as fluoroquinolonas apresentam elevada adsorgdo, pois estes
compostos podem ser interagidos pelos sitios negativos e positivos do solo devido a
presenga de diversos grupos ionizaveis e a capacidade de formagcao de espécies
catibnicas, anibnicas ou zwiteribnicas.

Os graficos da Figura 36 indicaram que quando cada fluoroquinolona esta
misturada com os demais antimicrobianos a porcentagem de adsor¢cdo € menor:
para norfloxacina foram obtidos 31,8 % no solo Z S/T (Araraquara-SP) e 20,0 % para
este mesmo solo associado a cama de frango; 22,9 % de adsorcdo para
ciprofloxacina no solo Z S/T e 17,9 % quando este solo foi incorporado com cama de
frango; e por ultimo para enrofloxacina foram encontrados 21,9 % de adsor¢éo no
solo Z S/T e apenas 6,7% quando misturado com cama de frango.

Estes resultados sugerem que a cama de frango exerce influéncia no
processo de adsorcdo, diminuindo a quantidade disponivel para que este fenbmeno
ocorra e sugerindo, portanto, o aumento da mobilidade das fluoroquinolonas no solo,

com destaque para a enrofloxacina que se adsorveu apenas 6,7 %. Estas
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informagdes sdo importantes, uma vez que na literatura ndo foram encontrados
dados sobre a capacidade de adsorcdo destas trés substdncias em mistura

tampouco em esterco animal associado a solos.

5.10. Isotermas de adsorcao

Isotermas de adsor¢cao de antimicrobianos em solos tém papel importante
quanto ao destino e transporte destas substéncias no ambiente, fornecendo
informagdes que podem contribuir na estimativa de risco apresentado por tais
compostos e avaliando a influéncia da concentracdo na extensao de adsorcéo.
(ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT,
2011a). De acordo com os fluxogramas das Figuras 9 e 11, referentes aos
antimicrobianos analisados individualmente e em mistura respectivamente,
isotermas de adsorcdo para os nove compostos estudados foram construidas,
relacionando-se a quantidade adsorvida por grama de solo em fungdo da
concentracdo da substancia que permaneceu soluvel em cloreto de calcio 0,010 mol
L. Os resultados das isotermas de adsorcéo foram discutidos nesta tese utilizando
as seguintes estratégias:

12 — Comparacéao das isotermas dos antimicrobianos individuais no solo Z S/T
(Araraquara — SP) versus as isotermas dos antimicrobianos em mistura neste
mesmo solo para avaliar a influéncia desta mistura de compostos no processo de
adsorcao;

22 — Comparacéao das isotermas dos antimicrobianos em mistura sobre o solo
Z S/T (Araraquara — SP) versus este mesmo solo incorporado com cama de frango,
cuja finalidade foi avaliar a influéncia do esterco no processo de adsorgdo com os
compostos misturados;

32 — E por ultimo avaliar o processo de adsor¢cdao dos antimicrobianos
individuais sobre trés diferentes tratamentos dos solos X (Taquaral — SP) e Z

(Araraquara — SP): in natura, esterilizado e calcinado.
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5.10.1. Discussao das estratégias numeros 1 e 2.

Quanto aos modelos de adsorcao, existem inumeros na literatura, conforme
relatado por Giles et al. (1974) sobre equagdes de isotermas, suas propriedades em
altas e baixas concentracbes e classificacdo. Trés modelos de isotermas de
adsorcao foram avaliados neste trabalho: linear, Langmuir e Freundlich, por estes
serem os mais frequentemente encontrados na literatura para descrever a adsorgéao
de antimicrobianos em solo ou em solo associado a esterco animal (DORETTO;
RATH, 2013; KIM et al.,, 2012; LEAL et al., 2012 KASTEEL et al.,, 2010). Os
coeficientes de adsor¢do de cada modelo foram obtidos através das equacgdes
numeradas de 2 a 4.

Os graficos das isotermas lineares, Freundlich e de Langmuir para os
antimicrobianos individuais e em mistura no solo Z S/T (Araraquara-SP) e neste
mesmo solo associado a cama de frango estdo apresentados no Apéndice B desta
tese. A partir dos valores fornecidos pela regressao linear dessas isotermas foi

possivel obter 0s parametros apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23 — Dados de adsorc¢ao obtidos pelas isotermas lineares, Freundlich e Langmuir para os antimicrobianos individuais e em mistura no
solo Z S/T (Araraquara-SP) e em mistura neste mesmo solo associado a cama de frango.

Linear Freundlich Langmuir
Antimicrobianos Solos CV (%)
Kq R? Ke n R? K. by R?

Lincomicina ZsIT 0,50-10,6 1,011 0,971 2247 1214 0944  80510° 1945590 0,907

individual
L'”Comri‘;'t‘ﬂrr‘: em ZSIT 021-106 0426 0,470 0092 0871 0272 37610* 545593 0,531
Lincomicina em  Z S/T * Cama de 021-878 gg4q 0504 0526 0979 0472 -49310* -1157,192 0,565
mistura frango .

Sfr:gﬁ‘jiﬁ‘jgl‘a Zsm 015-143 2063 0970 00800 0,625 0857 -64810°  -81,090 0,945
Sulfadiazina em ZSIT 021-10,63 1174 0773 120210° 0294 0805 -0,0106  -6,547 0,907
Sulfadiazinaem  Z S/T + Cama de 013-469 478 0219 0648 1,328 0636 -00323 3801 0,205

mistura frango ,
Trimetropina ZSIT 0,91 -5,67 0,953 0,199 0,670 0,919  -0,0106 62,311 0,886
individual 1,697
T“memtirgt‘zj'r”aa em ZSIT 029-501 0158 0,741 0,336 1,194 0,706 4,4810° 50,247 0,684
Trimetropina em 2 S/T + Cama de 085-719 g1 0101 1456 1495 0256  -00430 11,704 0,159
mistura frango ,

*CV: coeficiente de variagéo (n = 2); Z S/T: (solo sem tratamento, Araraquara-SP); Kg: cm*g™"; Ke: (ug g™ )/(cm® g™)

Fonte: elaborada pelo autor.

1/n.

;Keem®g”; b pg g’
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Linear Freundlich Langmuir

Antimicrobianos Solos CV (%)

Ky R? Ke n R? KL b. R?
Tilosina individual Z ST 061-160 0848 0783 0490 0864 0844  -45110°  -139,763 0976
E:Etsu"r‘: em Z ST 010-129 -0555 0953 220110° -1280 0433  -0,0644 50570 0,547
Tilosina em ZS[T + Cama de 057-484 0182 00486 0028 0575 0999 -55210°  -65991 0995
mistura frango
Amoxiciling ZSIT 031-1011 3344 0980 3473 1263 0,728 -0,0270 82,194 0,950
individual
ﬁﬂﬁj‘:gi””a em ZSIT 040-150 0539 0916 0,265 0,882 0,896 0,0341 11,457  0.875
Amoxicilina em ZS[T + Cama de 021-579 0500 0811 6,099 4926 0931 3.056 9210 0,331
mistura frango
Norfloxacina ZSIT 071-276 4104 0887 3,921 1,085 0,888 -0,161 30359 0,910
individual
xiosr{:lor’;ad“a em Z ST 031-182 0443 0972 0349 1283 0968 2,610 0284 0,969
Norfloxacina em Z SIT + Cama de 031-184 0506 0348 0438 2197 0393 7363 0351 0424

mistura

frango

*CV: coeficiente de variagdo; (n = 2); Z S/T: (solo sem tratamento, Araraquara-SP); Ky: cm®g™; Ke: (ug g")/(em® ™)™ Ki.: em®g™; b.: ug g™

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 23 — Continuacgao.

Linear Freundlich Langmuir
Antimicrobianos Solos CV (%)
Ky R? Ke n R? K. b, R?
ﬁidpi:/?(‘;'ggfcma Z ST 025-426 1628 0914 0599 4948 0847 192394 0363 0626
Ciprofioxacina em ZSIT 019-280 0451 0108 0392 1163 0162 3793 0186 0,109

mistura

Ciprofloxacinaem  Z S/T + Cama de 012-542 076 044 0387 1078 0196 123159 00976 00311

mistura frango

Enrofloxacina ZSIT 025-221 3435 0,983 3,147 1,038 0,987 0,750 4,872 0,990
individual

iri‘srfj:‘:‘ad”a em ZSIT 023-135 00660 00282 00193 53127 5910% 63125 9.9110° 596103
Enrofloxacinaem  Z S/T + Cama de 027-188 0128 0131 0156 1103 0276  -00698  -2501 0,420
mistura frango

8’5'it\fi’gj§|'c"”a Z ST 566-1287 6216 0902 53702 2399 0,847 0.211 222126 0,862

*CV: coeficiente de variagdo (n = 2); Z S/T: (solo sem tratamento, Araraquara-SP); Kq: cm*g™"; Ke: (ug g”)/(cm® g™)"™ Ki: em®*g™; b pg g

Fonte: elaborada pelo autor.
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O modelo linear foi mais satisfatorio com coeficientes de correlagcao situados
entre 0,844 e 0,983 para todos os antimicrobianos analisados individualmente no
solo Z S/T (Araraquara-SP). Por outro lado, para os antimicrobianos analisados em
mistura no solo Z S/T, os coeficientes de correlagdo dos trés modelos avaliados
foram muito baixos quando comparados aos compostos analisados individualmente.
Neste caso, apenas os antimicrobianos sulfadiazina, trimetropina, amoxicilina e
norfloxacina se aproximaram de dois modelos: linear e Freundlich, com coeficientes
de correlagdo variando entre 0,773-0,972 e 0,706-0,968, respectivamente.

Além disso, nao foi encontrada correlagao para a maioria dos antimicrobianos
analisados em mistura no solo Z S/T associado a cama de frango em nenhum dos
modelos de adsorcdo avaliados, exceto para tilosina e amoxicilina, que se
aproximaram do modelo de Freundlich, com coeficientes de correlagdo iguais a
0,999 e 0,931 respectivamente.

E por ultimo, pode-se inferir que o0 modelo de Langmuir ndo foi adequado ao
processo de adsorcdo dos antimicrobianos avaliados neste trabalho, pois
apresentaram valores negativos das constantes de adsorcéo (K.) além de baixos
coeficientes de correlagao. Estes dados concordaram com: os apresentados por Kim
et al. (2102), que avaliaram o modelo de Langmuir no processo de adsorgcao de
amoxicilina em solo e obtiveram também valores negativos desta constante; e com
aqueles descritos por Pereira et al. (2012), os quais reuniram dados sobre adsorgéo
de antimicrobianos em solos, cujos modelos mais representativos foram o linear e de
Freundlich, ndo sendo citado o modelo de Langmuir.

Como nao houve correlagao satisfatéria dos modelos de Freundlich e
Langmuir aplicados aos antimicrobianos em mistura no solo Z S/T e neste mesmo
solo com cama de frango, nao foi possivel discutir sobre os parametro obtidos para
cada um deles, tais como o valor de n, que esta relacionado com o formato da
isoterma de Freundlich, e de b, que indica a adsor¢cdo maxima do composto em
micrograma por grama de solo na isoterma de Langmuir.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos envolvendo a avaliacdo de
mistura de antimicrobianos em estudos de adsor¢cdo em solo tampouco em solo
associado a cama de frango. A maioria deles engloba a determinagdo dos

coeficientes de adsor¢do (Kq) € modelos de isotermas para os antimicrobianos
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individuais. Portanto, ndo foi possivel comparar os dados obtidos neste trabalho
referente aos antimicrobianos em mistura com outros da literatura. Nesse sentido,
sugere-se que os baixos coeficientes de correlagdo obtidos pelos modelos foram
causados devido a mistura dos antimicrobianos serem estabilizados em solucgéao,
tornando-as menos disponiveis para adsorverem-se no solo e tampouco neste com
cama de frango. Ressalta-se que esta abordagem deve ser avaliada em estudos
adicionais para averiguagao, se houverem, dos mecanismos de interagdo entre os
antimicrobianos em solugdo, utilizando como, por exemplo, técnicas
espectroscopicas (VAZ JUNIOR, 2006).

Sugere-se ainda que os experimentos de adsorgao realizados neste trabalho
sejam repetidos, empregando-se, porém, um numero maior de niveis de
concentracdo. Além de concentragdes mais elevadas para aqueles analisados por
CLAE-FLU e, concentragcbes mais baixas para os antimicrobianos analisados por
CLAE-UV, utilizando para isso a cromatografia liquida com deteccdo por
espectrometria de massas, a qual apresenta baixos limites de quantificacdo para
estes compostos (MARTINEZ-CARBALO et al., 2007; HAMSCHER et al., 2002).

Outros experimentos poderiam ajudar a explicar este fenbmeno tais como
avaliacao da dessorcgao destes compostos em mistura e individuais, pois forneceriam
informacdes sobre o equilibrio no sistema solo/solug¢do, indicando o quanto este
processo pode ser reversivel. Além dos estudos de degradagdo em solo e em cama
de frango, que indicariam o tempo de meia vida dos antimicrobianos nestas duas
matrizes.

Trabalhos publicados indicaram que muitos antimicrobianos podem ser
degradados por microrganismos presentes no solo e em cama de frango.
Recentemente, estudos estao sendo realizados para verificar a biodegradabilidade
de uma variedade de antimicrobianos em laboratério usando esterco puro ou mistura
deste com solo de acordo com Sarmah et al. (2006) em sua revisdo. Loke et al.
(2000), por exemplo, observaram a degradacdo de tilosina em esterco suino e
determinaram que esta taxa aumentava a medida que mais esterco era adicionado.
Ressalta-se também a degradacgao abidtica, uma vez que excretados, a estabilidade
dos antimicrobianos dependera de suas propriedades fisicas e quimicas, além das

condigdes ambientais tais como tipo de solo, temperatura, radiagao solar e pH.
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Destaca-se que o esterco pode reduzir a taxa de degradagao, funcionando como
uma barreira para a luz reduzindo as reagbes de fotodegradacdo. Este
comportamento foi verificado por De Liguoro et al. (2003), os quais determinaram
que a concentracdo de oxitetraciclina nas camadas intermediarias e mais profundas
de excreta de animais acumuladas foi consideravelmente maior que a encontrada
nas camadas superficiais.

Embora os modelos de isotermas aplicados neste trabalho ndo tenham sido
adequados ao processo de adsor¢cao dos antimicrobianos em mistura, tanto em solo
quanto em cama de frango com solo, impossibilitando a determinagdo dos seus
coeficientes de adsorcdo, foi possivel indicar que tais fatores (mistura dos
antimicrobianos e cama de frango mais solo) provocam uma diminui¢ado da adsorgéo
para a maioria dos antimicrobianos estudados em todos os niveis de concentracao
avaliados. Exceto amoxicilina que apresentou maior adsor¢ao no solo associado
com cama de frango, mas somente nos dois primeiros niveis. Os graficos das
Figuras 37 e 38 mostram estes resultados, cujas linhas pretas mostram as
porcentagens de adsorcdo em diferentes niveis de concentragdo para cada
antimicrobiano analisado individualmente, enquanto as linhas vermelhas
representam as analises em mistura e as verdes os ensaios em mistura dos

compostos em solo associado a cama de frango.
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Figura 37 — Variagdo da porcentagem de adsor¢do dos antimicrobianos lincomicina,
sulfadiazina, trimetropina e tilosina sobre diferentes tratamentos e em diferentes niveis de
concentragao.
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128

Figura 38 — Variagdo da porcentagem de adsor¢do dos antimicrobianos amoxicilina,
ciprofloxacina, norfloxacina e enrofloxacina sobre diferentes tratamentos e em diferentes
niveis de concentragao.
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5.10.2. Discussao da estratégia numero 3.

Foi avaliado também neste trabalho o processo de adsorgao dos
antimicrobianos individuais sobre trés diferentes tratamentos dos solos X (Taquaral-
SP) e Z (Araraquara-SP): in natura, esterilizado e calcinado, de acordo com

procedimento descrito no item 4.2.8. Esta etapa foi realizada somente para os
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antimicrobianos individuais, uma vez que de acordo com os resultados obtidos
anteriormente para os antimicrobianos em mistura n&o foi possivel ajustar um
modelo de isoterma que melhor representasse o processo de adsor¢ao tanto no solo
Z S/T quanto neste mesmo solo associado a cama de frango.

Os graficos das isotermas lineares, Freundlich e de Langmuir para os
antimicrobianos individuais nos dos solos, in natura, calcinados e esterilizados, estao
apresentados no Apéndice C desta tese. A partir dos valores fornecidos pela
regressao linear dessas isotermas obtiveram-se os parametros apresentados na
Tabela 24.
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Tabela 24 — Dados de adsorc¢ao obtidos pelas isotermas lineares, Freundlich e Langmuir para os antimicrobianos individuais nos solos X e Z,

sobre os trés tratamentos: in natura, esterilizado e calcinado.

L. . Solo Linear Freundlich Langmuir
Antimicrobianos CV (%)
(tratamentos) Ky R2 Ke n R? K. by R?
X SIT 1,58-8,90 0,814 0,917 8,003 1,804 0,892 0,023 130,363 0,814
X MU 1,25-12,41 2,059 0,939 12,783 1,603 0,967 0,020 296,668 0,987
, .. X ES 1,41-6,57 0,698 0,530 0,234 0,803 0,777 -0,007 -50,425 0,799
Lincomicina
individual -3
ZSIT 0,50-10,6 1,011 0,971 2,247 1,214 0,944 8,05 10 194,590 0,907
ZMU 1,79-12,42 1,272 0,871 2,428 1,137 0,877 0,001 1373,233 0,901
ZES 1,04 - 10,58 1,371 0,852 1,639 1,094 0,814 0,011 157,115 0,750
X SIT 0,83 — 2,21 0,543 0,734 1,732 1,390 0,686 0,0172 62,581 0,656
X MU 0,68 — 6,61 0,751 0,974 0,122 0,732 0,975 -0,005 -72,468 0,968
Sulfadiazina X ES 0,89-6,08 3,184 0,852 0,009 0,442 0,945 -0,012 -40,540 0,994
individual
ZSIT 0,15-1,43 2,063 0,970 0,0800 0,625 0,857 -6,48 10 -81,090 0,945
ZMU 1,28-2,46 0,501 0,715 0,078 0,690 0,693 -0,0104 -18,827 0,712
ZES 0,95 - 3,50 1,666 0,746 0,040 0,567 0,836 -0,00642 -73,734 0,871

*CV: coeficiente de variagao (n = 2);
X: turfa de Taquaral-SP; Z solo de Araraquara-SP;
S/T: (solo in natura); MU (solo calcinado); ES (solo esterilizado);

Ka: em®g™; Ke: (ug g™')/(em® g')"™

Fonte: elaborada pelo autor.

1/n.

Ki:em®*g™; bipg g™
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Solo Linear Freundlich Langmuir
Antimicrobianos CV (%) P 5 5
(tratamentos) Kyq R Ke n R KL b. R
X SIT 169-1584 1,996 0,938 0,708 1,488 0,894 0,0135 337437 0,848
X MU 0,67 1543 2047 0,935 0,878 1456 0,951 0,0125 381157 0,955
_ _ X ES 020-6,26 1404 0,901 0114 0654 0840 -0,005878 -97.452 0,777
Trimetropina
individual
ZSIT 091-567 1697 0,953 0199 0670 0919  -0,0106 62,311 0,886
ZMU 072-653 2735 0,966 2553 0968 0977 -310010° -830,866 0,985
ZES 098-757 1868 0,939 0,211 0,675 0949 -7,7210°  -104,742 0,947
X SIT 083-275 2877 0,988 1046 0819 0987 -0,00511 -361,036 0,988
X MU 077-217 1319 0,972 2666 1,184 00944 000838 239522 0,891
Tilosing X ES 019-288 2798 0,751 10,366 1,325 0675 8,37 10% 5627725 0,634
individual ZSIT 061-160 0848 0,783 0490 0864 0844 -45110° -139,763 0,976
ZMU 135-16,6 1410 0,876 0419 0814 0999  -0,00438 -178,674 0,998
ZES 079-317 3262 0,854 6,926 1054 00999 000946 733883 0,977

*CV: coeficiente de variagao (n = 2);
X: turfa de Taquaral — SP; Z solo de Araraquara —SP;
S/T: (solo in natura); MU (solo calcinado); ES (solo esterilizado);

1/n.

Ka: em’g™; Ke: (ug g)(em® g™)™;
Fonte: elaborada pelo autor.

Ki:em*g™; bipg g’
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Solo Linear Freundlich Langmuir
Antimicrobianos CV (%) P 5 5
(tratamentos) Ky R Ke n R K, by R
XSIT 1,44-1156 2,516 0,983 4,837 1,251 0,985 0,0592 85,636 0,998
X MU 1,73-15,56 1,398 0,675 3,652 1,289 0,640 -0,0443 -47,956 0,856
o X ES 1,54 -13,13 2,117 0,855 1,670 0,904 0,736 -0,0957 -11,296 0,878
Amoxicilina
individual
ZSIT 0,31-10,11 3,344 0,980 3,473 1,263 0,728 -0,0270 -82,194 0,950
Z MU 1,07 -12,96 2,988 0,788 2,891 0,840 0,854 -0,134 -15,004 0,944
ZES 2,85-11,47 1,679 0,706 3,387 1,227 0,819 -0,00500 -513,320 0,931
X SIT 0,91-3,34 3,287 0,958 1,178 1,879 0,910 49,858 0,305 0,851
X MU 1,06 — 1,80 4,071 0,654 1,110 2,004 0,730 57,116 0,303 0,809
. X ES 1,45 -7,99 5,747 0,898 7,039 0,857 0,898 -0,973 -4.148 0,917
Norfloxacina
individual ZsIT 0,71-2,76 4,104 0,887 3,921 1,085 0,888 -0,161 30,359 0,910
Z MU 1,36 - 9,75 4,874 0,935 2,431 1,423 0,838 11,665 0,866 0,674
ZES 0,37 — 2,27 5,747 0,899 7,039 0,857 0,898 -0,973 -4.148 0,917

*CV: coeficiente de variagao (n = 2);
X: turfa de Taquaral — SP; Z solo de Araraquara —SP;
S/T: (solo in natura); MU (solo calcinado); ES (solo esterilizado);

1/n.

Ka: em’g™; Ke: (ug g)(em® g™)™;
Fonte: elaborada pelo autor.

Ki:em*g™; bipg g’
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Solo Linear Freundlich Langmuir
Antimicrobianos CV (%)
(tratamentos) Ky R2 Ke n R2 K. by R2
XSIT 0,88 -7,58 3,231 0,992 6,817 0,779 0,982 -8,320 -0,219 0,962
X MU NC NC NC NC NC NC NC NC NC
) ) X ES 0,91 -7,51 1,687 0,614 1,709 1,131 0,598 -4,687 -0,417 0,615
Ciprofloxacina
individual
ZSIT 0,25-4,26 1,628 0,914 0,599 4948 0,847 192,394 0,363 0,626
Z MU 0,40 -2,52 7,036 0,618 6,461 0,826 0,568 9,256 0,450 0,551
ZES 0,33 -4,56 3,094 0,938 1,193 2,122 0,850 38,877 0,457 0,747
X SIT 1,32 -5,26 4,242 0,946 2,874 1,216 0,915 5,583 1,121 0,880
X MU 1,12-2,70 14,367 0,981 94,265 0,650 0,967 -28,995 -0,180 0,908
. X ES 0,64 —4,23 4,246 0,902 9,106 0,750 0,944 -6,414 -0,351 0,953
Enrofloxacina
individual ZsIT 025-2,21 3435 0,983 3,147 1,038 0,987 0,750 4,872 0,990
Z MU 0,70 -2,88 3,796 0,746 2,477 1,372 0,711 5,173 1,413 0,713
ZES 0,27 — 2,45 3,466 0,988 2,510 1,218 0,995 5,102 1,071 0,994

NC: nao calculado, pois ndo houve deteccao do analito apds periodo de contato com o referido solo;

*CV: coeficiente de variagao (n = 2);

X: turfa de Taquaral — SP; Z solo de Araraquara —SP;
S/T: (solo in natura); MU (solo calcinado); ES (solo esterilizado);

1/n.

Ka: cm®g™; Ke: (ug g7)/(em® g™)"™; Kz em®g™; b pg g™

Fonte: elaborada pelo autor.
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Utilizando os resultados apresentados na Tabela 24, elaborou-se o grafico
apresentado na Figura 39. De acordo com este grafico, os trés modelos de
isotermas para os antimicrobianos analisados individualmente nos dois tipos de
solos e tratamentos foram muito similares entre si, cujos coeficientes de correlagéo

situaram-se entre 0,551 e 0,999, com 73% deles acima de 0,800.

Figura 39 — Coeficientes de correlagdo dos modelos de isotermas avaliados obtidos no
estudo dos antimicrobianos individuais sobre os solos X e Z e em diferentes tipos de
tratamentos.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As isotermas de Langmuir ndo foram satisfatérias uma vez que os
coeficientes de adsorcao (K. ) obtidos foram negativos para inumeros dos ensaios
realizados, os quais ndo sao plausiveis em um processo de adsorgcdo. Este fato
sugere que o comportamento do processo de adsorgao nao segue as proposicoes
nas quais o modelo de Langmuir é baseado (FUNGARO e BRUNO, 2009). Outros
trabalhos da literatura também relataram valores negativos destas constantes,

inferindo a inadequacgao deste modelo na representagdao do processo de adsorcao
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(FUNGARO e BRUNO, 2009; FUNGARO et al., 2009; KIM et al., 2012). Portanto,
entre os modelos avaliados, o linear e de Freundlich foram os mais adequados neste
trabalho para avaliagdo do processo de adsor¢cdo dos antimicrobianos individuais
nos solos X e Z, nos trés tipos de tratamentos.

Para o tratamento dos dados optou-se por utilizar o modelo linear, por ser o
modelo que melhor se ajustou ao processo de adsor¢do dos antimicrobianos
individuais analisados no solo Z S/T, cujos resultados foram discutidos no item
precedente desta tese. Nesse sentido os graficos apresentados a seguir nas Figuras
40 e 41, mostram os valores de Ky para cada antimicrobiano sobre os trés diferentes
tratamentos (in natura, esterilizacdo e calcinagao) nos dois tipos de solos (turfa de

Taquaral-SP, solo de Araraquara-SP).
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Figura 40 — Comparacao dos coeficientes de adsorgdo lineares (Ky) dos antimicrobianos
individuais analisados por CLAE-UV, nos dois tipos de solos em diferentes tratamentos.
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Figura 41 — Comparacao dos coeficientes de adsorgdo lineares (Ky) dos antimicrobianos
individuais analisados por CLAE-FLU, nos dois tipos de solos em diferentes tratamentos.
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Observa-se por estes graficos que a calcinagao dos solos X (turfa, Taquaral-
SP) e Z (solo, Araraquara-SP) foi responsavel pelo aumento dos valores do K4 para
a maioria dos antimicrobianos, sendo eles lincomicina, sulfadiazina, trimetropina,
norfloxacina, ciprofloxacina. Portanto, na auséncia de matéria organica, estes

compostos apresentaram maior afinidade pelo solo, 0 que sugere fortes interagdes
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com a sua fracdo mineral remanescente apds a calcinagao devido a ativagédo de sua
superficie.

Houve aumento dos valores do Ky dos antimicrobianos lincomicina,
trimetropina, tilosina, norfloxacina e ciprofloxacina no solo Z esterilizado. Esse fato
sugere que na auséncia de microorganismos, os antimicrobianos estdo menos
susceptiveis a degradagao biotica, permitindo que uma maior quantidade destes
compostos possam se adsorver no solo Z esterilizado. Enquanto para a turfa
esterilizada (Taquaral-SP) o incremento do Ky ocorreu somente para sulfadiazina e
norfloxacina, sugerindo que a esterilizacdo nao afeta consideravelmente a adsorgao
dos antimicrobianos. Uma das explicacbes para este efeito € que na turfa as
bactérias e fungos, em geral, também sofrem decomposi¢do no seu processo de
formacdo, restando apenas o0s microorganismos aerdbios facultativos,
diferentemente de solos (BELLI FILHO et al., 2014; ACIDOS HUMICOS E
FULVICOS CONSULTORIA, 2014).

Ressalta-se que, embora a esterilizagdo dos solos tenha sido realizada
adequadamente baseando-se em Soares et al. (2010), ndo foi possivel afirmar que o
sistema solo-solugdo estava estéril durante a execucao de todo o ensaio, uma vez
que as solugdes padrdes dos antimicrobianos preparadas em cloreto de calcio 0,010
mol L™ n3o foram esterilizadas em autoclave, devido & instabilidade térmica destas
classes de substancias. Portanto, experimentos adicionais em condigbes estéreis
mais controladas devem ser realizados a fim de avaliar cuidadosamente os efeitos
causados por esse procedimento. Entretanto, os resultados apresentados nesta tese
sugerem que a biota do solo tem papel importante no processo de adsorgado e/ou
degradagao de antimicrobianos em solos.

Classificando em ordem crescente os valores dos coeficientes de adsorgao
(Figura 42) pode-se observar que os antimicrobianos enrofloxacina e norfloxacina,
pertencentes a classe das fluoroquinolonas, apresentaram maior adsorcdo que os
demais em ambos os tipos de solos in natura (turfa, Taquaral-SP e solo, Araraquara-
SP). Estes resultados concordam com publicados na literatura, pois as
fluoroquinolonas sdo mais adsorvidas aos solos quando comparadas as outras
classes farmacoldgicas estudadas neste trabalho (LEAL et al., 2012; USLU et al.,
2008).
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Figura 42 — Classificagdo em ordem crescente de adsor¢gdo dos antimicrobianos em ambos
os tipos de solos in natura.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os coeficientes de adsor¢dao do modelo linear (Kyq) dos antimicrobianos
individuais bem como os coeficientes de adsor¢ao normalizados (Koc) obtidos para o
solo Z S/T, (Araraquara-SP) foram comparados com outros selecionados da
literatura. Ressalta-se que o Koc € mais apropriado que o Ky para comparacgoes,
uma vez que a matéria organica é altamente variavel entre os solos, cujos valores
foram calculados de acordo com equagao 5.

A Tabela 25 sumariza os coeficientes de adsorcao (K4 e Koc) obtidos neste
trabalho para o solo Z S/T e alguns encontrados na literatura para solos com
caracteristicas fisicas e quimicas similares ao do presente trabalho. Foram
comparados apenas os coeficientes de adsorc¢ao para o solo Z S/T (Araraquara-SP),
por tratar-se de um solo predominante do Estado de Sao Paulo, segundo o mapa
pedolégico, quando comparado a turfa (solo X S/T) (ROSSI; OLIVEIRA, 2014).
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Tabela 25 — Comparacao dos coeficientes de adsorcédo (Ky € Koc) para o solo Z S/T

(Araraquara-SP) e demais da literatura.

Solo Z SIT K K
Referéncia  Antimicrobiano (cm3d 1) (cm‘s‘)c 1)
pH / CO (%) / textura 9 9
Este trabalho 4,8 /0,8 / muito argiloso 1,0 126
Lincomicina
BOXALL et al.
(2013) NE NE 59
Este trabalho 4,8 /0,8 / muito argiloso 2,1 258
Sulfadiazina
THIELE- .
BRUHN, 2003 7,0/ 1,6/ franco siltoso 2,0 125
Este trabalho 4,8 /0,8 / muito argiloso 1,7 212
Trimetropina
LIU et al., 2010 4,9/ 1,4 / franco argiloso 9,7 719
Este trabalho 4,8 /0,8 / muito argiloso 0,8 106
Tilosina
LIU et al., 2010 4,9/ 1,4 / franco argiloso 7.8 578
Este trabalho 4,8 /0,8 / muito argiloso 3,3 418
Amoxicilina
KiMet al., 5,6 /1,1 /franco siltoso 6,5 715
2012
Este trabalho . 4,8 /0,8 / muito argiloso 41 513
Norfloxacina
JIE et al., 2009 4,2 /1,1 / argiloso 270 23636
Este trabalho 4,8 /0,8 / muito argiloso 1,6 204
Ciprofloxacina
NOWARA et ~ .
al., 1997 4,9/ 1,6 / fragao argilosa 427 61000
Este trabalho 4,8 /0,8 / muito argiloso 3.4 429
Enrofloxacina
NOWARA et 4.9/1,6/fracdo argilosa 3037 186342
al., 1997
Este trabalho 4,8 /0,8 / muito argiloso 6,2 777
Oxitetraciclina
THIELE- 5,6 /1,1/franco
BRUHN, 2003 arenoso 1026 93320

*NE: informagbes nao encontradas no referido trabalho publicado.

Fonte: elaborado pelo autor.

Os coeficientes de adsorgdo do modelo linear (Kq) entre o presente trabalho e

os citados da literatura sdo similares e da mesma ordem de grandeza para os

antimicrobianos

lincomicina,

sulfadiazina,

trimetropina,

tilosina e amoxicilina.

Enquanto para os demais compostos ha diferenga significativa, com valores mais

elevados para os trabalhos publicados de até 10° vezes. Quanto aos coeficientes de

adsorcao normalizados em fungdo da matéria organica (Koc), os valores obtidos
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neste trabalho foram até 10° vezes menores para os antimicrobianos tilosina,
amoxicilina, norfloxacina, ciprofloxacina, enrofloxacina e oxitetraciclina em
comparagao aos da literatura. Para os trés compostos restantes, lincomicina,
sulfadiazina e trimetropina, os coeficientes de adsorgdo normalizados foram maiores
até 10° vezes. Estes resultados sugerem que mesmo para solos com caracteristicas
similares, os coeficientes de adsor¢cdo podem variar bastante, o que justifica a
necessidade de sua determinag&o no solo em estudo e em demais tipos de solos
brasileiros.

Cabe ressaltar que os valores de Ky e Koc obtidos neste trabalho e os demais
publicados se diferenciam em alguns casos mesmo para solos semelhantes devido
aos fatores sugeridos: diferentes concentragbes em solugdo dos antimicrobianos e
as distintas variaveis envolvidas nos experimentos de laboratério, entre elas razéo
do sistema solo/solugéo, tempo de contato deste sistema e efeito matriz associado
as respostas analiticas dos compostos. Além disso, mesmo para solos semelhantes
quanto ao pH, textura e teor de matéria orgénica, ha uma variedade de fatores que
podem influenciar na adsorcédo alterando os coeficientes, como a capacidade de
troca catidnica, concentracao de metais, umidade e diferentes composi¢cdes minerais

dos solos.

5.10.3. Avaliacao da mobilidade e estimativa da contaminagao de aguas
superficiais e subterraneas.

Os coeficientes de adsor¢cao sao geralmente utilizados para descrever o
comportamento de adsor¢cdo, mas também podem indicar a mobilidade caracteristica
de substancias no solo. Por exemplo, para compostos com Ky menor ou igual a 1
cm® g' sdo considerados qualitativamente moéveis (ORGANIZATION FOR
ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2011a). Sendo assim, apenas
lincomicina e trimetropina seriam consideradas capazes de se moverem no solo de
Araraquara, enquanto os demais antimicrobianos permaneceriam adsorvidos.
Entretanto, esta abordagem é limitada ndo indicando quais dos antimicrobianos
podem ser mais ou menos moveis.

Nesse sentido dois métodos foram utilizados para a classificacdo dos

antimicrobianos quanto a mobilidade e capacidade de contaminacdo de aguas
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superficiais. Os critérios utilizados para este fim estdo apresentados na Tabela 11,
que avalia a mobilidade no solo, e na Tabela 12 a qual estima o grau de
contaminagdo de aguas superficiais. Os resultados destas duas abordagens estéo

apresentados nas Tabelas 26 e 27.

Tabela 26 — Comparacao da mobilidade dos antimicrobianos veterinarios de acordo com o
Diretério de Seguranga de Pesticidas do Reino Unido (DSPRU) (BOXALL et al., 2013):
aplicagdo da abordagem aos do Kocs obtidos neste trabalho para o solo Z S/T e aqueles
encontrados na literatura.

Antimicrobiano (vall:?gs((;nl;:ig;)slnnggg Iti:'j:k?:lho) K‘Ziéfé?:f :l)alliT;gitILig:)d °
Lincomicina 126 / Moderadamente movel 59 / mével
Sulfadiazina 258 / Moderadamente movel 125 / Moderadamente movel
Trimetropina 212 | Moderadamente mével 719 / Ligeiramente mével

Tilosina 106 / Moderadamente movel 578 / Ligeiramente mével
Amoxicilina 418 / Moderadamente movel 715/ Ligeiramente mével
Norfloxacina 513 / Ligeiramente mével 26636 / baixa mobilidade

Ciprofloxacina 204 / Moderadamente moével 61000 / baixa mobilidade
Enrofloxacina 429 / Moderadamente mével 186342 / baixa mobilidade
Oxitetraciclina 777 | Ligeiramente mével 93320 / baixa mobilidade

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 27 — Comparacdo da estimativa de contaminagao de aguas superficiais utilizando o
método de Goss: aplicagdo da abordagem aos do Kqcs Obtidos neste trabalho para o solo Z
S/T e aqueles encontrados na literatura.

Antimicrobiano Classifi((i::sgtéeot::gaul:go o Koc Classificagél;:e?z?lrrr;do o Koc da

Lincomicina BPTAS BPTAS
Sulfadiazina APTDA APTDA
Trimetropina APTDA APTDA
Tilosina BPTAS MPTAS
Amoxicilina BPTAS BPTAS
Norfloxacina APTDA APTDA
Ciprofloxacina APTDA APTDA
Enrofloxacina APTDA APTDA
Oxitetraciclina BPTAS MPTAS

APTAS (Alto potencial transporte associado ao sedimento); BPTAS (Baixo potencial de
transporte associado ao sedimento); APTDA (Alto potencial de transporte dissolvido na
agua); BPTDA (Baixo potencial de transporte dissolvido na agua); MPTAS (Médio potencial
transporte associado ao sedimento).

Fonte: elaborada pelo autor.

De acordo com a Tabela 26, observa-se que para o solo Z S/T, a maioria dos
antimicrobianos foi considerada moderadamente movel, exceto norfloxacina e
oxitetraciclina que foram classificados como ligeiramente moveis. Quando o mesmo
critério é aplicado aos valores de Koc obtidos da literatura, os resultados indicaram
que para estes coeficientes de adsorcdo os antimicrobianos apresentam menor
mobilidade, tendendo a se adsorverem. Portanto, infere-se que para o solo brasileiro
os compostos avaliados apresentam maior mobilidade do que o0os mesmos
compostos em solos de outros paises.

A abordagem apresentada pelo DSPRU (BOXALL et al., 2013) n&o indica se
uma substancia pode contaminar as aguas superficiais, indicando apenas o grau de
mobilidade. Para obtencdo desta informacao aplicou-se o0 método de Goss aos
antimicrobianos, utilizando o Koc calculado neste trabalho e aqueles fornecidos pela
literatura para efeito de comparagao. Para o solo Z S/T (Araraquara-SP), observa-se
que os antimicrobianos sulfadiazina, trimetropina, norfloxacina, ciprofloxacina e
enrofloxacina apresentam alto potencial de contaminacdo de aguas superficiais
dissolvido em agua (APTDA). Lincomicina, tilosina, amoxicilina e oxitetraciclina
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possuem baixo potencial de contaminagdo associado ao sedimento em suspensao
(BPTAS).

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os obtidos utilizando o
Koc da literatura, apenas dois antimicrobianos diferem dos fornecidos pelo presente
estudo: tilosina (MPTAS) e oxitetraciclina (MPTAS). Isto sugere que mesmo para
valores muito diferentes dos coeficientes de adsor¢ao normalizados para o mesmo
antimicrobiano, o risco de contaminacao é similar entre os resultados obtidos nesta
tese e os diferentes trabalhos da literatura.

Entretanto, o tempo de meia vida para cada composto utilizado para aplicagao
do modelo foi obtido da literatura, o qual foi determinado em solos com
caracteristicas de textura e de fertilidade distintas ao solo do presente trabalho.
Portanto, uma situagdo mais realista seria estimar o tempo de meia vida dos
antimicrobianos no solo em estudo e, em seguida, aplicar o método de Goss. Para
obtencao destas informacdes seria necessario realizar estudos de degradacéao dos
antimicrobianos, determinando as equagdes da cinética de degradagcdo em solo.
Esta etapa da pesquisa sera realizada em trabalhos futuros pelo grupo de pesquisa
coordenado pela orientadora desta tese para complementagao dos resultados.

E, por ultimo, para avaliagao do potencial de lixiviagdo dos antimicrobianos no
solo Z S/T (Araraquara-SP) aplicou-se o indice de GUS descrito no item 4.2.12,

cujos dados obtidos resultaram na elaboragdo da Tabela 28.
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Tabela 28 — Resultados da aplicacao do indice de GUS ao antimicrobianos no solo Z S/T
(Araraquara — SP).

Koc (cm® g™)

Antimicrobiano  obtidono  1emMPO de meia

indice de GUS Interpretacao

Solo Z S/T vida* (dias)
Lincomicina 126 20 2,5 PPL
Sulfadiazina 258 50 2,7 PPL
Trimetropina 212 110 3,4 PPL
Tilosina 106 8 1,8 ZT
Amoxicilina 418 0,16 -1,1 PLN
Norfloxacina 513 990 3,9 PPL
Ciprofloxacina 204 1155 5,2 PPL
Enrofloxacina 429 359 3,5 PPL
Oxitetraciclina 777 18 1,4 PLN

PPL: provavel potencial de lixiviagdo; PLN: potencial de lixiviagcdo nulo; ZT: zona de
transicao; *retirado da literatura

Fonte: elaborada pelo autor.

Lincomicina, sulfadiazina, trimetropina, norfloxacina, ciprofloxacina e
enrofloxacina apresentaram provavel potencial de lixiviagdo; amoxicilina e
oxitetraciclina potencial de lixiviacdo nulo e; tilosina na zona de transicdo de
lixiviagdo. Esses resultados sugerem que os antimicrobianos estudados neste
trabalho apresentam em sua maioria potencial para atingir aguas subterraneas.
Enquanto quando este método foi aplicado aos coeficientes de adsorgao
normalizados (Koc) retirados da literatura, os resultados dos indices foram em sua
maioria inferiores a 1,8, sugerindo que os antimicrobianos em solos de outros paises
apresentam menor mobilidade e, portanto, maior adsor¢ao as suas particulas. Assim
estes resultados indicam que o emprego dos coeficientes de adsor¢ao determinados
em condi¢oes distintas das utilizadas neste trabalho, ndo podem ser utilizados nos
calculos pra previsao do potencial de lixiviacdo em condigdes locais.

Sabe-se que estes métodos de previsdo, tanto de lixiviagdo quanto de

escoamento superficial, sao ferramentas importantes para avaliar de forma
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simplificada o comportamento de substancias no ambiente, mesmo que nao reflita
exatamente a realidade (COHEN et al., 1995). Eles tém sido aplicado principalmente
para pesticida, ndo sendo encontrado na literatura estimativas para antimicrobianos
(CABRERA et al.,, 2008; DORES et al.,, 2001; LOURENCETTI, 2006). Porém,
destaca-se a necessidade de desenvolvimentos de estudos de campo e/ou de
laboratério que comprovem a mobilidade e o potencial de lixiviagdo dos
antimicrobianos, para inferir com exatiddo a capacidade de atingirem as aguas

superficiais e subterraneas.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho contribui no &mbito analitico com métodos cromatograficos
validados para determinagdo individual e simultdnea dos antimicrobianos
veterinarios ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina, amoxicilina, lincomicina,
tilosina, trimetropina, sulfadiazina e oxitetraciclina no sistema solo/solugao utilizada
nos estudos de adsorgao. Os métodos se mostraram seletivos, precisos, com ampla
faixa de linearidade e baixos limites de quantificacdo para os compostos analisados
por CLAE-FLU.

As condi¢cbes cromatograficas otimizadas para analise simultdnea foram
realizadas em um tempo relativamente curto quando comparado aos descritos na
literatura, em estudos que envolvem a quantificagdo de antimicrobianos, viabilizando
sua aplicagdo nos estudos que exigem um elevado numero de amostras, tais como
os estudos de adsorcao e de determinagcdo em solo e agua. Além disso, foi avaliado
neste trabalho o efeito causado pelo solugédo de cloreto de calcio sobre a resposta
cromatografica nos estudos de adsorgdo, mostrando sua influéncia no valor de
concentracdo dos antimicrobianos. Ressalta-se que este procedimento importante
nao foi encontrado em outros trabalhos da literatura em estudos similares.

Os modelos de isotermas aplicados neste trabalho nao foram adequados ao
processo de adsorgao dos antimicrobianos em mistura, tanto em solo quanto em
cama de frango com solo. Entretanto, estes estudos indicaram que tais fatores
provocam uma diminuicdo da adsor¢do para a maioria dos antimicrobianos
estudados em todos os niveis de concentracédo avaliados, ndo sendo encontrado na
literatura trabalhos que tenham avaliado o efeito de mistura de antimicrobianos no
processo de adsorgao em solos.

Para os antimicrobianos analisados individualmente, os modelos lineares e de
Freundlich foram os que mais se aproximaram ao processo de adsor¢cao nos dois
tipos de solos estudados sobre os diferentes tratamentos (in natura, calcinagéo e
esterilizagdo). Os resultados indicaram que tanto na auséncia de matéria organica
quanto de microorganismos, os antimicrobianos apresentaram maior afinidade pelo
solo. Sugeriu-se que pode ter havido fortes interagbes com a fragdo mineral ativada
apds a calcinacdo do solo e, para o tratamento estéril, uma diminuicdo da

degradagao bidtica dos antimicrobianos.
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Os resultados dos estudos de adsor¢cdo dos antimicrobianos individuais
realizados sobre os diferentes tratamentos indicaram também que tanto no solo de
Araraquara, mais argiloso e com baixo teor de matéria organica, quanto na turfa de
Taquaral, mais arenoso e com elevado teor de matéria organica, os coeficientes de
adsorcdo foram semelhantes, situando-se entre 0,5 e 4 cm® g'1. Portanto, foi
sugerido que para o solo de Araraquara os antimicrobianos adsorvem-se
predominantemente na fragdo mineral enquanto para a turfa na fragao organica.

Os coeficientes de adsorgdo normalizados em fungdo da matéria organica
aplicados em modelos que prevéem o potencial de contaminagdo de aguas
superficiais e subterraneas, indicaram que os antimicrobianos estudados
apresentam maior mobilidade no solo de Araraquara quando comparado com 0s
mesmos compostos em solos de outros paises. Entre os compostos estudados
neste trabalho os que apresentaram maior potencial de atingir aguas superficiais e
subterraneas foram sulfadiazina, trimetropina, norfloxacina, enrofloxacina e
ciprofloxacina.

De forma geral, este trabalho contribui para uma primeira investigacéo sobre
o comportamento de antimicrobianos veterinarios mais utilizados no Brasil na criagao
de frangos de corte e pode servir de base em estudos posteriores. Dessa forma
pode contribuir para o diagnodstico da contaminagdo de recursos hidricos por

antimicrobianos que o uso da cama de frango pode ocasionar
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7. PERSPECTIVAS PARA CONTINUIDADE DO ESTUDO

Como propostas para continuidade deste estudo elencam-se:

- Avaliar o comportamento de adsorgdo dos antimicrobianos em diversos tipos
de solos brasileiros e em solos associados a cama de frango com diferentes tempos
de utilizacao;

- Realizar estudos de degradacéo, lixiviagao e de dessorgdo para avaliagao
do tempo de meia vida dos antimicrobianos em diferentes tipos de solos, da
mobilidade e reversibilidade nos sistema solo/solu¢ao respectivamente;

- Repeticdo dos experimentos de adsorgdo em solos estéreis, poréem com
acompanhamento da atividade microbiana durante o periodo de incubagao;

- Empregar outros modelos de isotermas de adsor¢do, com a finalidade de
tentar explicar o processo de adsorgcdo observado para os antimicrobianos
analisados em mistura em solo e em solo com cama de frango;

- Trabalhar com niveis de concentragdo mais baixos para os antimicrobianos
determinados neste trabalho por CLAE-UV, utilizando detector de espectrometria de
massas;

- Identificar e quantificar os principais antimicrobianos encontrados em cama
de frango em diferentes tempos de utilizagao.

Com os resultados obtidos por estes estudos propor modelos, utilizando
ferramentas quimiométricas, que possam representar o comportamento dos
antimicrobianos veterinarios no ambiente, uma vez que nao foi encontrado na
literatura trabalhos que enfoquem estes compostos, sendo que os existentes sao
voltados principalmente para os pesticidas, exceto a abordagem apresentada por
Boxall et al. (2013).

Todas essas informacgdes poderao ser utilizadas, por exemplo, pelo Sistema
Integrado de Gestao de Recursos Hidricos, do estado de Sao Paulo, para subsidiar
politicas publicas que possam disciplinar e/ou restringir a utilizagdo de cama de

frango como aditivo agricola.
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APENDICE A

CURVAS ANALITICAS DOS ANTIMICROBIANOS INDIVIDUAIS E EM MISTURA
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APENDICE B

Isotermas lineares, Freundlich e Langmuir para o solo Z S/T
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Trimetropina - Isotermas lineares
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oxitetraciclina
0,010 i dividual
‘ ‘ Individua

0,005
0,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600

1/ Coq) (HE cM?)

170



Ci (Mg g7)

log C, (Mg g™)
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Tilosina - Isotermas lineares # Solo Z S/T, tilosina
individual
12000 - Solo Z S/T, tilosina em
’ % mistura
X Solo ZS/T + Cama de
frango, tilosina em
mistura
90,00 |
y=0,1824x + 47,934
R?=0,0486
60,00 |
y =0,8481x + 3,9978
30,00 - R?=0,7825 y =-0,5547x + 122,74
X R?=0,9527
2
0,00
10,0 50,0 90,0 130,0 170,0
Caq) (HE €M)
Tilosina- Isotermas de Freundlich
2,50
y=1,7378x - 1,5543
R?=0,9986
2,00
2
1,50 y =-0,7814x + 3,3427
R?=0,4331
L 2 #® Solo Z S/T, tilosina individual
y=1,1571x - 0,3099
1.00 R?=0,8439
’ Solo Z S/T, tilosina em mistura
X Solo Z S/T + Cama de frango,
tilosina em mistura
0,50 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50

log C,) (Mg €M)



0,00

C: (Mg g7)
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Tilosina - Isotermas de Langmuir

L
r y =1,5865x - 0,0072
R?=0,9755
y =2,745x - 0,0152
L R?=0,9951
- @ Solo Z S/T, tilosina
individual
| Solo Z S/T, tilosina em
mistura
X Solo ZS/T + Cama de
y = -0,2607x + 0,0168 fr:imgo, tilosina em
R = 0.5474 mistura
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
1/ c(aq) (ug cm-3)
Amoxicilina - Isotermas lineares
40,00 T,
@ Solo Z'S/T, amoxicilina individual
35 00 y =3,3436x - 0,1004
’ B 2 _
R®=0,9797 Solo Z S/T, amoxicilina em mistura
30,00
X Solo Z S/T + Cama de frango,
amoxicilina em mistura
25,00
20,00
y =0,4996x + 4,7296
15,00
R?=0,8105
10,00
y =0,5394x - 1,3985
5,00 R?2=0,9158
0,00 1 1 1 1l 1 1 1
-1,0 1,5 4,0 6,5 9,0 11,5 14,0 16,5 19,0
-5,00 -

C(aq) (I-’-g cm-3)



1/C (ng g)

log C, (Mg g™)
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Amoxicilina - Isotermas de Freundlich

y =0,203x + 0,7852
R2=0,9314

2,00 -

1,50

1,00

y=0,7917x + 0,5408
R?=0,7276

y=1,1335x - 0,5768
R?=0,8963

@ Solo Z'S/T, amoxicilina
individual

-2,00

1,48 |

1,23

o

[Ye]

[¢5]
T

o
~
w

T

0,48

0,23

-1,50 -1,00 -0,50 0,00 /{,50 1,00

-0,50 -

log C,) (Mg €M)

Solo Z S/T, amoxicilina em
1,50 2,00 mistura

X Solo Z S/T + Cama de
frango, amoxicilina em
mistura

Amoxicilina - Isotermas de Langmuir

y =2,5597x + 0,0873
R?=0,8753

@ Solo ZS/T, individual

Solo ZS/T, em mistura

X Solo Z S/T + Cama de frango, em
mistura

y =0,451x - 0,0122
R2 =0,9497

y =0,0355x + 0,1086

A R?=0,3306

0,02 =

-0,02

0,48 0,73

1/ Caq) (HE cM?)

0,98 1,23
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0,59 | Norfloxacina - Isotermas lineares
09 v = 4,1035x +0,0465 O.Socllc.) .ZdS/'Il', norfloxacina
) R? = 0,8867 individua
Solo Z S/T, norfloxacina em
—_— mistura
i 0,39 | .
o X Solo Z S/T + Cama de frango,
:°2 norfloxacina em mistura
= 2 2
) 0,29
o y = 0,506x + 0,1095
X R?=0,348
0,19
, * )/X
X X
*
y =0,443x + 0,0125
0.09 r / R?=0,9721
-0,01 » 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250
c(aq) (l-lg cm-3)
o Norfloxacina - Isotermas de Freundlich
(o))
=
w
o | -1 11 1 1 11 1| 1 11 1| 11 1 1 11 11 1 1 11 ) 1 11 11 1 IOI’mI 1 11 1)
8’ -2,00 -1,75 -1,50 -1,25 -1,00 -0,75 -0,50 -0,25 0,00 0,25

y=0,9219x + 0,5934
R*=0,888

-0,50 F

X # Solo Z S/T, norfloxacina
(S %X/X individual

y =0,4552x - 0,3585 Solo Z S/T, norfloxacina em

R2=0,3928 -1,00 F mistura
X Solo Z S/T + Cama de frango,

y=0,7793x - 0,4574 norfloxacina em mistura

R?=0,9679

-1,50

-2,00 -
log C,q) (Hg cm?)



20,00

0,00

C (Mg g7)
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Norfloxacina - Isotermas de Langmuir

=1,3473x + 3,5171 .
y ) X @ Solo Z S/T, norfloxacina
R?=0,9686 o
individual
Solo Z S/T, norfloxacina em
L mistura
X Solo Z S/T + Cama de frango,
norfloxacina em mistura
y = 0,3866x + 2,8464
R?2=0,424
X y = 0,205x - 0,0329
y R2=0,91
X
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
1/ c(aq) (I"'g cm-3)
Ciprofloxacina - Isotermas lineares
0,59 . .
@ Solo Z S/T, ciprofloxacina
individual
0,49 Solo Z S/T, ciprofloxacina em
y=1,6277x +0,2315 mistura
R?2=0,9143
0,39 X Solo ZS/T + Cama de frango,
ciprofloxacina em mistura
L g
0,29
L
0,19
X
solo, mistura solo+cama, mistura
0,09 y = 0,4514x + 0,0204 y =0,762x - 0,0459
R?=0,1084 X R?=0,4432
X
-0,01 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250

c(aq) (u'g Cm-3)
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Ciprofloxacina - Isotermas de Freundlich

L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 IC CO
-2,00 -1,75 -1,50 -1,25 -1,00 -0,75 -0,50 -0,25 0,00
:_-\
o y =0,2021x - 0,2224 o050 |
g R2=0,8467 )
— L 2
0
(& X
(o))
L)
solo, mistura -1,00 -
y = 0,8596x - 0,4067 %
R?=0,1616 x
X
@ Solo Z S/T, ciprofloxacina individual 1,50+
solo + cama, mistura
y=0,9275x-0,4118
Solo Z S/T, ciprofloxacina em R2 = 0,1959
mistura
X Solo Z S/T + Cama de frango, 200 L
ciprofloxacina em mistura - !
P log C,q) (Hg cm3)
Ciprofloxacina - Isotermas de Langmuir
30,0 r
@ Solo Z S/T, individual
X
25,0 - ) Solo Z S/T, em mistura
solo, mitura
y =1,4145x + 5,3647
= R?=0,109 X Solo Z S/T + Cama de frango, em
870'0 i mistura
(o)}
= X
'
BO [ /I
(]
g X
-— solo+cama, mistura
10,0 y = 0,8316x + 10,242
R*=0,0311 y=0,0143x +2,7522
R?=0,6261
50 f X
¢ =
0,0 NN N TN N NN TN TN TN TN NN NN TN N TN [N TN TN TN TN Y TN TN T TN AN TN NN TN N NN TN N TN TN N NN TN TN T NN T TN NN TN N TN TN TN T AN TN S T A |

0,0 10,0 20,0 30,0 400 500 600 700 80,0 90,0 100,0 110,0
1/ Cfaq) (Hg cm™3)
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Enrofloxacina - Isotermas lineares

0,69 |
0,59 @ Solo Z S/T, enrofloxacina individual
- 0,49 Sqlo Z S/T, enrofloxacina em
= mistura
o) y = 3,4354x + 0,0024
(o)} R?2=0,9833
S 039 o
'
w
O 029 | %
0,19 .
solo, mistura
y =0,066x + 0,0077 | .
+ t
0,09 F R2 = 0,0282 solo+cama, mistura
% y=0,1278x + 0,0108
- X ~ R?=0,1306
-0,01 = 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250
-3
Caq) (H8 cM™)
Enrofloxacina - Isotermas de Freundlich
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |O 00
-2,00 -1,75 -1,50 -1,25 -1,00 -0,75 -0,50
-0,50
"T\ y =0,9633x + 0,4979
(o)) R?2=0,9871
(o2}
=1
'
0
(&) -1,00
(o))}
o
X
y =0,9068x - 0,8083
@ Solo Z /T, enrofloxacina R?=0,276 X 150 |
individual X
Solo Z S/T, enrofloxacina % X
em mistura
-
X SoloZS/T + Cama de 500
fr:?mgo, enrofloxacina em log C (ug cm) y=0,1882x - 1,7143
mistura g (aq) Hg R?=0,0059



200,0

160,0

o

’

1/C (ng g)

80,0

40,0

0,0

178

Enrofloxacina - Isotermas de Langmuir

@ Solo Z S/T, enrofloxacina

individual
Solo Z S/T, enrofloxacina
em mistura
I y= -1.5978x + 100,86 X Solo Z S/T + Cama de
R2 = 0.006 frango, enrofloxacina em
mistura
X
L y =5,7326x - 0,3999
X R2=0,42
X y =0,2736x + 0,2053
X R? =0,9901
—
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

1/ Czq) (Hg cM?)
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Isotermas lineares, Freundlich e Langmuir para os solos X e Z, em trés diferentes

Cy® (eq) (ng g?)

Cy® (eq) (ug &)

log C)(ng &™)

tratamentos

Isotermas lineares-Lincomicina-soloX
160,00 y =0,8138x + 28,145

® XS/T
2 _
140,00 R*=0,917
100,00 R? = 0,9392
80,00
60,00 [ | y =0,6982x - 7,156 X ES
2 _
40,00 L J R%=0,5295
0,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm3)
Isotermas lineares-Lincomicina-soloZ
120,00 y=1,0105x +5,7289 ¢ 75/T
\ R?=0,971
100,00
80,00 - y=12722x+11,538 @ z7MmMU
2 _
60,00 R“=0,8717
40,00 & y=1,3714x-7,0353 , 7fs
20.00 R?=0,8522
0,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
C(aq)(ads) (GQ)
(ug cm?3)
Isotermas Freundlich-Lincomicina-soloX
2,50

2,00 ././."”"’/ALA y=0,558ax +0,0032 & X5/
2 _
1,50 / R= 0,8914
y=0,624x +1,1066 W XMU

1,00
R?=0,9666

0,50 y=1,2454x - 0,6315 X ES
R?=0,7773

0,00

1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

log C,,) (Hg cm™3)



log C,(ngg)

1/C(nesg?)

1/C(neg?)

2,50
2,00
1,50
1,00
0,50

0,00
1,

0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

0,04
0,04
0,03
0,03
0,02
0,02
0,01
0,01
0,00

Isotermas Freundlich-Lincomicina-soloZ

e

y =0,8236x + 0,3515
R?=0,9436

y =0,8795x + 0,3853

00

1,20

1,40 1,60

IOg c(aq) (“‘g cm—3)

1,80

2,00

R?=0,8772

y =0,9145x + 0,2146
R?=0,8145

Isotermas Langmuir-lincomicina-soloX

® ZS/T

| ZMU

ZES

y= 0,3277x + 0,0077 ® X S/T

R?=0,814

y=0,1711x + 0,0034

R?=0,9869

y =2,6599x - 0,0198

.vf?:_”’/".—/—r/'

0,00

0,02 0,04

1/ Cipq) (ng cm™3)

0,06

0,08

R?=0,7992

Isotermas Langmuir-lincomicina-soloZ

y =0,6382x + 0,0051
R?=0,9073

y=0,612x + 0,0007
R*=0,901

y =0,5943x + 0,0064

0,00

0,01

0,02 0,03

1/ C(aq) (Hg M)

0,04

0,05

R*=0,7496

B XMU

XES

& ZS/T

B ZMU

ZES

180



Cy**!(ea) (he ) Cy™® (eq) (g 8")

log C)(ng &™)

Isotermas lineares-sulfadiazina-soloX

160,00 y=05431x+126 o xg5/T
140,00 R2=0,7344
120,00 0,7505x - 10,652
y=0, x- 10, E XMU
100,00 R2 = 0,9743
80,00
60,00 V=380 82032,y
40,00 o
20,00 »
0,00
0,00 50,00 100,00
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm?3)
Isotermas lineares-sulfadiazina-soloZ
y=1,6198x - 35,017
120,00
RZ=0,7476 & 8T
100,00 L 4
80,00 y=0,5012x-0,3425 g 7 MU
Z =
60,00 R2=0,7151
40,00 ¢ y=1,6662x-37,33 4 7ES
20,00 S R2=0,7457
0,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm3)
Isotermas Freundlich-Sulfadiazina-soloX
2,50
y =0,7194x + 0,2386
2,00 R2=0,6855 ¢ XS/T
1,50
y=1,366x-0,912 M XMU
1,00 R? =0,9748
0,50
y = 2,264x - 2,0242 X ES
0,00 R?=0,9448
1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

IOg c(aq) (l’lg cm'3)

181



log C,(ngg)

1/Cy(nesg?)

1/C(ngg?)

2,50
2,00
1,50
1,00
0,50

0,00
1,

0,10
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01
0,00

0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

182

Isotermas Freundlich-Sulfadiazina-soloZ

> y=1,5999x-1,097. ZS/T
R2=0,8566
y=1,4501x - 1,109
R =0,6925 ZMU
[ |
y=1,7648x - 1,4001 7ES
R?=0,836
00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00
IOg c(aq) (l’lg cm‘3)
Isotermas Langmuir-Sulfadiazina-soloX
y =0,9307x + 0,016
R?=0,6558 ® XS/T
[ ] y =2,7399x - 0,0138
R2=0,9684 ™ XMU
y=2,1x-0,0247 , XES
R2=0,9939
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
1/ c(aq) (I»lg cm-3)
Isotermas Langmuir-Sulfadiazina-soloZ
y=1,9028x - 0,0123
- Re=0gasa ¢ 2T
y=51222x-0,0531 & MU
R2=0,7116
[ ] y=2,1141x - 0,0136 ZES
m R2=0,8713
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

1/ C(aq) (p'g cm'3)



Cy@®* (eq) (ng g™) Ci°% (eq) (ng g7)

log C)(ng &™)

Isotermas lineares-trimetropina-soloX

200,00 y=1,0058x + 34,108 ® XS/T
180,00 R?=0,9384
160,00 e
140,00 u y=2,0469x +39,718 @ x MU
120,00 R?=0,935
100,00
80,00 y = 1,4036x - 22,037 X ES
60,00 R? = 0,9006
40,00
20,00
0,00
0,00 50,00 100,00
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm?3)
Isotermas lineares-trimetropina-soloZ
180,00 y=1,6972x - 16,472 ® ZS/T
160,00 R2=0,9528
140,00 -
120,00 y= 2,27347x +4,451 m ZMU
100,00 R*=0,9663
80,00
60,00 P y= 1,28682x -21,97 7ES
40,00 R?=0,9395
20,00
0,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm?3)
Isotermas Freundlich-Trimetropina-soloX
2,50

v =0,6721x + 0,9871
2,00 R2=0,894 L 4 XS/T
y=Boeemx B XMU

1,00 R?=0,9511

0,50 y=1,5279x - 0,9412

XES
R?=0,8404

0,00

1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

log C(og) (g cm?)
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log ) (ngg™?)

1/¢C(nee?)

1/¢C(nee?)

Isotermas Freundlich-Trimetropina-soloZ

2,50
y =1,4919x - 0,7019
2,00 R?=0,9187
L 2
1,50 y =1,033x + 0,407
2 _
1,00 R?=0,9768
0,50 y=1,4807x - 0,6752
R?2=0,9493
0,00

1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

IOg c(aq) (l’lg cm‘3)

Isotermas Langmuir-Trimetropina-soloX

0,07
y= O,ZZOZX + 0,003 ® X S/T
0,06 R2=0,8475
0,05
0,04 y=0,2106x + 0,0026 m X MU
2 _
0,03 R*=0,9549
0,02 y=1,7458x-0,0103 , xEs
2 _
0.01 M R?=0,7773
0,00
0,00 0,02 0,04 0,06
1/ C(,q) (Hg cm™3)
Isotermas Langmuir-Trimetropina-soloZ
0,06 y=1,5071x - 0,016 oy
0,05 . Re-0,86  ® 25/
0,04
y= 0,3879X - 0,0012 B ZMU
0,03 R2=0,985
0,02 * y=1,2367x-0,0095 , ;g
0,01 < R2=0,9468
0,00
0,00 0,02 0,04 0,06

1/ Cipq) (ng cm™3)

® ZS/T

| ZMU

ZES

184



Cy® (eq) (ng g?)

C (eq) (ng g)

log C, (g &™)

250,00
200,00
150,00
100,00

50,00

0,00

0,00

250,00
200,00
150,00
100,00

50,00

0,00

0,00

2,50
2,00
1,50
1,00

0,50

0,00

Isotermas lineares-tilosina-soloX

y =2,8768x - 18,397

® XS/T
R?=0,9878

y=1,3192x + 6,8405

m XMU
R?=0,9722
y =2,7983x + 50,117 X ES
R?=0,751

50,00 100,00

C(aq)(ads) (eq)
(ng cm?3)

Isotermas lineares-tilosina-soloZ
y=0,8481x+3,9978 o 7 S/T

R?=0,7825
y =1,4095x - 22,934 m ZMU
R%?=0,8758
%./I/./‘

y=3,2623x + 55,24 A ZES
R? = 0,8543

20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

c(aq)(adS) (eq)
(ng cm?3)

Isotermas Freundlich-Tilosina-soloX
/ y=1,2216x + 0,0194
R%=0,9872 & XS/T

y =0,8445x + 0,4259

i H XMU
R?=0,9438

y =0,7546x + 1,0156

XES
R?=0,6753

1,00

1,50 2,00

log C,q) (Hg cm™3)
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log ) (ngg™?)

1/C(neg?)

1/C(neg?)

186

Isotermas Freundlich-Tilosina-soloZ

2,50
y=1,1571x - 0,3099
® ZS/T
2,00 / R? = 0,8439 /
1,50 1,2292x - 0,3774
y=1, X-0,
ZMU
1,00 R2=0,9991 =
0,50 y =0,9484x + 0,8405 7 ES
R2=0,9991
0,00
1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00
IOg c(aq) (l’lg cm‘3)
Isotermas Langmuir-Tilosina-soloX
0,03 y =0,5422x - 0,0028

R2=0,9883 & XS/T

0,03 - u
0,02 v = 0,4984x + 0,0042

. H XMU
0,02 R2=0,8918
0,01 o ¢ y=0,2124x +0,0002 A XES
0,01 R?=0,6349

0,00
0,00 0,02 0,04 0,06
1/ Cpq) (g cm3)
Isotermas Langmuir-Tilosina-soloZ
0,06 . y=1,6102x - 0,0098
0,05 R2=0,9035  ® ZS/T
0,04 -
y=1,2768x-0,0056 & 1)
0,03 R%=0,9983
0,02 =
e y 0,12441x +0,0014 , <
0.01 // R?=0,9773
0,00
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08

1/ Cpq) (g cm3)



C® (eq) (g g

Cy® (eq) (ng g?)

Isotermas lineares-amoxicilina-soloX

45,00 y=2,5162x + 3,879 ® XS/T
40,00 R?=0,983
35,00
25,00 R%=0,6746
20,00
1500 = y=2,1169x +0,4376 , s
' ® . R?=0,8553
10,00
5,00
0,00 “
0,00 10,00 20,00
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm3)
Isotermas lineares-amoxicilina-soloZ
40,00 y=0,8753x + 10,747. ZS/T
35,00 'Y R?=0,2496
30,00 y =2,9883x + 2,7509. 7MU
25,00 R2=0,7881
20,00 .
1>,00 . 1,679x + 4,7166
y=1,679x + 4, ZES
10,00 R?=0,7063
5,00 m
0,00
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm??)
Isotermas Freundlich-Amoxicilina-soloX
2,50
y =0,7994x + 0,6846
XS/T
— 2,00 R?=0,9852 ¢ S/
Y
[oT]
E? 1,50 ] y = 0,7655x + 0,5662 o XMU
- 2 _
S 1,00 R?=0,6988
S
%50 | y =1,1056x + 0,223 X ES
0-00 R?=0,8144
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50

IOg c(aq) (l’lg cm'3)
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1/Cy(nge?)

1/¢C(nee?)

Isotermas Freundlich-Amoxicilina-soloZ

2,50
y=0,7917x +0,5408, 7 5/7
- 2,00 RZ=0,7276
to
% 1,50
= y= 0,27451x +0,583 o U
o 1,00 R2=0,6568
oo
°
0,50 y =0,8152x + 0,5298 S ES
R2=0,8186
-0,50 050 1,00 1,50 2,00
IOg C(aq) (l’lg cm‘3)
Isotermas Langmuir-Amoxicilina-soloX
0,80 =0,1972x +0,0117
0,70 y= 50083 * XS/T
0,60 T
0,50
! y= 0,4569X - 0,0121 B XMU
0,40 u R2=0,8654
0,30
0,20 y=0,8902x - 0,0669 , s
0,10 R?=0,8848
0,00
-0,100,00 0,50 1,00 1,50 2,00
1/ Cioq) (ng cm™3)
Isotermas Langmuir-Amoxicilina-soloZ
0,45 y =0,451x - 0,0122
0,40 RZ = 0'9497 ¢ Z S/T
0,35
0,30 y = 0,4963x - 0,0666 MU
0,25 R2=0,9444  ®
0,20
0,15 _ .
y =0,39x - 0,0019 7ES
0,10 R2=0,9312
005 | € 3
0,00 -
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

1/ Cipq) (ng cm™3)
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C* (eq) (ng &)

Cy® (eq) (ng g?)

log C, (ng &)

Isotermas lineares-Enrofloxacina-soloX

0,50 y= 4F;2241201);;-6(;,033 ® XS/T
0,40 o
0,30 y=14,367x-0,0585 @ X MU
n | Jer =0
0,10
y = 4,246x - 0,042 X ES
0,00 R?=0,9017
-0,100,00 0,02 0,04 0,06 0,08
-0,20
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm3)
Isotermas lineares-Enrofloxacina-soloZ
0,50 y=3,4354x+0,0024 ¢ z5S/T
0,45 R?=0,9833
0,40
0,35 y=4,3757x+0,0417 & 7 MU
0,30 R?=0,9776
0,25
0,20
0,15 y = 3,466x + 0,0386 ZES
0,10 R?=0,9879
0,05
0,00
0,00 0,05 0,10 0,15
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm??)
Isotermas Freundlich-Enrofloxacina-soloX
0,00
-2,50 -2,00 -1,50 -1,00 -0,50 0,00 y =0,8225x + 0,4586
-0,40 Re-09153 ¢ XS/T
/ -0,80
y=1,5387x + 1,9744- X MU
11,20 R?=0,9672
[ |
-1,60 y=1,3336x +0,9593
R? = 0,9441 XES
-2,00

log C,,) (Hg cm™3)
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1/¢C(nee?)

1/¢C(nee?)

-2,

log C, (ng &™)

25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00
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Isotermas Freundlich-Enrofloxacina-soloZ

U, 00

00 -1,50 -1,00 -0,50 0,00  Y=09633x+0,4979
-0,40 R?=0,9871 ¢ zZs/T
0,80 y = 0,8399x + 0,517
120 R2 = 0,9704 ZMU
-1,60 y =0,8211x + 0,3997 7 Es
R? = 0,9945
-2,00
log C,,) (Hg cm™3)
Isotermas Langmuir-Enrofloxacina-soloX
y=0,1597x + 0,8917
m R2=0,8796 ¢ XS/T
y=0,1911x-55411 W XMU
u R? = 0,9077
[ |
% y = 0,4441x - 2,8481 X ES
R2=0,953
0,00 50,00 100,00 150,00
1/ C(,q) (Hg cm™3)
Isotermas Langmuir-Enrofloxacina-soloZ
y =0,2736x + 0,2053
= m R?=0,9901 ® ZS/T
y =0,152x + 0,6734
R?=0,952 W MU
y =0,183x + 0,9339 7ES
R2=0,9943
0,00 20,00 40,00 60,00

1/ Cipq) (ng cm™3)



C* (eq) (ng &)

Cy® (eq) (ng g?)

log C (Hg &)
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Isotermas lineares-ciprofloxacina-soloX

0,50
0,40 - _
y 3,22306x 0,0187 oXS/T

0,30 R%=0,992

0,20

0,10 %

0,00 y=1,6873x +0,0354 AXES

R?=0,6135
-0,100,00 0,02 0,04 0,06 0,08
-0,20
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm?)
Isotermas lineares-Ciprofloxacina-soloZ

0,50 y=1,6277x+0,2315 & ZS/T
0,45 [ | R2=0,9143
0,40
0,35 -
0.30 y=7,0361x-0,14 B ZMU

¢ R2=0,618
0,25
0,20 _
0,15 y=30939x+01192, 7
0,10 R%=0,9382
0,05
0,00

0,00 0,05 0,10 0,15
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm??)

Isotermas Freundlich-Ciprofloxacina-soloX

2,50 -2,00 -1,50 -1,00 -0,50 0,00
-0,40
y=1,284x +0,8336 ®XS/T
-0,80 R2=0,9817
-1,20
y=0,8841x +0,2327 AXES
-1,60 R?=0,5979
-2,00

IOg c(aq) (“‘g cm—3)



1/C(ngs?)

1/C(ngs?)
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Isotermas Freundlich-Ciprofloxacina-soloZ

230 -1,80 -1.3 0,80  -0,30 y=0,2021x - 0,2224
— 0,40 Re=08467 & 25T
o 0,80
[oT4] Y,
2 “a y=1,2104x+0,8103 g 7 MU
J -1,20 R?=0,5679
oo
°
-1,60 y=04713x +0,0766 .
R2 = 0,8496
-2,00
log C,,) (Hg cm™3)
Isotermas Langmuir-Ciprofloxacina-soloX
30,00
25,00 *
20,00 - .
y=0,5481x-4,5601 4y /T
15,00 * R2=0,9617
10,00
5,00 y=0,5122x-2,4007 4 y g
R2=0,6146
0,00
0,00 20,00 40,00 60,00
1/ C(,q) (Hg cm™3)
Isotermas Langmuir-Ciprofloxacina-soloZ
14,00 y =0,0143x + 2,7522 .
12,00 - Re=06261 ¢ 25T
10,00
8,00 [ ] y=0,2402x+2,2234 & 7 MU
’ R?=0,5509
6,00
4,00 k’ y =0,0563x + 2,1898 7ES
R?=0,7468
2,00
0,00
0,00 50,00 100,00 150,00

1/ Cpq) (g cm3)



Cy® (eq) (ng g?)

Cy® (eq) (ng g?)

log C, (ngg?)

Isotermas lineares-Norfloxacina-soloX

0,50 y= 3,82286x +0,0652 o S/T
0.40 R =0,9582
030 y =4,0709x +0,0733
' R? = 0,654 | XMy
0,20 ’
0,10 y = 3,8862x + 0,0335
0.00 R?=0,6461 XES
-0,100,00 0,02 0,04 0,06 0,08
-0,20
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm3)
Isotermas lineares-Norfloxacina-soloZ
0,50 y =4,1035x + 0,0465 ® 75T
0,45 R*=0,8867
0,40
0,35 _
’ y =4,8743x + 0,0507 m ZMU
0,30 R?=0,9355
0,25
0,20 y =5,7468x - 0,0742
0,15 - ! ZES
0,10 R%=0,8988
0,05 [ |
0,00
0,00 0,05 0,10 0,15
c(aq)(ads) (eq)
(ng cm?3)
Isotermas Freundlich-Norfloxacina-soloX
2,50 200 -1,50 -1,00 -0,50 000 VY=05322x+0,0712
20,40 Rz =09105 & XS/T
.M -0,80 y = 0,4980x + 0,0454
120 R?=0,7296 | XMu
-1,60 y=0,572x + 0,0651
R?= 0,489 XES
-2,00

IOg c(aq) (l’lg cm'3)
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1/¢C(nee?)

1/¢C(neg?)

Isotermas Freundlich-Norfloxacina-soloZ

2,50 -2,00 -1,50 0 -0,50_0’400, 00 y= 0,9319,( +0,5934 o 75/T
- R?=0,888
(V)
0o -0,80
E y=0703x+03858
J - 1,20 R?=0,8378
[=T]
o
-1,60 y =1,1665x + 0,8475 -
R%=0,8976
2,00
log C,,) (Hg cm™3)
Isotermas Langmuir-norfloxacina-soloX
12,00 y = 0,0658x + 3,2799
10,00 n R2-=08506 ¢ XS/T
8,00 n y=00579x+3,3049 _
6,00 R%=0,809
4,00 y =0,0719x + 3,9246 X ES
2’00 R2 = 0,3112
0,00
0,00 50,00 100,00 150,00
1/ C(,q) (Hg cm™3)
Isotermas Langmuir-Norfloxacina-soloZ
20,00
’ =0,205x - 0,0329
18,00 n ey o1 @ IS/
16,00 =Y
14,00
12,00 y=0,0989x + 1,1541 @ 7 MU
10,00 [ R?=0,6744
8,00 m
6,00 y=0,2477x - 0,2411 ZES
4,00 R?=0,9172
2,00
0,00
0,00 50,00 100,00 150,00

1/ Cipq) (ng cm™3)
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