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RESUMO

Na atualidade estudos direcionados para a avaliacdo do risco quimico e
do impacto ambiental produzidos por compostos quimicos de uso intensivo,
como agrotoxicos, petroquimicos e farmacos, vém ganhando importancia por
elucidarem as implicagbes ao meio ambiente e a saude publica decorrentes
deste uso pela sociedade moderna de forma a estabelecer parametros
restritivos para suas aplica¢des, evitando-se danos posteriores.

Este Estudo compreendeu as observac¢des de sor¢do e de interagdo do
antibiotico de uso animal e agricola oxitetraciclina (OTC) com solos brasileiros
e &cidos humicos (AH) extraidos de solos, tendo-se como objetivos gerais
comprovar a sor¢cao aos solos e aos AH e verificar a influéncia da matéria
organica (MO) e do pH sobre a sorcdo, definindo quais os mecanismos
moleculares de interacao envolvidos, cabendo destacar que as tetraciclinas séo
uma das principais classes de antibidticos utilizadas na pecuaria brasileira,
tanto para tratamento de enfermidades quanto como Antibidticos Promotores
de Crescimento (APC), além de serem freqlientemente aplicados na agricultura
para controle de fungos e bactérias.

Utilizou-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para a
coleta de dados quantitativos que permitiram a construcado de isotermas de
sorcao solo-OTC em pH 4,8 e AH-OTC em trés valores de pH (3,1, 4,8 e 8,3)
para a comprovagao da sorgao e da influéncia do conteudo de MO no primeiro
caso, e na sorcao aos AH, para o segundo caso. Os solos foram caracterizados
conforme procedimento padrao da EMBRAPA, enquanto que os AH foram

caracterizados segundo procedimentos recomendados pela literatura por meio
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das técnicas instrumentais de Analise Elementar, Absorcdo na Regido do
Infravermelho Médio, Ressonancia Magnética Nuclear e Ressonancia
Paramagnética Eletronica. Foram utilizadas as técnicas espectroscopicas de
Absorcdo na Regido do Infravermelho (Proximo e Médio) e Absorcao e
Fluorescéncia na Regidao do UV-Visivel, para a avaliacdo dos possiveis
mecanismos de interacdo envolvidos, como ligacdo de hidrogénio, interacao
hidrofébica e transferéncia de elétrons.

A isoterma de Freundlich apresentou-se como um modelo matematico
adequado para a verificagdo da sor¢do solos—OTC e AH-OTC, a partir da
aplicacdo de um meétodo cromatografico adequado, comprovando a sorgao
para os dois casos, bem como o efeito do conteudo de MO dos solos e do pH
do meio sobre a capacidade e a intensidade da sorgéo, a qual foi quantificada
como de capacidade de sorcao inferior em comparacao a dados obtidos em
clima temperado e de alta capacidade de sor¢cdo quando comparada a
legislacao ambiental brasileira. Foi observado que a OTC interagiu com os AH
em uma larga faixa de valores de pH, indo de 3,1 a 8,3. Contudo, o0 meio no
qual foi possivel observar de uma forma mais acentuada a interacao entre AH e
OTC foi o meio basico (pH 8,2), sendo notado a existéncia de mecanismos de
interagcdo associados e dependentes do pH do meio, como: ligagdo de

hidrogénio, interagé@o hidrofébica e transferéncia de protons.
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ABSTRACT

At present further studies on the risk assessment of chemical and
environmental impact produced by chemical-intensive, such as pesticides,
petrochemicals and pharmaceuticals, have gained importance for elucidating
the implications for the environment and public health arising from this use by
modern society to establish restrictive parameters for their applications,
avoiding further damage.

This Study comprised observations of sorption and interaction of antibiotic
for animal and agriculture use oxytetracycline (OTC) with brazilian soils and
humic acids (HA) extracted from soil, having as objectives to prove the general
sorption to soils and the AH and the influence of organic matter (OM) and pH on
the sorption, which define the molecular mechanisms of interaction involved,
highlighting that tetracyclines are a major classes of antibiotics used in the
brazilian cattle industry, both for treatment of diseases such as antibiotic growth
promoters (AGP), and frequently also applied in agriculture to control fungi and
bacteria.

The High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used to collect
quantitative data that allowed the construction of sorption isotherms soils-OTC
in pH 4.8 and AH-OTC in three pH values (3.1, 4, 8 and 8.3) for proof of
sorption and the influence of OM content in the first case, and sorption to AH,
for the second case. The soils were characterized as standard procedure of
EMBRAPA, while AH were characterized according to procedures
recommended by the literature by means of instrumental techniques for

Elemental Analysis, Absorption in the Region of the Middle Infrared, Nuclear
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Magnetic Resonance and Electron Paramagnetic Resonance. The
Spectroscopic Absorption in the Infrared Region (Middle) and Fluorescence and
Absorption in the Region and the UV-Visible were used for the evaluation of
interaction mechanisms involved, such as hydrogen bonding, hydrophobic
interactions and electron transfer.

The Freundlich isotherm was presented as a mathematical model suitable
for the verification of soils-OTC sorption and AH-OTC sorption from the
application of a chromatographic method that is suitable, proving the sorption
for the two cases as well as the effect of OM content of soils and the pH on the
capacity and sorption intensity, which was quantified as the lower sorption
capacity in comparison with data from temperate and high sorption capacity
when compared to Brazilian environmental legislation. It was observed that the
OTC interacted with the HA in a wide range of pH values, ranging from 3.1 to
8.3. However, the way in which it was possible to observe a more pronounced
interaction between HA and OTC was the basic medium (pH 8.2), and noted the
existence of mechanisms of interaction associated and dependent on pH, such

as: link hydrogen, hydrophobic interaction and proton transfer.
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1 INTRODUCAO

A matéria organica (MO) do solo é originaria da decomposicdo de
residuos da biomassa vegetal e de restos animais que, por meio de processos
quimicos, fisicos e bioldgicos, sofrem modificacdo estrutural dando origem a
uma série de compostos organicos, cujos principais representantes sao as
substancias humicas (SH), as quais contribuem de forma fundamental para as
propriedades do solo, como no caso da capacidade de sequestro, mobilizagao
e efeito redox de moléculas organicas estranhas ao meio (xenobidticos) ", ja
que as SH interagem com diversos contaminantes organicos, como pesticidas
e derivados de petréleo, e inorganicos como os metais pesados 2.

Considerando-se as diversas fontes de contaminagdo as quais o meio
ambiente encontra-se exposto, devido as atividades humanas ligadas
principalmente a industria e comércio de produtos quimicos diversos, a
Avaliagdo de Risco tem-se tornado uma ferramenta fundamental para
determinacao das fontes de contaminacdo, rotas de exposicdo e 0 risco
potencial ao meio ambiente e & satde humana !, havendo uma importante
contribuicdo da Quimica Analitica para este tema, como demonstrado no
fluxograma conceitual da Figura 1. Esta Avaliacdo de Risco também deve ser
considerada para o caso das interagdes sofridas pela MO com xenobiéticos,
em funcéo do uso intenso do solo para atividades agricolas e pecuarias, pois a
mesma podera fornecer dados sobre o comportamento de tais xenobidticos

frente as condicbes ambientais do meio.



v v

Percepgao do risco e P Politicas
informe da existénciade [~ ambientais
problemas ambientais

\ 4

A 4

Avaliacao do risco

A\ 4

Identificagao do(s)
contaminante(s)

\ 4

Avaliacao da
exposicao

A\ 4

Avaliagao da
dose/resposta

A\ 4

Caracterizacéao do
risco

A\ 4

Gerenciamento do
risco

\ 4
Acoes regulatorias,

definicao de valores-
limite, novas normas

Figura 1. Fluxograma de um processo de Avaliagcdo de Risco em solo, onde as caixas
verdes ilustram as etapas nas quais a aplicagao da Quimica Analitica é indispensavel. Fonte:

adaptado de Pierzynski, Sims e Vance (2005) .

A Quimica Analitica atua por meio do desenvolvimento e aplicacdo de
métodos analiticos que possam fornecer resultados representativos, confiaveis

e rastreaveis, de acordo com padrfes nacionais e internacionais de qualidade.



No Brasil existem diversas legislagbes ambientais que regulamentam a

presenca de contaminantes quimicos no meio ambiente, podendo-se destacar:

e Portaria n°. 518/2004 do Ministério da Satde (MS) que estabelece os
procedimentos e responsabilidades para o controle e vigilancia da

qualidade da agua para consumo humano e seu padrao de potabilidade

[5].

e Manual de Testes para Avaliacdo da Ecotoxicidade de Agentes
Quimicos do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Renovaveis (IBAMA) que estabelece os valores de Coeficientes de
Particdo (Kq4) para a determinacdo da mobilidade de substancias
quimicas no solo '©;

e Valores Orientadores para Solos e Aguas Subterraneas no Estado de
Sao Paulo/2005 da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
(CETESB) que estabelece os parametros de controle de substancias
quimicas organicas e inorganicas !'’;

e Procedimento para Gerenciamento de Areas Contaminadas/2007 da

CETESB que dispde sobre o gerenciamento de tais areas ©.

Contudo, existe ainda uma grande variedade de compostos quimicos de
uso diverso que nao sao contemplados em tais legislacées, podendo-se

destacar os produtos de higiene e os farmacoquimicos.



1.1 Matéria Organica do Solo e os Acidos Humicos

SH sao, seguramente, as mais abundantes fontes de componentes
organicos da natureza e estao presentes em todos os solos e aguas naturais
que contenham MO ! Atualmente é aceito que a turfa e a MO do solo sdo as
fontes ativas principais de carbono em termos de reversibilidade de entrada e
saida deste elemento no ciclo biogeoquimico da natureza ©!.

A constituicdo das SH, baseada operacionalmente na solubilidade em

meio acido ou alcalino, é a seguinte [

e Acidos Fulvicos (AF): fracdo sollvel em todas as condicdes de pH;
e Acidos Humicos (AH): fracdo sollivel em meio alcalino;

e Humina: fragédo insoluvel em qualquer condi¢do de pH.

Destas trés fragcdes, os AH sdo mais suscetiveis as mudancgas estruturais
decorrentes de praticas de manejo do solo e dos processos de degradacéo da
Mo [,

Do ponto de vista estrutural, a definicdo de uma estrutura quimica dos AH
€ um tema polémico, por existirem duas propostas em discussao:
macromolecular "'l e supramolecular ['* ' onde a macromolecular estabelece
que as variacdes estruturais dos AH sao similares aquelas observadas em
macromoléculas bioldgicas, como proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos
e ligninas e dependem do pH e da forga ibnica do meio; ja a supramolecular
estabelece que os AH em solugdo formam agregados moleculares que sao

estabilizados por interagbes fracas, como ligagdo de hidrogénio e interacdes



hidrofébicas (van der Waals). Estudos mais recentes apontam que a
associagdo supramolecular de componentes humicos de baixa massa
molecular € o modelo estrutural mais consistente, baseando-se em
informagdes cromatograficas dos elementos constituintes de tais componentes
hamicos, como o nitrogénio, e das interacdes sofridas em funcao do ambiente
quimico [, como no caso do surgimento de regides protetoras hidrofébicas em
condicoes de meio acido, detectado pela diminuicdo da largura de linha do
sinal de Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE) do

radical tipo semiquinona dos AH %,

Estas propostas estruturais sdo apresentadas nas Figuras 2, 3 e 4.

Figura 2. Propostas de estruturas macromoleculares para os AH: a) moléculas aleatoriamente
enoveladas de Swift (1999) "'l b) modelo de Schulten e Schnitzer (1995) '®, onde (A), (B) e
(C) indicam espagos vazios capazes de interagdo com outras espécies quimicas; esferas

brancas: H, azuis: C, vermelhas: O e pretas: N.
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Figura 3. Estrutura do AH otimizada com o uso de ferramentas computacionais, a partir do

modelo de Schulten e Schnitzer ')



Figura 4. Modelo supramolecular de Diallo et al. (2003) I'® apresentando alguns isémeros
constituintes de um AH genérico de solo, onde atomos de C estdo em preto, atomos de O em

vermelho, atomos de N em azul, atomos de S em amarelo e atomos de H em branco.

Os AH, como produtos de degradacdo da biomassa, sdo ricos em
estruturas fendlicas, quinonas e aromaticas (originarias principalmente da
lignina), carboxilicas e anéis N-heterociclicos (originarios de aminoacidos e
proteinas), além de residuos polissacarideos (originarios da celulose e

hemicelulose) !®

, conferindo terminacdes polares e néo-polares a estrutura
molecular.
Independentemente da definicdo do modelo estrutural mais adequado, foi

observado que a conformacéao estrutural dos AH varia em fungcdo do pH do

meio [19], onde em um meio acido tem-se uma estrutura retraida devido as



ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas, enquanto que em meio neutro
a alcalino tem-se uma estrutura aberta devido a repulsdo eletrostatica de
grupamentos carboxilicos e fendlicos desprotonados; a Figura 5 apresenta

estas conformagoes.

Figura 5. Microscopia Eletronica de Varredura apresentando as conformagdes estruturais de
um AH extraido de solo, onde a figura de cima refere-se a conformagao retraida em meio &acido
(pH 3) e a figura de baixo refere-se a conformagéo expandida em meio neutro (pH 7). Fonte:

Senesi et al. (1996) 1'%,

1.2 Interacédo dos Acidos Humicos com Contaminantes Quimicos

As SH interagem com diversos contaminantes organicos (ex.: pesticidas e
derivados de petréleo) e inorganicos (metais toxicos) ¥, em funcdo de sua
estrutura molecular variada, o que facilita tanto interagdes de carater nao-polar,
quanto de carater polar temporario, para compostos organicos, e a formagao

de ligac6es coordenadas, como no caso dos metais. Desta forma, grupamentos



fendlicos e carboxilicos sao freqientemente observados como principais sitios
de ligagdo para xenobioticos catidnicos organicos pela atragdo eletrostatica
entre moléculas, além de formacdo de agregados moleculares com cations
metalicos .

Outras formas de interacdo como ligacdo de hidrogénio, interacao
hidrofébica entre grupamentos alifaticos, transferéncia de carga e sobreposicao
de sistemas m aromaticos sdo também observadas entre AH e xenobibticos

organicos 2023,

1.3 Antibioticos Tetraciclinicos

Antibidticos sdo compostos quimicos inibidores eficientes do crescimento
de bactérias produzidos por microorganismos comumente presentes no meio
ambiente, como os fungos, com sua importancia na natureza devida a inibicao
de competidores microbioldégicos, com a resisténcia ao antibidtico
determinando se o microorganismo (ex.: bactéria) podera evitar a atividade do
antibiético e ganhar tal competicéo 124,

A produgdo mundial estimada de antibioticos € da ordem de 200.000
toneladas anuais, sendo a metade desta quantidade utilizada para aplicagao
em animais, e com as tetraclicinas figurando entre as classes de antibiético de
maior uso, conforme observado por Wise (2002 apud KYMMER, 2009, p. 417 —

434) 1%,

WISE, R. Antimicrobial resistance: priorities for action. Journal of Antimicrobial

Chemotherapy, v. 49, p. 585 — 586, 2002.



Os principais representantes desta classe sdo apresentados na Figura 6
em ordem decrescente de uso veterinario: oxitetraciclina > tetraciclina >

clorotetraciclina 28!,

@Hy o0 NHTCT OH_ CH  [(CHa2
OH
NH2 NH2
OH H
OH O OH O o) OH O OH O O

Clorotetraciclina Tetraciclina

OH

OH
OH O OH O O

Oxitetraciclina

Figura 6. Estruturas moleculares dos principais representantes da classe dos antibioticos

tetraciclinicos utilizados como farmacos veterinarios. Fonte: Meyer et al. (2000) ¢!,

A oxitetraciclina (OTC) € um antibiotico de largo espectro de uso animal e
humano produzido por microorganismos do género Streptomyces sp. via
imersdo ou fermentacdo no estado solido e seu rendimento depende da
levedura fermentadora utilizada, das condicbes do meio (pH e temperatura) e
da composigao do meio de cultura *”). Seu modo de agéo se dé via inibicao de
sintese protéica, em decorréncia de danos ao fragmento ribossémico 30S 122,

O uso de tetraciclinas como Antibiético Promotor de Crescimento (APC) e
para o tratamento de bactérias do género Salmonella em aves é bastante
difundido no Brasil " pois estes sdo, certamente, uma das principais classes

de antibiéticos comercializados e aplicados na pecudria brasileira 2.
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Um fato preocupante no uso de antibitticos tetraciclinicos veterinarios é
que uma grande fracdo destes, entre 20 e 90 %, ndo € absorvida pelo
organismo animal, sendo excretada de forma inalterada na urina e nas fezes
B3 o que pode levar a criagdo de resisténcia a estes antibidticos, e
dependendo de seu transporte no solo, alcancar a agua subterrédnea e conferir
resisténcia por parte dos microorganismos da agua. Caso esta agua venha a
ser consumida por seres humanos e animais, microorganismos serao
resistentes no organismo receptor a medicagao por estes antibiéticos, podendo
transmitir genes resistentes a tais medicamentos % *°. Destaca-se como uma
fonte de contaminacdo do solo por antibidticos a aplicagdo de esterco suino,
bovino e de aves em areas cultivaveis %, com a comprovacdo recente da
presenca de residuos destes compostos no solo decorrentes deste tipo de

aplicagao agricola * 371

. Soma-se a este problema de ordem ambiental e de
saude publica o fato de que a nova geracao de APCs em desenvolvimento nao
é absorvida pelo trato intestinal, para evitar residuos na carne 28, o que podera
aumentar a presenca destes compostos em matrizes ambientais. O uso destes
APCs pode levar a riscos bioquimicos e microbiol6gicos, ja que estudos
realizados no Brasil demonstraram que frangos de corte podem funcionar como
reservatério de genes resistentes a antibidticos de importante uso em medicina
veterinaria e humana, dentre eles as tetraciclinas ®¥, o que também foi
observado na Europa 2.

No Brasil a OTC também é utilizada como bactericida para aplicacdo em
diversas cultivares, conforme permitido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria

e Abastecimento (MAPA) com seu uso se estendendo para as lavouras de

tomate, batata, feijao, pepino, café, péssego, ameixa e pimenta, com um Limite
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Méaximo de Residuo de 0,25 mg kg *'. Em estudo recente, Maia et al. (2009)
[42] observaram que para o caso da aplicagdo no cultivo de tomate no Brasil,
caso nao haja um respeito ao intervalo de pré-colheita, que é de 7 dias,
aumenta-se a possibilidade de deteccao de residuos da OTC neste tipo de
alimento, além de evidenciar a necessidade de estudos mais aprofundados
para uma melhor avaliacdo da presenca de residuos e de produtos de
degradacao apos a aplicacao em cultivo a campo e fechado.

Dentre os antibidticos de uso comum no Brasil como medicamento
veterinario, dos quais a OTC é o principio ativo, destaca-se a Terramicina L.A.°
(PFIZER) para uso em diferentes animais de cria¢do, sendo a OTC certamente
o principal antibiético tetraciclinico em uso atualmente no pais .

As caracteristicas acido-base da OTC e a distribuicdo das espécies sédo

apresentadas na Figura 7.

pKas (9,88)

10
08}
Fragago qg |

massica !
de OTC 04

0,2

00 k

pKa2 (7,49) pKa1 (3!57) pH

Figura 7. Valores de pK, (esquerda) e a especiagao da OTC (direita) em solugao aquosa.

Fonte: adaptado de Mitscher (1978) 14,

Os trés valores de pK, da molécula de OTC sao atribuidos as ionizacdes

dos seguintes grupamentos: hidroxila e amida (pKa1 = 3,57), hidroxilas-
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carbonila (pKaz2 = 7,49) e amina secundaria (pKas = 9,88). Este comportamento
do pK, reflete a caracteristica dos sitios de ligagdo da molécula e a labilidade
de cada um deles.

A existéncia de trés valores de pKs na molécula de OTC, além de um
zwitterion em pH em torno de 5, condicdo na qual a molécula possui uma carga
positiva e uma carga negativa distribuidas em sua estrutura decorrente da

transferéncia intramolecular de préton “°

, poderao ser determinantes para as
propriedades de interagcdo intramoleculares e intermoleculares devido as
influéncias do pH e da forga iGnica decorrentes da ionizagdo dos sitios de

ligagéo referentes a cada valor de pKa.

1.4 Consequéncias da Sorcdo Solo—Oxitetraciclina e Acido Humico—

Oxitetraciclina

Como anteriormente comentado, o grande aporte no meio ambiente de
antibidticos pode levar aos seguintes efeitos que caracterizam um risco quimico

e biologico:

e Mortalidade dos microorganismos do solo, os quais sdo de grande
importancia para a funcionalidade do solo;

e Criagdo de resisténcia em microorganismos a antibioticos;

e Caso o antibidtico alcance a agua subterranea, e caso esta 4gua venha
a ser consumida, pode-se ingerir microorganismos patogénicos

resistentes ao mesmo antibiético.
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Portanto, é de grande importancia a obtengdo de informacgdes criteriosas
a respeito da sorgdo, ou interagdo decorrente de mecanismos moleculares
fisicos e quimicos [, de um antibiético como a OTC com o solo brasileiro, de
maneira que possibilite estabelecer futuramente critérios que regulamentem
seu uso e as conseqlUéncias de sua presenca no solo e na agua. Neste
sentido, vale destacar que a Agéncia Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA:
United States Environmental Protection Agency) tem monitorado a presenca e
os efeitos toxicologicos da OTC no meio ambiente desde o final da década de
1980 ¥ de forma a avaliar possiveis danos ambientais e de satde publica
decorrentes de seu uso, sendo estes aspectos considerados para a liberacéo
de sua comercializagéo.

E importante ressaltar que ainda ndo existem estudos no Brasil a respeito
da sorgéo entre antibiéticos veterinarios com a MO do solo. Porém, Sassman e
Lee (2005) estudando a sorgdo de antibiéticos tetraciclinicos a varios tipos de
solo de clima temperado da América do Norte e com diferentes propriedades,
como conteudo de carbono organico, pH e Capacidade de Troca Catibnica
(CTC), obtiveram valores amplos para a constante de particao (Ky) entre 13 —
310.000 L kg™, o que ja indica uma variagdo consideravel em sua capacidade
de interagdo para esta matriz 7.
Algumas considerag¢des pertinentes retiradas da literatura a respeito da

sor¢ao SH-OTC e AH-OTC:

e Oleszczuk, Pan e Xing (2009) investigaram os processos de sor¢ao e
desorcao da OTC as superficies nanométricas nao-polares de carbono,

similares a grupamentos alquila e arila de AH, utilizando Isotermas de
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Sorcao e modelos cinéticos, observando uma rapida cinética de sorgéao
e uma desorcao dependente do pH do meio e da quantidade inicial
sorvida, bem como da agregacao intermolecular ¢

Hayes et al. (2007) simulando terminagdes humicas suportadas em
silica fundida com utilizacdo de medidas de angulo de contato e
Geracao de Segundo Harménico (SHG, Second Harmonic Generation)
por polarizagdo n&o-linear, obtiveram indicativos de que em pH 8 a
OTC interage com SH através de ligacdo de hidrogénio entre grupos
metil-amida e metil-éster, interagdes hidrofobicas entre grupamentos
alquila e arila e dipolo-induzido de sistemas m aromaticos, com a
presencga de ligagdo via grupamento amida acoplado a acido benzdico
podendo perturbar os valores de pK, interfacial, alterando o pH 6timo
de ligagdo da OTC, e sugeriram, ainda, que o sistema amida-acido
carboxilico possui alta constante de ligagdo (6,0 x 10° mol L), o que
também deve facilitar uma possivel transferéncia de carga entre as
duas espécies 2%;

Miflin, Konek e Geiger (2006) examinando a sorcdo da OTC as
interfaces Oxidos minerais/agua, na presenca e auséncia de grupos
funcionais de SH, com o uso de SHG por polarizagdo nao-linear e
Isotermas de Sorcdo, observaram que a sorcdo se da de forma
reversivel via grupamentos metil-éster, acido carboxilico e alquila, com
uma intensidade apreciavel ocorrendo somente em pH 8, definindo que
a mobilidade da OTC no ambiente depende fortemente do pH e da

constituigao do solo 1<
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e Kulshrestha, Giese e Aga (2004) utilizando Isotermas de Freundlich,
Espectroscopia de Absor¢do no Infravermelho Médio e Difragcdo de
Raios X, observaram que a sorcao de OTC a argila do tipo
montimorilonita diminui com o aumento do pH do meio devido a
presenca de interacdo por troca catibnica, a qual é mais efetiva em
meio acido, enquanto que a interagdo hidrofébica em pH 5 se da
devido ao zwitterion, com uma grande quantidade de MO dissolvida
inibindo a sorgéo °%;

e Whershaw (1999) apontou os sistemas m sobrepostos como possivel
mecanismo de agregagdo de compostos organicos, 0s quais
contenham anéis aromaticos em sua estrutura, com o carbono organico
dissolvido 2%

e Masel (1996) e Somorjay (1994) definiram que a fisiosorcao (ligacao de
hidrogénio e interagdo hidrofobica) é termodinamicamente favorecida
sobre a quimisorcao (ligacao covamente) pela diminuicdo da densidade
interfacial da Energia Livre de Gibbs, o que leva a uma tendéncia de
formacdo de interacbes fracas em meios com a presenca de

grupamentos nao-polares 222

Mesmo obtendo-se informagdes na literatura sobre a sorgdo da OTC com
SH, ainda ndo se tem definido ao certo quais os mecanismos de interacao
envolvidos ou muito menos o pH 6timo de interacdo para AH se solos
brasileiros, dadas as caracteristicas estruturais dos AH que dependem da
matéria-prima de formacao e das caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas do

meio !, bem como quais as implicagdes destas interacées em solos brasileiros.
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1.5 Contextualizacao do Estudo

Uma avaliacado do cenario agropecuario brasileiro e de seus numeros de
producdo se faz necessaria para identificar o potencial de contaminacao da
OTC, e desta forma, contextualizar o tema do Estudo junto ao meio ambiente,
setor produtivo e a sociedade, fundamentando a importancia do estudo.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
5 o Brasil possui trés classes de rebanho animal para produgdo, em valores
aproximados: rebanho de grande porte (209 milhdes de cabegas), rebanho de
médio porte (62 milhées de cabegas) e rebanho de pequeno porte (1 bilhdo de
cabecas).

Conforme anteriormente comentado no Item 1.3, um dos antibidticos de
uso animal mais comercializado, e cujo principio ativo é a OTC, é a Terramicina
L.A. (PFIZER), a qual é recomendada para a maioria dos rebanhos de grande,
médio e pequeno porte. Como também comentado no Item 1.3, a OTC é
utilizada no Brasil como bactericida em diversas culturas, com a mesma
PFIZER produzindo fungicidas e bactericidas & base de OTC P!,

A partir dos dados recentes da producdo agropecudria brasileira e
aquelas dos produtos a base de OTC disponiveis comercialmente para
aplicacdo é possivel notar que a OTC possui um grande potencial de
contaminagdo ambiental baseado, principalmente, na grande demanda por
medicamentos veterinarios e por defensivos agricolas. Conforme dados do
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal (SINDAN), o
faturamento do setor em 2008 foi de R$ 2,7 bilhdes, onde os antimicrobianos

ou antibidticos representaram R$ 646,7 milhdes (principal grupo), cujos
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principais tipos de rebanhos consumidores foram os ruminantes (R$ 1,5
bilhdo), as aves (R$ 405,1 milhdes) e os suinos (R$ 387,2 milhdes) 4. Ja os
dados do Sindicato Nacional da Industria para Defesa Agricola (SINDAG) do
mercado de 2008 apontam para um mercado total de R$ 10,2 bilhdes, onde os
herbicidas responderam por R$ 4,6 bilhdes e os fungicidas por R$ 2,2 bilhdes,
as quais sdo as principais classes de defensivos agricolas comercializados 1.
No entanto, este potencial de contaminacao € de dificil estimativa, pois ndo se
tem dados disponiveis no Brasil sobre a producao e a aplicagédo da OTC tanto
para fins veterinarios como para fins agronémicos.

Segundo dados do MAPA sobre a projecdo da producao agropecuaria
brasileira entre o periodo de 2008/2009 a 2018/2019 ¥ a producdo de graos
(soja, milho, trigo, arroz e feijao) devera passar de 139,7 milhdes de toneladas
em 2007/2008 para 180 milhées em 2018/2019, indicando um acréscimo de 40
milhdes de toneladas a producgao atual. A producao de carnes (bovina, suina e
aves), devera aumentar em 12,6 milhées de toneladas, o que representa um
acréscimo de 51,0 % em relacédo a producao de carnes de 2008. Estes fatores
levardo a uma expressiva mudancga de posicao do Brasil no mercado mundial
em 2018/2019, onde as exportagcées de carne bovina brasileira representarao
60,6 % do comeércio mundial; a carne suina representara 21,0 % do comércio, e
a carne de frango representara 89,7 % do comércio mundial. Esses resultados
indicam que o Brasil continuara a manter sua posi¢cdo de primeiro exportador
mundial de carne bovina e de carne de frango. Como consequiiéncia, havera
um aumento da demanda por produtos veterinarios e por defensivos agricolas

de forma a se alcancar tais previsdes de producao.
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A Figura 8 demonstra a contextualizagdo do Estudo de forma a ressaltar
suas justificativas e seus objetivos, fundamentados nas informacdes
introdutérias sobre MO do solo, AH, antibibticos tetraciclinicos e cenario

agropecuario brasileiro.

Brasil: grande
produtor
agropecuario

Solo

Aplicagao de
OTC em
cultivares

Fezes e‘m
animal

contendo OTC

Aplicagao de
esterco animal
contendo OTC

<

A 4

Interacdo com a MO e
componentes
inorganicos do solo

Efeitos aos

microorganismos
do solo

A 4

Interacdo com os

AHs
Transporte
\ 4
Agua
subterranea
v
Efeitos aos Consumo humano
microorganismos e animal
aquaticos

A 4

L Efeitos em
humanos e animais

Figura 8. Fluxograma conceitual representando a contextualizagdo do Estudo de forma a

demonstrar a necessidade de obtengao de dados consistentes sobre o impacto da presenga da

OTC no meio ambiente.
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E importante destacar o tempo de residéncia, que é uma propriedade
cinética de um composto em um ambiente quimico/fisico/biolégico em que este
se encontra 8. No caso da OTC, em animais criados para fins comerciais este
tempo de residéncia foi determinado em cerca de trés dias para suinos para
uma dose intramuscular de 30 mg kg”' % e em camaréo tratado com ragéo
contendo OTC como antibi6tico para a eliminacdo de bactérias gram(+) e
gram(-), o tempo maximo de residéncia na carapaca foi de 13 dias, enquanto
que no musculo foi de 5 dias ©%. Ja o tempo de meia-vida determinado em
esterco bovino foi de 8,1 dias (a 25 °C), 33 dias em solo apés aplicacdo do
esterco e 56 dias em solo sem a aplicagdo do esterco, 0 que a torna
ambientalmente persistente principalmente em esterco saturado com agua %,

Uma revisdo da literatura sobre dados de sor¢do da OTC a solos e
sedimentos € apresentada na Tabela 1 de forma a demonstrar a preocupacao
decorrente de sua presenga no meio ambiente e de seu impacto a partir de

uma possivel Avaliagdo de Risco.
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Tabela 1. Dados da literatura sobre a sor¢cao da OTC a solos e sedimentos.

Tipo de Solo ou Constituinte Origem Kq (Lkg™)* Koc (L kg™)*
Solo arenoso com presenga de argila Dinamarca 680 42.506
Areia Dinamarca 670 47.900
Solo arenoso com presenga de argila Dinamarca 1.030 93.300
Solo argiloso-arenoso Dinamarca 420 27.800
Sedimento marinho (fragéo arenosa) Franga 0,3 17
Sedimento de lagoa de agua doce de Taiwan 490 Néo
criagao de peixes determinado
Sedimento marinho de fazenda de Taiwan 290 Néo
camarao determinado

Fonte: adaptado de Tolls (2001) *™.

Estas informagdes denotam a importancia de se entender as implicagbes
da presencga da OTC no solo brasileiro e sua interacédo com a MO, j& que dados
do transporte do antibiético em solo e o possivel alcance da agua subterranea
decorrente do primeiro sdo objetos de estudo em nivel mundial na atualidade,
no que diz respeito as suas fontes e controle de disposicao 2, seu transporte
no solo, via lixiviagdo decorrente de irrigacdo e chuva apés aplicacdo de

esterco %%, e o0 alcance da 4gua subterranea 4.

*Kq € o coeficiente de sorgao para soélidos representado por C4/C., onde Cs € a concentragao
sorvida de um composto e C, € a concentragao do composto em equilibrio na fase aquosa;
**Koc € 0 coeficiente de particdo para o carbono organico, que normaliza Kq, € é representado

por Ky/foc, onde foc € 0 contelido de carbono organico determinado na matriz analitica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo contempla as técnicas analiticas instrumentais de interesse
ao Estudo, as quais foram divididas em trés grupos, sendo cada uma delas
detalhadamente comentadas: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Analise

Elementar e Técnicas Espectroscdpicas.

2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) também conhecida
como HPLC (High Performance Liquid Chromatography) é uma técnica de
separacao utilizada para andlise e purificacdo desenvolvida entre as décadas
de 1960 e 1970, sendo largamente aplicada em areas como analise ambiental,
industria farmacoquimica, de alimentos e de polimeros, cujo os usos podem

ser os mais diversos [!:

e Separacdo de uma grande variedade de compostos: organicos,
inorganicos, biol6gicos, compostos poliméricos, compostos quirais,
compostos termicamente labeis, pequenos ions a macromoléculas;

¢ Andlise de impurezas;

e Determinagdo de moléculas neutras, ibnicas ou zwitteridnicas;

¢ |solamento e purificacdo de compostos;

e Separacao de compostos intimamente relacionados;

e SeparagOes ultratraco, separacdes preparativas e de escalonamento

de processos;
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¢ Método nao-destrutivo;

e Meétodo qualitativo e quantitativo.

As amostras deverdo estar no estado liquido para a injecdo no
instrumento, com as amostras solidas devendo ser solubilizadas em solvente
compativel com as Fases Estacionaria (FE) e Mdvel (FM) utilizadas pelo
método analitico seguido, com sua quantidade variando de 1 a 100 pL —
geralmente os volumes de injecao mais utilizados estdo entre 5 a 15 L, os
quais dependem da sensitividade e da faixa analitica do detector para o analito.

Uma preparacao simples ou extensiva da amostra pode ser requerida a
partir da definicdo da complexidade da amostra, podendo incluir: diluicao, pré-
concentracao, filtracao, extracao, ultrafiltracao ou derivatizacao.

O tempo de andlise varia entre 5 min a 2 h (geralmente entre 10 - 25 min),
com o tipo de preparacao influenciando diretamente no tempo de andlise.

As limitagdes da técnica sao:

Identificacdo de compostos limitada para o caso de nao haver uma
hifenizagcdo com a Espectrometria de Massas;

¢ Resolucao pode ser dificilmente atingida com amostras complexas;

e Somente uma amostra pode ser analisada por vez;

¢ Requer treinamento para a otimizacao do processo analitico;

e Tempo de analise pode ser longo comparado com outras técnicas de
separacao como a Eletroforese Capilar;

e Preparacao da amostra é freqlientemente requerida.
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No entanto, esta é certamente uma das principais técnicas instrumentais
utilizadas em Quimica Analitica e ciéncias correlatas, dada sua robustez e
facilidade de adaptacdo as necessidades analiticas. Para estudos de
contaminacdo de matrizes ambientais visando a comprovacao da existéncia de
sorcao e do(s) mecanismo(s) envolvido(s) a Cromatografia de Particdo é
bastante utilizada para fornecer dados a serem utilizados na elaboragao de
Isotermas de Sorgao ' &,

Seu principio de funcionamento baseia-se no fato de que um soluto é
resolvido por diferentes velocidades de eluicao (tempo de retengéo, tg) quando
este passa através de uma coluna cromatogréfica, com sua separagdo sendo
governada por sua distribuicdo entre a FM (solvente ou mistura de solventes de
eluicdo) e a FE (material de empacotamento da coluna). Varias operagdes tém
influéncia direta no sucesso de sua aplicagdo, como: tipo de material de
preenchimento da coluna, constituicdo e polaridade da FM, comprimento e
didametro da coluna, fluxo da FM, temperatura da coluna, volume de injecédo e
tipo de detector. Quanto aos detectores, estes podem ser: Absor¢cao no UV-
Visivel, Fluorescéncia no UV-Visivel, Eletroquimicos, Condutividade, indice de
Refracdo e Espectrometria de Massas; seu uso depende das caracteristicas
estruturais, eletrénicas e redox do analito.

A Figura 9 apresenta o diagrama de blocos de um sistema genérico de

CLAE.
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Tempo

Figura 9. Diagrama de bloco de um sistema de CLAE, onde: A) reservatorio de solvente, B)
filtro, C) sistema de bombas e gradiente, D) indicador de presséao e fluxo, E) injetor, F) forno, G)
coluna de separagéao, H) detector, I) processador de dados, J) gravador de dados. Fonte:

adaptado de Lindsay (1992) .

A CLAE pode ser aplicada em uma variedade de modos operacionais,
com o melhor modo dependendo das caracteristicas estruturais do analito a ser
separado no procedimento analitico. Os modos mais freqlientemente utilizados
sdo: Cromatografia de Particdo, Cromatografia de Adsorcdo, Cromatografia
Ibnica e de Troca lbénica, Cromatografia de Exclusdo de Tamanho,
Cromatografia de Afinidade e Cromatografia Quiral.

FEs para a maioria dos modos de cromatografia consistem de um material
de preenchimento central (usualmente silica ou um polimero como um

polissacarideo ou poliestireno) com grupos funcionais de interesse ligados a
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superficie deste substrato, com uma grande variedade de grupos funcionais
podendo ser utilizados para cada modo. A FE geralmente € constituida por
particulas esféricas de diametro entre 5 a 10 ym, firmemente empacotadas na
coluna.

A selecao da FM é critica para as Cromatografias de Particdo, Adsorcao e
Troca l6nica e menos critica para os demais modos. Para os solventes
utilizados, propriedades como o comprimento de onda de corte no UV-Visivel e
o indice de refracdo sdo parametros importantes quando se trabalha com
detectores de UV-Visivel e/ou de indice de Refragdo. O indice de Polaridade
(P) e a Forca do Eluente (¢°) sdo parametros de polaridade que auxiliam na
escolha da FM para a Cromatografia de Particdo e de Adsorcéo,
respectivamente.

A Cromatografia Liquida por Exclusdo de Tamanho tem sido usada para a
separacao e quantificacao de AH e AF aquaticos, fornecendo um método de
varredura rapido o qual pode fornecer informacdes qualitativas e quantitativas,
as quais podem ser utilizadas em estudos de monitoramento ambiental 8. A
CLAE também pode ser utilizada no estudo da formacédo de produtos de
biodegradacdo de pesticidas, como a atrazina sorvida sobre a superficie de
argilas e AH, com a construgdo de Isotermas de Sorcdo *¥. Ja em relacdo a
antibidticos, seu uso para controle de qualidade de produgédo e aplicacao,
controle de residuos em alimentos e monitoramento ambiental € frequente,
inclusive para antibiéticos tetraciclinicos '° * 7%, Para a OTC, um consideravel
namero de métodos de CLAE pode ser obtido na literatura, tanto para
aplicagéao em residuos em alimentos, quanto para monitoramento ambiental, os

quais utilizam de detectores como Absorcdo no UV-Visivel, Fluorescéncia no
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UV-Visivel e Espectrometria de Massas, de acordo com a finalidade de

aplicagdo de cada método e com a matriz analitica ¢ 7* 71,

2.1.1 Isotermas de Sorcao

Os processos de sorcao, ou de interacdes de superficies, devem-se a
fisiosorcdo e a quimisorgdo. Na fisiosor¢cdo tem-se a existéncia de interagdes
fracas de van der Waals (ex.: interagao por dispersao e dipolar) e de ligagéo de
hidrogénio entre o sorbato e a superficie do sorbente, ou substrato, com a
energia liberada quando uma particula é sorvida sendo da mesma ordem de
magnitude da entalpia de condensacéo, em torno de 20 kJ mol™’, havendo uma
acomodacao de moléculas de sorbato na superficie sorbente em fungcédo da

dispersao do movimento térmico "®

. Na quimisorgéo as moléculas do sorbato
sao sorvidas na superficie do substrato pela formacao de ligagcdes quimicas,
usualmente ligacao covalente, tendendo a encontrar sitios que maximizam seu
nuamero de coordenacado com o substrato, além da entalpia da quimisorcao ser
maior do que a da fisiosorgdo, com valores em torno de 200 kJ mol”, e da
distdncia entre sorbato e sorbente ser freqlentemente menor para a
quimisorgéo "¢,

Isotermas de Sorgcdo s&o curvas que representam a concentracdo de
espécie quimica sorvida pela sua concentragdo ndo sorvida, usualmente em
meio aquoso, a uma temperatura constante e podendo ser atribuido um modelo

matematico as mesmas, com tais isotermas sendo utilizadas para quantificar a

capacidade de sor¢do de um sorbente frente a varidveis experimentais . De
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acordo com Giles, Smith e Huitson (1974) 1", as atribuicdes que podem ser

feitas sobre os tipos de Isotermas de Sor¢ao mais comuns séo:

e |soterma “S”: resultado de cooperacdo de cada molécula
sucessivamente adsorvida a adsorcao de outras, com a disponibilidade
de espaco intermolecular limitando a sorgao;

¢ Isoterma “C”, ou de Particao: resultado de acréscimo de disponibilidade

de superficie de interacao, levando a particao.

A Isoterma de Sorcéo Linear, ou de Particao, é definida por:

Onde Cs é a concentracdo do soluto sorvido em mmol g' e Ce é a
~ oL s -1
concentragao do soluto na fase aquosa no equilibrio em mmol L™, com Kq em L
g', que é a constante de particdo, fornecendo a tendéncia do soluto em se
manter sorvido ou em fase aquosa apéds alcangado o equilibrio quimico entre
as espécies, "1,
A Isoterma de Freundlich, aplicada a superficies heterogéneas, é definida

por:

S = kCN (2)

Onde S é a concentragdo do soluto sorvido em mg g, ki é o coeficiente de

sorcdo em mg' ™ L g", Ce é a concentragdo do soluto em equilibrio em solugédo

28



aquosa em mg L™ e N é o parametro de linearidade. Em um caso simples, N =
1 e ki € equivalente a Ky para isotermas lineares. A forma logaritmica da

equacao é utilizada para o ajuste linear do modelo:

LogS = logK; + NlogC. (3)

A Isoterma de Langmuir, a qual se restringe as superficies homogéneas,

€ representada por:

S = CmCe/ K|_+ Ce (4)

Onde S é a concentracdo do soluto sorvido em mg g', Cm é a quantidade
maxima do soluto sorvido em mg g', Ce é a concentragdo do soluto em
equilibrio em solucdo aquosa em mg L' e K. é o coeficiente de sorcdo de
Langmuir em mg L.

Conforme acima comentado, Giles, Smith e Huitson (1974) 7
classificaram, ainda, as Isotermas de Sorcdo baseadas em suas formas e
curvaturas. Ao levar em conta platés, pontos de inflexdo e de maximo, também
foram distinguidos subgrupos de isotermas. No entanto, esta classificagao
operacional € puramente empirica e ndo revela os processos que levaram as
diferentes formas das isotermas "8 A Tabela 2 apresenta estas classes de
isotermas e suas caracteristicas de acordo com o tratamento matematico
aplicado. Em referéncia as caracteristicas da interagcdo sorbente—sorbato, e
conforme comentarios ja realizados a respeito das Isotermas de Sorcao, estas

curvas podem ser assim interpretadas
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e Curva “L”: representa um sorbato que tem uma alta afinidade pelo
sorbente a uma baixa concentracdo, mas a uma alta concentracao esta
afinidade decresce, juntamente com o nimero de sitios de sor¢ao;

e Curva “H”: representa um sorbato com uma alta afinidade pelo
sorbente;

e Curva “S”: sugere que existe uma barreira a sorcao do sorbato, mas
uma vez que esta limitacao é sobreposta, a sorcao é similar aquela de
L, ou seja, a sorcdo aumenta com o0 aumento da concentragdo do
sorbato na fase aquosa;

e Curva “C” ou linear: caracteristica de particdo envolvendo compostos
organicos e a MO do solo (ex.: AH), sugere que a retencao do sorbato
depende do recobrimento da superficie do sorbente, ou seja, o sorbato
tem maior afinidade pela superficie do sorbente do que pela fase

aquosa.
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Tabela 2. Formas de isotermas de sorgao propostos por Giles, Smith e Huitson (1974). Fonte:
traduzido de Hinz (2001) "8, § ¢ a concentragéo sorvida, C.¢ a concentragéo no equilibrio e Ky

€ a constante de particao ou se sorgao.

Classe Subgrupo | Formas da Isoterma | Formas da Isoterma Formas da
(SxC,) (Kgx S) Isoterma
(Log K4 x log S)
S 1 Céncavo Inclinagao positiva Inclinagdo positiva
L 1 Convexo Inclinagao negativa, linha Inclinagéo negativa
N
H 1 Convexo Inclinagao negativa, curva Inclinagéo negativa
T *
' AN
1\ \‘
p—— A ]
\\
C 1 Linha reta Inclinagéo zero Inclinagéo zero
/’
e
;’ ------------------------
rf
/—/
'J
S, L,H 2 Platoé Inclinagdo negativa, linha Sr = S a baixo valor
ou curva de Ky
T -
- 1 by N
“.\w
S, L,H 3 Platé, inflexao Minimo Minimo
'.\/ .
S, L,H 4 Platé, inflexao, platd Minimo Minimo
) ~
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2.2 Anadlise Elementar

A Andlise Elementar ou Microandlise € uma técnica analitica que
possibilita determinar quais sdo os elementos constituintes de uma molécula,
sobretudo organica, através da pirdlise de um determinado composto que
contenhaO,C,S,NeH e da analise dos gases resultantes de sua
decomposicao (ex.: NyOy, SO,, CO, e H,0), podendo-se inferir sobre a sua
composicdo percentual em massa destes elementos "7,

O meétodo analitico para C consiste na combustao completa a 900 °C da
amostra de massa conhecida do material organico em estudo e determinacao
da massa de CO; e de H,O formada. O vapor produzido pela reacéo € passado
por um tubo contendo CaCl, para reter a umidade e depois por outro tubo
contendo hidroxido de sodio, para reter o CO, em forma de CaCQOs, necessaria
para calcular a porcentagem de C e de H na amostra. Para analise de N, os
produtos sdo arrastados com um jato de He através de um forno a 750 °C, no
qual Cu aquecido reduz os 6xidos de N ao elemento que é entado separado e
pesado. Para andlise de S, a amostra sofre combustdao em uma atmosfera de
Oz em um tubo empacotado com WO, ou CuO; o SO, seco é absorvido por um
reagente de Ag:0, separado e determinado pelo detector; O pode ser
determinado por diferenca dos valores de C, H, N e S, e descontando o
material inorganico (cinzas), se houver [},

Esta técnica é de uso freqliente na caracterizagcao da constituicdo quimica
dos AH " Nardi et al. (2007) a utilizaram em estudo visando a observacido da
relagdo entre caracteristicas moleculares dos AH e ciclos microbiolégicos

[80]

decorrentes de plantio de milho ", enquanto Nagamitsu et al. (2002) a
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utilizaram em estudo da comparagcao das caracteristicas estruturais entre AH

extraidos de subsolo e AH extraidos de solos superficiais "1,

2.3 Técnicas Espectroscopicas

2.3.1 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Ultravioleta-Visivel

Para o entendimento dos principios fisicos e quimicos que governam a
técnica, ha que se considerar que a regido do Ultravioleta (UV) do espectro da
radiacdo eletromagnética esta compreendida entre 200 a 400 nm e que a
regiao do Visivel esta compreendida entre 400 a 800 nm, com as energias
correspondentes para estas regides compreendidas entre 150 a 72 kcal mol™ e
entre 72 a 36 kcal mol’, respectivamente. Energias desta magnitude
freqlientemente correspondem as diferengcas energéticas entre estados
eletronicos moleculares ",

A energia associada com a radiagdo eletromagnética é definida pela

seguinte equacao:

E=hv (5)

Onde E é a energia (J), h é a constante de Planck (6,62 x 10°* Js)ev é a
frequéncia (s).

A radiagcdo eletromagnética pode ser considerada uma combinagdo de
campos elétricos e magnéticos alternados que séo transportados através de

um espago por um movimento de onda. Como a radiacdo atua como uma
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onda, ela pode ser classificada em termos de seu comprimento de onda ou de

sua frequéncia, de acordo com a seguinte equagao:

v=cCc/A (6)

Onde v é novamente a freqliéncia, ¢ é a velocidade da luz (3,0 x 10° ms™) e A
€ o comprimento de onda (nm). De acordo com a Equagéo 6, radiagdo com
comprimento de onda curto possui uma alta energia e vice-versa.

Quando a radiagao eletromagnética interage com a matéria, um namero
de processos fisico-quimicos pode ocorrer, como: reflexdo, espalhamento,
absorbancia, fluorescéncia/fosforescéncia (absorcdo e emissdo) e reacoes
fotoquimicas (absorbancia seguida de quebra de ligacbes). Geralmente, o
espectro obtido no UV-Visivel é somente o de absorcdo; no entanto, é
importante ter em conta os possiveis fendmenos correlatos a estes dois
comprimentos de onda para a obtencdo da uma correta medida
espectrofotométrica.

A absorcdo da radiagao eletromagnética na regido do UV-Visivel pela
matéria causa aumento no conteudo energético da molécula, com a energia

potencial da molécula sendo definida como:

Ep(total) = Eeletrénica + Evibracional + Erotacional (7)

A quantidade de energia de uma molécula é determinada por uma série
de niveis discretos ou estados energéticos, com as diferencas de energia entre

os diferentes estados seguindo a seguinte ordem decrescente: Eejetronica >

34



Evibracional > Erotaciona: EM algumas moléculas e atomos, fétons de radiacdo UV-
Visivel tém suficiente energia para causar transigdes entre os diferentes niveis
eletrénicos; o comprimento de onda desta radiacdo absorvida é aquele cuja
energia é requerida para mover um elétron de um nivel energético baixo para
um nivel energético alto.

Sistemas de ligagdo simples tendem a exibir transicao eletrénica de
orbitais ligantes & para orbitais antiligante 6* (8 —» 6* e ocasionalmente
transigdes de elétrons do orbital ndo-ligante n para 6* (n— 6*), quando elétrons
de n possam estar envolvidos, com as bandas atribuidas a estas transigdes
sendo observadas abaixo de 200 nm. Bandas de absorcado atribuidas as
transigdes eletronicas envolvendo dupla ligagédo (sistemas m) e elétrons de
orbitais n (n—- t*e T - ¥ sdo mais facilmente observadas acima de 200 nm.

Bandas de absor¢cdo também podem surgir de certas moléculas onde a
energia requerida para remover um elétron de um atomo e transferi-lo para
outro estd dentro da regidao do UV-Visivel, sendo de grande importancia na
determinacdo de mecanismos intermoleculares de interacdo. Este processo é
conhecido como excitagao por transferéncia de carga.

Na Figura 10 é apresentada a distribuicdo energética das transicoes

eletrbnicas.
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Figura 10. Niveis energéticos das transi¢oes eletronicas observadas na regido do UV-Visivel a

partir dos orbitais moleculares. Fonte: adaptado de Pavia, Lanpman e Kriz (2001) (791,

Deslocamentos no comprimento de onda e variagdo na intensidade de
absorcdo devido a interagdo do analito com o meio (ex.: solvente) séo
classificados como: efeito batocrémico (deslocamento para maiores
comprimentos de onda), efeito hipsocrémico (deslocamento para menores
comprimentos de onda), efeito hipercrémico (aumento na intensidade de
absorcao) e efeito hipocrémico (diminuigdo na intensidade de absorcéo) 7.

A Tabela 3 apresenta as transigbes energéticas de alguns grupamentos

cromoforos.
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Tabela 3. Transi¢oes eletrbnicas e os comprimentos de onda maximos de bandas de

grupamentos quimicos cromoforos na regiao do Ultravioleta.

Grupamento Férmula Estrutural Transicao Amax (NM)
Cromoéforo Eletrénica

Carbonila (cetona) RR'C=0 n—-m* 271
- m* 180
Carbonila (aldeido) RHC=0 n- Tt 293
T — T* 190
Carboxila RCOOH n—- m* 204
Amida RC=ONH; o 208
n- 210
Etileno RCH=CHR > T 193
Acetileno RC=CR ™ - * 173
Nitro RNO, n- t* 271

Fonte: adaptado de Settle (1997) *® e de Pavia, Lanpman e Kriz (2001) 1"\,

Quando a radiacdo eletromagnética na regido do UV-Visivel passa
através de uma amostra sua quantidade absorvida € a diferenca entre a
radiagdo incidente (l,) e a radiacdo transmitida (l), sendo expressa como
fransmitancia ou como absorbdncia (o termo correto € absorvancia). A
transmitancia usualmente € dada em termos de fragdo da unidade (1) ou como

uma porcentagem, e € definida como:

T=1/1 (8)

Ou

% T=1/1l,x100 9)
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Correlaciona-se logaritmicamente a absor¢do molecular a transmitancia

para a operacionalidade analitica do fenémeno:

A=-logT (10)

Para a maioria das aplicacées analiticas sdo utilizados os valores de
absorbancia, desde que haja uma relacdo linear entre a absorbancia e a

concentracdo molar, conforme estabelecido pela Equacéo de Lambert-Beer.

A = ebc (11)

Onde A é a absorbancia (adimensional), € € a constante de absortividade molar
(ecm™ L mol™), b é o caminho éptico percorrido pela radiacéo incidida (cm) e ¢ é
a concentracdo molar da espécie absorvedora ou croméfora (mol L™).

A utilizacao da Espectroscopia de Absorcdo na Regidao do UV-Visivel para
os estudos dos AH se d4, dentre outros, para a determinacao da razdo E4/Es,
que € a razao dos valores de absorgcédo a 465 nm e a 665 nm, e no estudo de
interagdo com xenobiéticos sollveis em meio aquoso !, com a absorcéo da
radiacdo na regidao do UV se devendo a elétrons de grupamentos aromaticos e
carboxilicos, enquanto que a absorcdo na regido do Visivel se deve

principalmente a grupamentos quinona e ceto—enol

. Um exemplo do uso
desta técnica aliada a Polarografia para o estudo da influéncia das SH na
degradacgao de pesticidas € o caso do p-nitrofenol, que é o principal produto da

hidrélise do pesticida organoclorado metilparation, de grande uso na agricultura

mundial . O estudo da interagéo entre o pesticida atrazina e as SH também é
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um importante exemplo de aplicagdo aliada as outras técnicas

espectroscopicas, como Absorcdo no Infravermelho Médio e RMN B4,

2.3.2 Espectroscopia de Fluorescéncia na Regiao do Ultravioleta-Visivel

Compostos fluorescentes apresentam espectros eletrénicos que sao
caracterizados pela energia de transicdo entre o estado nao excitado
(fundamental) e o estado excitado da molécula. A transicdo entre o estado
fundamental para o estado excitado corresponde ao espectro de absorgcéo
(anteriormente discutido para a Absor¢cdao no UV-Visivel) e a transicdo na
direcdo oposta corresponde ao espectro de emissdo ou de luminescéncia &
86].

Quando ocorre a absorcao de energia e, caso nao seja suficiente para
ionizar ou dissociar a molécula, esta permanecera no estado excitado e para
retornar ao estado fundamental a energia absorvida deve ser dissipada. Isto
normalmente ocorre por decaimentos ndo radioativos em que o excesso de
energia é transferido na forma de vibracées, rotagdes e translagdes "6\ Porém,
quando a dissipagao de energia pela molécula se da pela emissdo de fétons
tem-se um decaimento radioativo que € a fotoluminescéncia.

No estado fundamental os elétrons ocupam o mesmo orbital molecular,
porém com spins antiparalelos, com o spin resultante (S) sendo zero, enquanto
que o nivel de multiplicidade, definido em moédulo como 12S+1l, € igual a
unidade, com este estado de energia sendo conhecido como estado singleto
(S). Se a transicao para o estado excitado € acompanhada pelo inverso do spin

de um dos elétrons, o spin total sera unitario e a multiplicidade sera trés
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(estado tripleto, T). Se a absorcao da radiagdao nao trouxer nenhuma mudancga
na multiplicidade de estados, o estado excitado correspondente sera o estado
singleto S;. No caso do primeiro estado eletrénico excitado possuir a mesma
multiplicidade de spin do estado eletrénico fundamental, a emissao sera
denominada Fluorescéncia, e no caso de diferentes multiplicidades a emissao
sera denominada Fosforescéncia.

A transicdo singleto-singleto (Sp — S;) associada com a absor¢do da
radiacdo pode resultar em uma transferéncia de valéncia de elétrons © da
molécula para o orbital m* (Sp— Sz ou da transferéncia de elétrons do orbital
n de um heterodtomo para um orbital n* (Sp — Sp.»9, coOmo para o caso de
moléculas contendo C=C, N=N, C=N e NO..

Em uma molécula pode haver tanto uma transi¢cdo de um estado excitado
S; para o estado fundamental Sy, com a emissao de radiagédo, quanto de um
estado excitado T; para o mesmo estado fundamental Sy, por meio de
cruzamento intersistema ou intersystem crossing (transigcdo entre estados de
diferentes multiplicidades). Desde que o tempo de vida de uma molécula
excitada no estado T; seja muito maior que no estado Sy, a probabilidade de
perda de energia nao-radioativa (conversao energética interna) é muito maior
no estado T;. O tempo de vida da emissao fluorescente (S;— Sy) é de 10° s
enquanto que da emissao fosforecente (Ty— Sp) € de 107 a 107° s.

A Figura 11 mostra que a energia de emissao é, via-de-regra, menor que

a de absorgao, processo este conhecido como Deslocamento de Stokes 7.
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Figura 11. Niveis de energia eletrdnicos e vibracionais em uma molécula poliatbmica e os
caminhos das transigbes eletrénicas radioativas (absorgao, fluorescéncia e fosforecéncia) e
nao-radioativas (conversao interna de energia e intersystem crossing). Fonte: traduzido de

Krasovitskii € Bolotin (1987) ¢,

A Espectroscopia de Fluorescéncia na Regidao do UV-Visivel é uma
técnica largamente utilizada no estudo das SH, e em particular dos AH, ja que
estes apresentam uma forte caracteristica de emissao da radiagdo UV-Visivel
em fungcdo da ocorréncia de grande numero de sistemas aromaticos
conjugados em sua estrutura molecular %89, Ela também tem sido empregada
para a determinacao de tetraciclinas em aguas superficiais *”, pois a ligagéo 1
dos anéis conjugados da estrutura molecular funciona como doadora de
elétrons o que favorece o fendmeno de emissdo de radiagdo °') similar ao
caso dos AH. Carvalho et al. (2004) investigaram com o seu uso reacdes de
interacdo entre SH aquaticas tropicais com cloretos e a formagcdo de

trihalometanos ®?, enquanto que Plaza et al. (2006) demonstraram que a
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ligacdo de ions metalicos como Cu?*, Zn?*, Cd®*, ou Pb®* com AH causa
modificagdes significantes no sinal de fluorescéncia, de acordo com a origem
do AH e do ion metélico, o que descreve diferentes forcas de ligacao AH-metal

e mudancas conformacionais nos AH decorrentes do processo de complexacao

(93]

2.3.3 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho Médio com

Transformada de Fourier

A radiacao infravermelha corresponde aproximadamente ao comprimento
de onda do espectro eletromagnético situado entre as regides do Visivel e das
Microondas. A regido do Infravermelho Médio estd compreendida entre os
valores de freqiiéncia de 4.000 a 400 cm™.

Alguns aspectos importantes a serem considerados nesta técnica 1°¥:

Uma molécula simples pode apresentar um espectro complexo;

e Deve-se ter em maos um espectro-padrdo para a correta interpretacéo;

e Uma correlagdo pico a pico é uma excelente evidéncia para a
determinacao da identidade de amostras;

e E muito pouco provavel que duas substancias que ndo sejam

enantibmeras apresentem o0 mesmo espectro de absor¢cdo no

Infravermelho.

A radiacdo infravermelha média converte-se, quando absorvida, em

energia de vibragdo molecular, com o processo sendo quantizado, gerando um
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espectro vibracional que é composto por uma série de bandas, ja& que cada
mudancga de nivel de energia vibracional corresponde a vérias mudancgas de
niveis de energia rotacional (linhas), com estas ultimas sendo sobrepostas; sao
estas bandas de vibracdo-rotacao caracteristicas de observacao desta técnica.
A freqiéncia ou o comprimento de onda de uma absorcdo depende das
massas relativas dos atomos, das constantes de forca das ligagcdes e da
geometria dos atomos 4.

As intensidades das bandas de absorgcdo sdo expressas como
transmitancia (Equagéao 9) ou absorcao (Equacao 11). Convencionou-se utilizar
0S seguintes termos semiquantitativos para a interpretacdo dos espectros de
acordo com a intensidade das bandas: forte (F), médio(m) e fraco (f).

As vibrag6es moleculares podem ser classificadas em deformacgées axiais
(v) e deformacées angulares (6). Uma deformagdo axial € um movimento
ritmico ao longo do eixo da ligacdo que faz com que a distancia interatébmica
aumente e diminua alternadamente, enquanto que a deformacdo angular
corresponde a variagdes ritmadas de ligagcdes que tém um atomo em comum
ou o movimento de um grupo de atomos em relagdo ao restante da molécula
sem que as posicdes relativas dos atomos se alterem.

A Tabela 4 apresenta regides de absor¢ao caracteristicas para os tipos de

ligacao mais comuns em AH.
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Tabela 4. Atribuicao de bandas caracteristicas de deformacdes e estiramentos vibracionais dos

AH.
Posicdo da Banda (cm™) Atribuicao
3.500 —3.000 Estiramento intramolecular de O-H e N-H
2.940-2.900 Estiramento assimétrico de C-H alifatico
1.725-1.720 Estiramento de C=0O em COOH e cetonas
1.660 — 1.630 Estiramento de grupos amida (banda | da

amida) e quinona
Estiramento C=0 de cetonas conjugadas com
ligagao de hidrogénio
Estiramento de

COO

1.620 — 1.600 Estiramento de C=C aromatico

Estiramento de COO"

1.590 - 1.517 Estiramento simétrico de COO" e deformacéao

de N-H + estiramento de C=N (banda Il da

amida)
1.460 — 1.450 Estiramento de C-H alifatico
1.400 - 1.390 Deformacao de O-H e estiramento C-O de

OH fendlico, deformacao de C-H em CH, e

CHs; e estiramento assimétrico de COO

1.280 - 1.200 Estiramento de C-O e deformacao de O-H em
COOH, estiramento de C-O em éteres de

arila

1.170 - 950 Estiramento de C-O em polissacarideos ou

substancias polissacaridicas

Fonte: adaptado de Stevenson (1994) M.

Fenémenos intermoleculares e intramoleculares que podem influenciar a

absorcdo se dao devido as interacdes por acoplamento e ligacbes de
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hidrogénio. No primeiro caso, que € um acoplamento mecanico intramolecular
de osciladores, tem-se a formagdo de duas vibragdes fundamentais de
deformagédo: o modo simétrico e 0 modo assimétrico, onde o modo simétrico
ndao produz alteragdo no momento dipolo da molécula (u) sendo inativo,
enquanto que o modo assimétrico produz alteragdo em p, sendo observado no
Infravermelho Médio; as bandas caracteristicas de grupamentos quimicos Uteis
para a identificacdo da estrutura molecular envolvem, freqlientemente, as
vibragdes acopladas, tanto as deformagdes angulares quanto as axiais. Ja para
o caso das ligagcées de hidrogénio, é necessario ressaltar que este tipo de
ligagéo ocorre em qualquer sistema que contenha um grupo doador de proétons
(A-H) e um grupo aceptor de prétons (B), desde que ocorra interacao efetiva
entre o orbital s do hidrogénio e orbitais p ou ™ do grupo aceptor. Os d&tomos A
e B devem ser eletronegativos e B deve possui pelo menos um par de elétrons
livres. Exemplos de doadores: COOH, OH, R-NH> e CONH,; exemplos de
aceptores: O, N e X; em grupos insaturados C=C pode atuar como aceptor de
protons. A ligagdo € mais forte quando o grupo doador de prétons e o eixo do
par de elétrons livre estdo em uma mesma linha, com a forga de ligagdo sendo
inversamente proporcional a distancia entre A e B. Do ponto de vista molecular,
a ligacao de hidrogénio altera a constante de forca de ambos os grupos nela
envolvidos, e assim, alteram-se as freqiéncias de deformacao axial e angular.
As bandas de deformacéo axial de A-H deslocam-se para menores freqtiéncias
(maiores comprimentos de onda), seguido de aumento de intensidade e
alargamento de banda; a freqiéncia da deformagao axial do aceptor também

diminui, porém o deslocamento é menos pronunciado. A vibragcdo de
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deformacgéo angular de A-H usualmente desloca-se para menores frequéncias,
porém, o deslocamento € menor do que o das deformagdes axiais.

As ligagbes de hidrogénio intermoleculares envolvem a associagdo de
duas ou mais moléculas do mesmo composto ou de compostos diferentes, com
a formacéao da ligacao podendo produzir dimeros (ex.: acidos carboxilicos) ou
polimeros, como em solugbes puras ou concentradas de alcodis mono-
hidroxilicos. Por outro lado, formam-se ligacdes intramoleculares toda vez que
o doador e 0 aceptor estdo na mesma molécula e em uma relacao espacial tal
que permita a superposicdo de orbitais, como no caso de anéis de cinco ou
seis atomos, com a formagéo da ligagdo dependendo da temperatura; bandas
intramoleculares tendem a desaparecer com a diminuicdo da concentracao
molecular abaixo de 0,01 mol L.

Um aspecto importante da ligacao de hidrogénio envolve a interacao entre
grupos funcionais do solvente e do soluto, fazendo-se necessario especificar o
soluto utilizado.

Esta técnica espectroscopica tem sido comumente utilizada no estudo da
interacao da MO do solo com xenobibticos como agrotoxicos e antibibticos,
fornecendo resultados confiaveis a respeito dos mecanismos de interagao

envolvidos 5% 95 %l

. Ferreira et al. (2002) utilizaram a técnica aliada a RPE no
estudo da interacdo entre o herbicida imazaquin e AH extraido de oxisol
brasileiro, definindo como mecanismos de interagdo a interagdo hidrofébica
(majoritariamente), a atragdo eletrostatica, transferéncia de prétons e troca

catiénica, resultando em uma sorgéo de fraca intensidade 7).
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2.3.4 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho Proximo

A regidao do espectro eletromagnético correspondente ao Infravermelho
Préximo esta compreendida entre 13.000 a 4.000 cm™, ou de 780 a 2.500 nm.
As bandas observadas nesta regido ocorrem em frequiéncias aproximadamente
duas ou trés vezes maiores que as de uma transicdo fundamental, que é
aquela tipica do Infravermelho Médio, sendo esse tipo de transicdo conhecida
como sobretom (overtone). A maioria dos sinais do tipo sobretom ocorre com
intensidades cerca de 10 a 1.000 vezes menores que as observadas para as
transi¢des fundamentais do Infravermelho Médio. Outras bandas que aparecem
nesta regido sado provenientes das bandas de combinag¢des, que ocorrem
quando um féton excita simultaneamente dois estados vibracionais diferentes.
A freqliéncia da banda de combinacao é aproximadamente igual a soma ou a
diferenga entre as duas frequéncias das bandas fundamentais que interagem

para a sua formacao [°.

As bandas de absorcdo de sobretons ocorrem principalmente entre
12.800 e 5.500 cm™ e bandas de combinagdo entre 5.500 e 4.000 cm™.
Portanto, as bandas observadas no Infravermelho Préximo séo,
majoritariamente, devidas a esses dois fenébmenos, sendo estas absor¢des
correspondentes a sobretons e bandas de combinacdo de estiramentos e
deformagdes angulares de transigcbes fundamentais de ligagbes A-H, onde A
pode ser diferentes elementos quimicos ou grupos funcionais, como, por
exemplo, O, N, C e grupos aromaticos. Outros grupos funcionais importantes
incluem estiramentos C-O e grupos C=0, estiramentos de ligagcdes C-N,

estiramentos de ligacdes C-C, dentre outras. Algumas vezes, absorcdes que
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ocorrem nesta regido sdo capazes de caracterizar e identificar compostos,
como no caso da caracterizagdo de aminas primarias, secundarias e terciarias.
Contudo, uma atribuicdo precisa de bandas na regido do Infravermelho
Proximo é dificil devido ao fato que uma simples banda pode ser atribuida a
uma somatéria de sobretons e bandas de combinacéo, todas invariavelmente

sobrepostas °8.

Apesar da Regido do Infravermelho Préximo ser menos utilizada do que a
do Infravermelho Médio para estudos de interagao entre as SH e xenobidticos,
atualmente tem havido grande interesse na utilizagdo desta técnica como
complemento da segunda, somando-se a possibilidade de realizagdo de
andlises estatisticas multivariadas de componentes % % além de ser uma
técnica ja utilizada pela industria farmaco-quimica para controle de qualidade
de medicamentos como a OTC [0 - 103,

Uma vantagem desta técnica sobre a do Infravermelho Médio é de
necessitar de preparo minimo, ou em alguns casos, de nenhum preparo da
amostra %!, otimizando tempo e custo.

No uso da técnica para fins ambientais é importante destacar sua
aplicagédo na medida de sequestro de C em solos e na avaliacao do solo no

fluxo de C [104 1081,

2.3.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) & também
uma técnica de espectroscopia de absorcao onde, sob condicbes apropriadas

em um campo magnético, uma amostra pode absorver radiacao
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eletromagnética na regido de radiofreqiéncia em uma freqiéncia determinada
pelas suas caracteristicas estruturais, com a absor¢do sendo fung¢ao de certos
nicleos constituintes da molécula ®. Um espectro de RMN é um registro
grafico das freqtiéncias dos picos de absor¢ao contra suas intensidades.

Como todos os nucleos possuem carga, em alguns casos, esta carga gira
em torno do eixo nuclear, gerando um dipolo magnético ao longo do eixo. O
momento angular da carga em movimento pode ser descrito em termos do
namero ou momento de spin I, que pode assumir os valores 0, 1/2, 1, 3/2, etc.
(I = 0 corresponde a um nucleo que ndo gira em torno de seu eixo). A
magnitude do dipolo gerado é expressa em termos do momento magnético
nuclear, p.

Pode-se obter facilmente o espectro de varios nucleos que possuem | de
1/2, como: 'H, 3H, 3C, "N, '°F e ®'P e, portanto, uma distribuicdo de carga
esférica e uniforme. Dentre estes, os mais amplamente divulgados em RMN
sdo 'H e '*C, tanto no estado liquido quanto no estado sélido.

Os nucleos com | = 1 possuem distribuicdo de carga nao-esférica, com
esta assimetria sendo descrita por um momento elétrico de quadrupolo, o que
afeta o tempo de relaxagcdo e, conseqientemente, a largura do sinal e o
acoplamento com os nucleos vizinhos. Em termos de mecanica quantica, |
determina o numero de orientacdes diferentes que um nucleo pode assumir
quando colocado em um campo magnético uniforme de acordo com a equacao
2l +1.

Na Figura 12 estdo representados dois niveis de energia com um
pequeno excesso de populacdo dos hidrogénios no estado de energia mais

baixo (Nq > Ng), de acordo com a Distribuicdo de Boltzmann. Os estados sao
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identificados como a ou 3 ou como +1/2 ou — 1/2. A variagao de energia € dada

por:

AE = hy / 2nBo (12)

Onde h é a constante de Planck, e AE é proporcional a By, ja que h, y e T séo

constantes e By € a intensidade do campo magnético.

Spin = - ¥, B (Ng)

1=1/2

YV Spin = + Y2, a (Ny)

Bo
—_—

Figura 12. Dois niveis de energia de um nlacleo em um campo magnético de magnitude By. N é

a populagao de nucleos, a diregdo do campo magnética é para cima, paralelo a ordenada, e By

aumenta para a direita. Fonte: adaptado de Silverstein e Webster (2000) (4],

Estabelecidos os dois niveis de energia para o nucleo de interesse, pode-se
introduzir a energia na forma de radiofreqiéncia (vi), de modo a induzir a
transicao entre estes niveis de energia em um campo magnético estacionario
de intensidade By. A equacdo fundamental da RMN, que correlaciona a

radiofreqiiéncia aplicada com a intensidade do campo magnético é dado por:

vi=hy /2nB, (13)
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Uma vez que:

AE = hy (14)

A radiofrequéncia v4 € da ordem de MHz. Citando-se como exemplo o
caso de 'H, necessita-se de uma freqiiéncia de 100 MHz em um campo
magnético By igual a 2,35 Tesla (T); nesta razao, diz-se que o sistema estd em
ressondncia, e a energia é absorvida pelo 'H, que passa para um estado
energético mais elevado, dai resultando o espectro de absorgdo. A constante
giromagnética y é uma constante nuclear fundamental, por ser uma constante

de proporcionalidade entre 0 momento magnético u e o numero de spin I:

y=2nu/ hi (14)

A radiofrequéncia pode ser introduzida por uma varredura de onda
continua ou por um pulso de radiofreqliéncia.

Apenas um sinal deveria ser obtido com a interacdo da energia de
radiofreqiiéncia e 0 campo magnético intenso com os nucleos, de acordo com
a Equagéao 9. No entanto, ndo é isto o que se da. Os nucleos atdmicos em uma
molécula (ex.: 'H e ®C) sdo blindados pelas nuvens eletronicas que os cercam,
cuja densidade varia com o ambiente quimico, sendo o a constante de
blindagem, também conhecida como deslocamento quimico em ppm (partes
por milhdo). Esta variagdo da origem a absorcdo em posi¢coes diferentes,
usualmente dentro de uma regido de 1.000 Hz em um campo magnético

correspondente a 60 MHz, ou cerca de 8.000 Hz em um campo magnético

51



correspondente a 300 MHz. Quanto maior a blindagem, menor o deslocamento
quimico, tendo-se um composto quimico de referéncia para o qual o
deslocamento € zero, geralmente o tetrametil-silano (TMS).

A técnica de RMN é uma das técnicas analiticas instrumentais
convencionalmente utilizadas para a caracterizagdo de AH ", no modo de
Polarizacdo Cruzada com Amplitude Variavel do '*C no estado sélido. Pode-se
citar seu uso para a caracterizacdo de AH naturais e sintéticos, modificados e
nao-modificados ['°®! e na avaliagdo do efeito do processo de humificacéo sob a
estrutura molecular dos AH, confrontando-se AH extraido de solo com histérico
de cultivo com AH originario de compostagem de residuos alimentares e

vegetais [,

2.3.6 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica

Nesta técnica espectroscopica a amostra de interesse € submetida a um
campo magnético aplicado para que os elétrons desemparelhados percam a
degenerescéncia de spin e o0s niveis eletrbnicos de Zeeman sejam
estabelecidos (Figura 13), sendo utilizada para a observacdo de espécies
paramagnéticas, como radicais livres organicos e metais de transigao '°®. No
caso dos AH a espécie quimica de interesse € o radical tipo semiquinona, o
qual é detectado em um valor de campo magnético em torno de 3.400 G da
banda-X da radiacdo eletromagnética a aproximadamente 9 GHz %9,
Seguindo-se estas condicdes descritas, é possivel determinar os seguintes

parametros quantitativos: a) valor do Fator-g isotrépico, b) largura de linha (AG)

e ¢) concentracdo de radicais da amostra (spins g '), os quais podem fornecer
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informagdes a respeito do ambiente quimico ao qual o radical tipo semiquinona
se encontra ligado, bem como sobre a presenga de mecanismo de interagao
por transferéncia de elétrons decorrente de aumento na concentracdo de
radicais ['"%.

A deteccdo de uma absorcdo de RPE requer que a espécie
paramagnética interaja com um campo eletromagnético. Quando a amostra
esta em ressonancia, a energia é trocada entre o campo eletromagnético e o
sistema de spin tal que as transigdes sao induzidas para cima e para baixo com
igual probabilidade. Assim, a absorcdo de energia requer uma diferenca de
populacao para os dois niveis nos quais as transi¢coes estdo sendo induzidas,
com os elétrons sendo distribuidos entre os dois niveis de energia de acordo
com a Distribuigdo de Boltzmann. Se existem N* elétrons no nivel superior com

energia E* e N elétrons no nivel inferior com energia E’, entdo:

N*/N- = e—[(E+ - E-)/kT] (16)

Somente uma pequena fracdo dos elétrons contribui para a absorg¢édo, o que

requer um aparato sofisticado para a detecgao do sinal """,

Ea
Mg+ 1/2
tl «—hv=gBH
M-1/2
0 » H(Gauss)

Figura 13. Representacéo esquematica do Efeito Zeeman.
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A condicdo de ressonancia definida a partir do Efeito Zeeman, a qual
devera ser satisfeita para a geracdo do espectro por meio da ocorréncia de

transicdes dipolo magnéticas, é:

AE = hv=gBHo (17)

Onde g € a constante giromagnética de Landé, B é o magnéton de Bohr e Hp €
o campo magnético externo aplicado. As Figuras 14 e 15 apresentam a

geracgao dos espectros de absorgao.

Ea

+1/2
AE=hv=gpH
| -1/2
0 1 » H(Gauss)
4 |
/\ Absorcao
» H(Gauss)
A
g
/\//" 1® Derivada
» H(Gauss)

Figura 14. Geragao e obtencéo do espectro de RPE.

Comumente o elétron encontra-se sujeito a interacbes em nivel atémico,
ibnico ou molecular, tais como: interagdo spin-orbita, interagdo hiperfina,
interagdo superhiperfina, interagdo fina e outras. A interagdo spin-orbita € a
responsavel pela alteragdo nos valores de g do elétron livre e depende do

orbital onde o elétron desemparelhado se encontra; esta interagéo é de grande
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importancia, pois permite inferir sobre o ambiente quimico no qual a espécie
paramagnética encontra-se. A interagdo hiperfina ocorre quando elétrons
desemparelhados interagem com o spin nuclear de seu préprio nucleo e a
interagdo super-hiperfina ocorre quando elétrons desemparelhados interagem
com o spin nuclear de nucleos vizinhos; tanto a hiperfina quanto a super-
hiperfina se devem ao acoplamento dos momentos magnéticos dos elétrons via
contato de Fermi, 0 que se da quando os elétrons tém probabilidade finita de

densidade de seus nucleos "2,

Ea
m=+1/2

m= - 1/2}m5= +1/2

hv=gpH+Am,

‘m,:+1/2}m5=_1/2
» H(Gauss)

o
[

Figura 15. Geragao de espectro decorrente de interagéo hiperfina, onde A* é a constante de

desdobramento hiperfino e m; é o spin nuclear.

O termo g na Equacao 17 é uma constante universal e caracteristica do
elétron (ge= 2,00232), considerando que o campo Hy € o campo magnético
sobre o elétron. A aplicacdo de um campo magnético externo, contudo, pode
gerar um campo magnético interno na amostra o qual pode adicionar ou
subtrair energia do campo externo. Quaisquer possiveis campos magnéticos
locais serdo levados em conta permitindo que o Fator-g possa variar:
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ge= hv / BHo (18)

O Fator-g pode, assim, ser considerado como uma quantidade caracteristica da
molécula onde os elétrons desemparelhados estao localizados. Na Tabela 5
sdo apresentados exemplos de valores do Fator-g de alguns centros

paramagnéticos.

Tabela 5. Valores do Fator-g para exemplos de centros paramagnéticos.

Espécie quimica paramagnética Intervalo do Fator-g
Radicais nitréxidos 2,005 - 2,006
Radicais peroxil 2,01- 2,01
Benzo - semiquinonas 2,004 - 2,005
Complexos de Cu(ll) 20-24
Complexos de Fe(lll), S =1/2 1,4-31
Complexos de Fe(lll), S = 5/2 2,0-9,7

Fonte: Knowles (1976) """l

O método quantitativo de andlise de RPE é uma ferramenta que pode ser
aplicada na caracterizagdo de AH extraidos de processo de compostagem,
solo, turfa e fragdes leves de carvao mineral por meio da determinacao da
concentragédo do radical semiquinona estavel e do radical transiente (de vida
curta) e de valores do Fator-g '"®, bem como para a avaliagao do efeito do pH
do meio, permitindo atribuir a estabilidade do radical estavel a formacao de
semiquinonas protonadas e a presenga de radicais transientes a formacao de
semiquinona desprotonada "%,

A estabilizacdo do radical tipo semiquinona presente nas SH e

responsavel pelo sinal de RPE do AH esté apresentada na Figura 16.
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OH
[R] _[RI_
[0] [l
o) OH OH
quinona semiquinona hidroquinona

Figura 16. Esquema de estabilizagdo do radical livre do tipo semiquinona (estrutura do meio)

[115]
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do Estudo foram os seguintes:

a) Caracterizar com o uso de técnicas espectroscopicas (RPE,
Infravermelho Médio, RMN) e Analise Elementar duas amostras de AH
extraidos de solos brasileiros submetidos a situagdes de manejo
distintas;

b) Verificar a sor¢do entre a OTC e solos brasileiros de diferentes valores
percentuais de MO com o uso da CLAE e a construgédo de Isotermas
de Sorcao para quantificagdo da capacidade de sor¢ao;

c) Verificar a sorcado entre AH provenientes de solos brasileiros com a
OTC em diferentes valores de pH com o uso da CLAE e a construcao
de Isotermas de Sorcao para quantificacao da capacidade de sorcao;

d) Observar os possiveis mecanismos fisico-quimicos em nivel molecular
envolvidos no processo de interacdo em diferentes valores de pH, por
diferentes técnicas espectroscépicas como Espectroscopias de
Absorcao e Fluorescéncia na Regidao do UV-Visivel e Espectroscopias
de Absorcao na Regido do Infravermelho Proximo e Médio;

e) Obter informagdes que possam auxiliar na compreenséo do transporte
do antibidtico no solo brasileiro;

f) Contribuir com o aporte de dados para avaliagdo do risco quimico
ambiental relacionado ao uso em grande escala de produtos quimicos

para fins veterinarios.
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Estes objetivos estao fundamentados no fato de nao existirem estudos no
Brasil a respeito da interagdo entre antibidticos tetraciclinicos agropecuérios

com constituintes da MO do solo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacoes Preliminares

Foram caracterizadas duas amostras de solo e duas amostras de AH,

com todos os quatro solos coletados no Estado de Sao Paulo.

4.1.1 Caracterizacao dos Solos

Foram caracterizados os solos M1 (Mata, latossolo vermelho-amarelo
distréfico — 21°40°4” S e 47°50'33” O) ['"® ¢ T1 (Turfa, organossolo — 21°33'20”
S, 47°55°08” 0), os quais foram coletados em profundidade superficial (0 — 15
cm) e posteriormente utilizados em experimento de sorcao solo-OTC. A Tabela
6 descreve o0s parametros fisico-quimicos e fisicos utilizados nesta
caracterizacdo, conforme procedimentos de rotina de andlise de solos da
EMBRAPA.

As amostras de solo foram secas a temperatura ambiente durante 7 dias.
Ap6s este periodo, as amostras foram homogeneizadas em peneira
granulométrica de 2 mm e encaminhadas ao Laboratorio de Analise de Solos

do Centro de Pesquisa da Pecuaria Sudeste (CPPSE) da EMBRAPA.
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Tabela 6. Pardmetros analiticos de caracterizagéo dos solos e sua utilizagao para a

interpretacao dos dados de sorgao solo-OTC. Definicao dos pardmetros adaptada de

EMBRAPA (1997) [''""' ¢ EMBRAPA (1998) '8,

Parametro Analitico

Finalidade de Uso

Técnica*

pH em CaCl,

Averiguar a influéncia da
protonagao/desprotonagao para a

interacao

Potenciometria direta

A|J+

Determinar a disponibilidade de
cation metdlico trivalente para

ligagao

Espectroscopia de

Absorgcao Atdbmica

H* + AP

Determinar a disponibilidade de
cation metdlico trivalente e de

préton para ligacao

Titulometria

Ca£+

Determinar a disponibilidade de
cation metalico bivalente para

ligagao

Espectroscopia de

Absorcao Atbmica

Mg£+

Determinar a disponibilidade de
cation metalico bivalente para

ligagéao

Espectroscopia de

Absorcao Atdbmica

K+

Determinar a disponibilidade de

cation metalico monovalente para

Espectroscopia de

Absorgcao Atdbmica

ligagéo
Saturagao de Bases Determinar a porcentagem de sitios Titulometria
de troca catidnica do solo ocupados
por bases
Soma de Bases Determinar a disponibilidade total de Titulometria

sitios negativos para ligacao, os
quais estejam ocupados por metais
alcalino e alcalino-terrosos (ex.: Na“,

K+, C8.2+, M92+)
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Continuagdo da Tabela 6.

MO Determinar a presenca da origem Gravimetria
do AH para interagao e a influéncia

da mesma nesta interagéao

CTC (total) Determinar a quantidade maxima Coluna de Troca
de cargas negativas a serem Catibnica

liberadas em pH 7

Granulometria (areia, silte e Classificar a composicao Peneiramento
argila) inorganica do solo em termos do

tamanho das particulas

*EMBRAPA (1999) '™,

4.1.2 Caracterizacio dos Acidos Hamicos de Solos

As amostras de solo utilizadas para a extracdo dos AH estdo
apresentadas na Tabela 7.

As amostras tiveram origem em duas situacées de manejos distintos:
auséncia de cultivo (CAP) e plantio direto durante 20 anos (PD). Tais amostras
eram originarias de solos podzoélicos vermelhos e foram preparadas com a
mistura das subamostras de seus pontos individuas de menor profundidade,
seguido de secagem em temperatura ambiente por 15 dias e homogeneizacao
em peneira granulométrica de 2 mm.

Os AH foram extraidos conforme o procedimento sugerido pela
Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS, International Humic

Science Society) a partir de Swift (1996) 2%,
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Tabela 7. Identificagdo e classificagdo das amostras de solo utilizadas para a extragao dos AH.

Amostras Localizacao Manejo Profundidade (cm) Densidade
(g cm?)

CAP 50,59°01'74” S, Capoeira 0-5 0,82
(P1) 22,79°72'06” O (mata sem

cultivo)
CAP 50,59°01'82" S, Capoeira 0-5 0,77
(P2) 22,79°72'55” O (mata sem

cultivo)
CAP 50,59°13'28” S, Capoeira 0-5 0,86
(P3) 22,79°74'33" O (mata sem

cultivo)
PD 50,59°18'33" S, Plantio direto 0-5 0,97
(P1) 22,79°79'24" O 20 anos
PD 50,59°17'58” S, Plantio direto 0-5 0,95
(P2) 22,79°07'46” O 20 anos
PD 50,59°16'27” S, | Plantio direto 0-5 0,98
(P3) 22,79°73'74” O 20 anos

A Figura 17 apresenta o fluxograma do processo de extracdo dos AH

empregado.
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Solo

Secagem e homogeneizagdo (2 mm)
Ajuste do pH entre 1 a2 com HCI 1 mol L’
Extragdo com NaOH 0,7 mol L' sob
agitagdo por 12 h

A 4

< Centrifugacao

Sobrenadante

Y

Acidificagdo com solugéo de HCI 6 mol L' (pH 1).
12 h de descanso

4 \ 4
Precipitado Fracédo
(descarte) insolavel

Adigdo de KOH 0,1 mol L até resolubilizagéo e KCI até
[K']~ 0,3 mol L
\ 4

< Centrifugacao >

A 4

Precipitado
(descarte)

v
Sobrenadante

Acidificagédo com solugéo de HCI 6 mol L' (pH 1)
12 h de repouso
\ 4

< Centrifugacao >

A 4

v
Precipitado

Sobrenadante
(descarte)

Acidificacdo com HCI 0,1 mol L7+
HF 0,3 mol L

12 h de agitacao

v

Precipitado

Membrana de 6.000 a 8.000 Da
7 dias

\ 4
“ Liofilizacao
72h

Figura 17. Fluxograma detalhado do procedimento de extragao

utilizado para obtencao dos AH de solos (Swift, 1996) ['%°),
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Foi utilizado acido fluoridrico (NUCLEAR) para solubilizar silicatos
metdlicos, de forma a reduzir o teor de sais inorganicos presentes.
Para a caracterizacdo dos AH extraidos foram utilizadas as técnicas

instrumentais descritas nos itens a seguir, conforme Stevenson (1994) ['].

4.1.2.1 Analise Elementar e Teor de Cinzas

A determinagdo da porcentagem de C, N, H e S se deu por Analise
Elementar (aparelho CHNS-O Eauger 200, marca CE-INSTRUMENTS), com
estas analises sendo realizadas na Central de Analises Quimicas (CAQIl) do
IQSC/USP.

A determinacdo do teor de cinzas se deu por tratamento térmico e
diferenca de massas, onde 10 mg de massa foram transferidos para cadinho
de platina e aquecidos durante 4 h em mufla (modelo EDGCON3P, marca
EDG) com rampa de 10 °C min™ até atingir 600 °C, seguido de resfriamento até
atingir a temperatura ambiente e pesagem, com o teor sendo determinado pela

diferenga entre a massa inicial e a massa final.

4.1.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear do *C no
Estado Sélido com Polarizacao Cruzada e Amplitude Variavel em Torno

do Angulo Méagico

Utilizou-se um espectrometro Unity Inova 400 MHz, marca VARIAN, para
a caracterizagao dos carbonos em fungdo de seu ambiente quimico, operando

em freqliéncia de ressonancia de 100,58 MHz, banda espectral da Polarizacao
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Cruzada de 50 kHz, tempo de contato de 1 ms, tempo de repeticdo de 500 ms,
tempo de aquisi¢cado de 0,0128 ms, varredura de 0 — 230 ppm, com as amostras
analisadas em rotores de zirconia de 5 mm, com Angulo Méagico de 6,4 kHz e

rampa do canal de 1H de 110 — 60 % (em kHz), conforme Novotny (2002) "2,

4.1.2.3 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho com

Transformada de Fourier

Utilizou-se um espectrometro modelo SPECTRUM 1000, marca PERKIN
ELMER, para a caracterizagdo dos grupos funcionais, operando em uma
resolugdo de 4 cm™', 32 varreduras e em intervalo de nimero de onda de 4.000
a 400 cm™, com a pastilha manualmente preparada com 1 mg de amostra em
99 mg de brometo de potassio de grau analitico seco (SYNTH), com o dltimo

também sendo utilizado como branco.

4.1.2.4 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica

Utilizou-se um espectrometro modelo EMX marca BRUKER para a
caracterizagdo do radical organico do tipo semiquinona, onde
aproximadamente 15 mg de amostra solida, em duplicata, foram transferidos
para tubos de quartzo de forma a terem ambos o0 mesmo volume preenchido,
sendo logo em seguida inseridos, individualmente, na cavidade retangular do
espectrometro, com cada medida realizada em temperatura ambiente e a 16
varreduras, com um ganho espectral de 1,00 x 10% na banda-X; foram

utilizados como padrdes: KCI/Cr** (strong pitch, padrdo primario para
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quantificacdo de spins, BRUKER), rubi sintético (padrdo secundario para

correcdo de efeitos

indesejaveis da cavidade de ressonancia) e

rubi

sintético/Cr>* (padrao interno para determinacéo do Fator-g, BRUKER).

4.2 Sorcao Solos-Oxitetraciclina

As propriedades fisico-quimicas e estruturais da OTC, na sua forma de

clorohidrato de oxitetraciclina, sdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Propriedades fisico-quimicas e estruturais do clorohidrato de oxitetraciclina.

Numero CAS

2058-46-0

Foérmula molecular empirica

C2oH24N20g.HCI

Massa molecular 496,89 g mol”
Doadores de H para ligacao de hidrogénio | 8

Aceptores de H para ligacao de hidrogénio | 11

Carga formal 0

Unidades de ligacao covalente 2

Area superficial polar 202

Pureza 2 95% (Grau HPLC), SIGMA-ALDRICH
Forma Cristalina
Coloracao Amarela

Solubilidade em agua

0,6-0,8mgmL"

Fonte: adaptado de PUBCHEM "1 e ALDRICH COMPANY "I,

O experimento de sor¢ao solos-OTC foi conduzido em duplicata utilizando
os solos M1 e T1 conforme adaptacdo do procedimento desenvolvido por

Jones et al. (2005) ["**. Como a carga e a especiagdo da OTC e do solo s&o
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dependente do pH, optou-se por um meio tamponante (pH 4,8), préximo a
fracdo massica maxima do zwitterion da OTC e de forma a minimizar possiveis
interferéncias de pH e de cargas eletronicas para a sorcao.

Preparou-se previamente solugdbes de OTC (clorohidrato de
oxitetraciclina, grau HPLC com pureza = 95 %, SIGMA-ALDRICH) nas
seguintes concentragcdes em solucdo-tampao acetato de sédio (SYNTH)/acido
acético (SYNTH) 0,1 mol L' em &gua ultrapura (Milli-Q) e a partir de uma
solugdo-estoque de OTC a 240 mg L™': 120, 60, 30, 20, 10 e 5 mg L™; manteve-
se uma solugdo-controle de 0 mg L. Uma aliquota de 10 mL de cada solucédo
foi transferida para frasco ambar de vidro e logo em seguida adicionou-se
massa de solo para uma concentracédo de 5 g L. As misturas foram agitadas
em mesa rotatéria durante 48 h, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, e
apos este periodo seguiram para a analise cromatografica e os resultados
obtidos foram utilizados na construgdo das Isotermas de Sorgéao.

Para as analises por CLAE foi utilizado um cromatografo liquido de alta
eficiéncia modelo PROSTAR marca VARIAN com detector de UV-Visivel, e
uma coluna de FE reversa do tipo PSDVB (polystirene divinylbenzene) de 15
cm de comprimento, 4,6 mm de didmetro interno e 5 pym de tamanho de
particula, marca PHENOMENEX, com as seguintes condigcbes de operacao

adaptadas de Loke, Tjgrnelund e Halling-Sgrensen (2002) *°!:
e FM isocratica (v/v): 26 % de acetonitrila (J.T. BACKER)/74 % de

solugcdo aquosa de acido trifluoacético (MALLINCKRODT) a 0,05 %

(v/v), com as solugbes liquidas sendo previamente desaeradas em
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banho de ultrassom por 15 minutos para se evitar a presenca de bolhas
de ar no sistema,;

e Temperatura da coluna: 30 °C;

e Fluxo da fase mével: 1 mL min™;

e Comprimento de onda do detector UV-Visivel: 355 nm.

A acetonitrila utilizada era de grau HPLC enquanto que o acido
trifluoracético tinha uma pureza de 99 %.

Construiu-se uma curva de calibracdo externa da OTC para o método
analitico e cujos pontos foram: 5, 10, 20, 30, 60, 120 e 240 mg L. A partir

desta curva foi determinado o Limite de Quantificagéo (LQ) do Método.

4.3 Sorcao Acidos Humicos-Oxitetraciclina

Conforme anteriormente comentado, os AH utilizados para o preparo dos
produtos de interacdo eram originarios de sistemas de manejo distintos, onde o
CAP foi primeiramente escolhido por este ser origindario de um solo sem
histérico de cultivo, devendo representar um cenario sem alteragdo humana, ja
que o uso do solo interfere nas caracteristicas estruturais dos AH "% enquanto
que o do segundo se deu por este ser originario de solo exposto a plantio direto
durante 20 anos, e cujas caracteristicas quimicas diferiram grandemente do
primeiro AH (vide item Resultados e Discussoes).

Para os experimentos de sorcdo AH-OTC todos os reagentes utilizados

eram de grau P.A., excetuando-se a OTC, como clorohidrato de oxitetraciclina
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(SIGMA-ALDRICH), que era de grau HPLC com pureza = 95%, e a nenhum
deles foi aplicada purificag@o prévia.

Denominou-se esta rota de preparacao de ROTA 1, para a qual a relagao
m/v era variavel, em funcao de serem testadas varias concentracées de OTC
para a construcao de Isotermas de Sorcao, indo de 266AH m/v : 10TC m/v até
11,1AH m/v : 10TC m/v, tendo-se como referéncia estudos reportados na
literatura tanto para a interacdo AH-xenobidticos organicos ¥’ quanto para
MO-OTC 9. Assim como para o experimento de sorcdo solos-OTC, na ROTA
1 foram utilizadas as seguintes concentra¢des de OTC a partir de uma solugao-
estoque a 240 mg L™: 120, 60, 30, 20, 10 e 5 mg L™, sendo novamente mantida
uma solugao-controle a 0 mg L. Os produtos de interagdo obtidos também
foram utilizados em medidas espectroscépicas apds congelamento e
liofilizacdo, como podera ser observado no préximo item.

Os experimentos foram conduzidos em duplicata em trés valores distintos
de pH: 3,1, 4,8 € 8,3, ja que estes valores sao préximos aos trés valores de pK,
nos quais as espécies de OTC sdo OTC*, OTC™ e OTC’, respectivamente
(Figura 7), além de abrangerem a presenca do zwitterion (pH 4,8) e 0 meio em
que os AH encontram-se solubilizados (pH 8,3); € importante ressaltar, ainda,
que os pHs 3,1 e 4,8 sdo de importancia ambiental, por se aproximarem dos

valores caracteristicos de pH dos solos tropicais %"

. Assim, esperou-se
evidenciar a influéncia do pH do meio na sor¢do AH-OTC e nos mecanismos
de interagao envolvidos.

Para o ajuste do pH do meio reacional foram utilizadas as seguintes

solugdes eletrélitas preparadas em agua ultrapura (Milli-Q):
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e pH 3,1: 4cido cloridrico (QUEMIS) 1,0 x 10° mol L™;
e pH 4,8: tampao acido acético/acetato de sédio 1,0 x 10" mol L'™;

e pH 8,3: bicarbonato de sédio (SYNTH) 5,0 x 102 mol L™.

As condicbes operacionais do método analitico por CLAE foram as
mesmas utilizadas para as analises da sorcao solos-OTC.
A Figura 18 apresenta a rota de preparo e suas caracteristicas

operacionais.
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oTC

A 4

Solugoes aquosas de OTC
(Ci=0,0052a0,120g L") em
pH3,1a83

AH sélido (Ci=1,33 g
L

Agitacdo magnética ao abrigo da luz
Temperatura ambiente
24 h

Medidas
espectroscopicas
no UV-Vis

Analises por
CLAE >

A 4

Congelamento

A 4

Liofilizacao

72h

Medidas
espectroscopicas
no Infravermelho
Médio e Proximo

Figura 18. Fluxograma detalhado da ROTA 1 de preparo dos produtos de interagdo AH-OTC.

4.4 Averiguagcao dos Mecanismos de Interacdo por Técnicas

Espectroscopicas

Para o preparo dos produtos de interacdo AH-OTC foi utilizada a ROTA 2,
cuja diferenca da ROTA 1 era de que a relacdo m/v manteve-se constante em

30AH m/v : 10TC m/v, baseando-se em experimentos realizados para a
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interacdo de AH com xenobidticos organicos descritos por Martin-Neto, Vieira e
Sposito (1994) '] com uma concentragido de OTC de 20 mg L™ (4,0 x 10° mol
L™). Foram preparados produtos de interagdo em pH 3,1, 5,3, 8,3 e 11,5, com 0
ultimo valor de pH testado de forma a averiguar a influéncia de um meio
fortemente alcalino na interacdo. No entanto, também foram realizadas
medidas nos produtos de interacao obtidos na ROTA 1.

Em ambas as rotas foram preparadas solugdes-controle, ou produtos de
referéncia, de AH e OTC nas mesmas condigdes e concentragdes iniciais
daquelas utilizadas para a interagao.

Para o ajuste do pH do meio reacional foram utilizadas as seguintes

solugdes eletrélitas preparadas em agua ultrapura Milli-Q:

e pH 3,1: 4cido cloridrico 1,0 x 10 mol L™;

e pH (4,8 e 5,3): tampao acido acético/acetato de sédio 1,0 x 10™ mol L
e agua Milli-Q ajustada com 4&cido cloridrico a 1,0 x 10 mol L7,
respectivamente;

e pH 82 e 8,3: hidroxido de sédio (SYNTH) 1,0 x 10°® mol L' e
bicarbonato de sédio 5,0 x 10% mol L™, respectivamente;

e pH 11,5: hidréxido de sédio 2,75 x 10° mol L™.

Em relacdo ao pH préximo a 5, o uso de duas solucdes para o ajuste
deste valor teve como objetivo evitar a precipitacdo do sal do eletrdlito acetato
de sodio apéds a liofilizagdo, o que foi freqientemente notado, para que este

nao pudesse diluir o sinal do analito para medidas espectroscopicas.
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Na Figura 19 é apresentado o fluxograma da rota de preparacéo, além de

comentarios das particularidades operacionais da mesma, com a descricao das

técnicas analiticas utilizadas para acompanhamento (Espectroscopias de

Absorcao e Fluorescéncia na Regiao do UV-Visivel) e caracterizacdo dos

produtos de interacdo e dos controles de AH e OTC (Espectroscopias de

Absorgéo no Infravermelho Médio e Proximo).

oTC

A

Solugoes aquosas de
OTC (Ci=20 mg L") em
pH3,1a 11,5

AH solido (C;i = 600
mg L")

A 4

Agitacdo magnética ao abrigo da luz
Temperatura ambiente
24 h de interacdo

Medidas
espectroscopicas

A

no UV-Vis (absor¢ao
e emissao)

Congelamento

A

Liofilizacdo

72h

Medidas
espectroscopicas de
Infravermelho Médio e
Proximo

Figura 19. Fluxograma detalhado da ROTA 2 de preparo dos produtos de interagdo AH-OTC.
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Nesta etapa foram utilizadas as seguintes técnicas espectroscépicas:

e Espectroscopias de Absorcao e Fluorescéncia na Regido do UV-
Visivel;

e Espectroscopias de Absor¢cado na Regido do Infravermelho Médio com
Transformada de Fourier e na Regido do Infravermelho Préximo.

A Tabela 9 descreve aspectos operacionais relacionados a aplicagdo das

técnicas citadas.

Tabela 9. Aspectos operacionais das técnicas espectroscépicas utilizadas para a determinagao

de mecanismos de interagao.

Mecanismo de Técnica Utilizada Fendémeno Monitorado
Interacao
Ligacao de Infravermelho Médio Deslocamentos, desaparecimentos, formagao e/ou
hidrogénio divisdo de bandas
Infravermelho Proximo Deslocamentos, desaparecimentos, formagao e/ou

divisdo de bandas

Interagao Fluorescéncia no UV- Deslocamentos, desaparecimentos, formagao e/ou
hidrofébica Visivel divisédo de bandas
Infravermelho Médio

Infravermelho Préximo

Transferéncia de Absorgao no UV-Visivel Deslocamentos, desaparecimentos, formagao e/ou

elétrons divisdo de bandas
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4.4.1 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Ultravioleta-Visivel

Esta técnica espectroscopica foi utilizada com dois propdsitos: obter
dados sobre a cinética de interacao AH-OTC e monitorar a formacao dos
produtos de interacdo da ROTA 1 e da ROTA 2.

Na ROTA 1, foram seguidos os procedimentos de amostragem das
aliquotas apresentados nos fluxogramas dos Iltens 3.3 e 3.4, onde eram
retiradas aliquotas das misturas apoés finalizado o periodo de interagdo e
imediatamente medidas em espectrofotdbmetro, no intervalo de comprimento de
onda de 190 a 800 nm.

Na ROTA 2, foi utilizado o procedimento experimental proposto por
Allaire, Dell Castillo e Juneau (2006) para os antibidticos clorotetraciclina e
tilosin e sua interacdo em solos ['®®!, onde uma determinada massa de AH foi
previamente solubilizada durante 24 h, sob agitacdo e ao abrigo da luz em
temperatura ambiente, em solugdo aquosa ajustada para pH de 3,1 (acido
cloridrico 1,0 x 10 mol L), 4,8 (tampao &cido acético/acetato de sédio 0,1 mol
L") e 8,3 (bicarbonato de sédio 5,0 x 102 mol L), separadamente, seguido da
adicao de uma determinada massa de OTC, e posterior retirada de aliquotas
da mistura de forma periédica durante 5, 15, 30, 60, 120, 150, 180, 210 e 240
min e 24 e 48 h, as quais foram imediatamente medidas em espectrofotémetro
modelo UV-1601-PC marca SHIMADZU em um intervalo de comprimento de
onda de 190 a 800 nm, sendo testadas varias razbées m/v AH : OTC, como:
1AH : 40TC, 1AH : 10TC, 2,4AH : 10TC e 30AH : 10TC. Porém, optou-se por
considerar os resultados referentes a ultima razdo, em funcdo da mesma ja

estar validada para outros tipos de interacdo entre AH e xenobibticos organicos
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[15. 125 Esta etapa foi de fundamental importancia para o estudo por definir o
tempo de equilibrio, ou seja, o periodo 6timo para a reagao entre AH e OTC, o
qual foi posteriormente utilizado para os experimentos de interacao solo-OTC e
AH-OTC.

Em ambos os casos houve a necessidade de se realizar diluicbes para as
amostras originarias de misturas em meio alcalino (pH = 8), ja que neste pH o
AH encontrou-se totalmente solubilizado, transpondo a linearidade da Lei de
Lambert-Beer por atingir valores ndo permitidos para o coeficiente de

absortividade molar € !, com esta diluicdo mantida em cerca de 0,5 mL de

amostra para 25 mL de agua Milli-Q.

Testou-se, ainda, o possivel efeito de solvatocromismo sofrido pela OTC
em diferentes solventes com diferentes caracteristicas de polaridade, e desta
forma, inferir sobre interacbes da molécula de OTC com o meio e as
consequentes alteragdes no perfil espectral. Foram preparadas solu¢des de
OTC a uma concentragdo de 20 mg L' utilizando-se os seguintes solventes:
agua Milli-Q (pH 6,8), dimetil-cetona P.A. (QUEMIS), etanol P.A. (QUEMIS),
metanol P.A. (SYNTH), etil-metil-cetona P.A. (SYNTH) e n-hexano P.A.
(QUEMIS). Estas misturas foram medidas imediatamente ap6s seu preparo em
ambiente com baixa luminosidade e a temperatura ambiente, de forma a se
evitar possivel degradagéao fotoquimica da OTC, o que poderia alterar o perfil

dos espectros a serem obtidos.
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4.4.2 Espectroscopia de Fluorescéncia na Regiao do Ultravioleta-Visivel

Preparou-se 10 mL de uma solucdo de OTC a 4 mg L' em pH 8,3
(bicarbonato de sédio 50 x 102 mol L") em &gua Milli-Q previamente
desaerada durante 20 minutos em N de alta pureza (WHYTE MARTINS), com
posterior adicdo de AH CAP de modo a se ter uma solucéo inicial do AH de 60
mg L”, ou seja, mantendo-se uma relagdo m/v de 15AH : 10TC. Em t(0), que
era o tempo imediatamente apds a adicao de AH, foram realizadas medidas em
aliquotas de cerca de 3 mL de AH, AH-OTC e OTC. A mistura foi mantida sob
agitacdo mecanica a temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 24 h,
acompanhada de solugées-controle de AH e OTC, a 60 mg L' e 4 mg L™,
respectivamente, e em iguais condi¢cées. Apos 24 h, ou t(1), foram retiradas
aliquotas de cerca de 3 mL de cada solucao e realizadas medidas de cada uma
delas. Apos finalizacao das medidas referentes a t(1), ajustou-se o pH de cada
solucdo para 6,1 com 3 gotas de solugdo de &cido cloridrico 6,0 mol L™,
seguido de medidas de cada solucao e, logo em seguida, o pH das misturas foi
novamente ajustado para 2,8 com 1 gota de &cido cloridrico 6,0 mol L™,
seguido novamente das respectivas medidas. O ajuste de pH teve por
finalidade observar a influéncia deste sobre a interacdo AH-OTC.

Os modos de aquisi¢ao foram:

e Emissado 1: excitagdo em 240 nm e intervalo de emissao entre 300 -

850 nm, com o comprimento de onda da emissao sendo varrido;
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e Emissdo 2: excitagdo em 465 nm e intervalo de emissao entre 480 -
700 nm, novamente com o comprimento de onda da emissdo sendo
varrido;

e Excitacdo: emissdao em 510 nm e intervalo de excitagdo entre 220 -
490 nm, com o comprimento de onda da excitagdo sendo varrido;

e Varredura Sincronizada: variagdo do comprimento de onda de 55 nm
e intervalo de varredura entre 220 - 800 nm, com 0os monocromadores
de excitacdo e emissdo sendo varridos simultaneamente a uma

diferenca de comprimento de onda fixa.

Utilizou-se um espectrometro modelo LS50B PERKIN ELMER, com
largura de fenda para todos os monocromadores de 10 nm e velocidade de

varredura de 120 nm min™" ['?7],

4.4.3 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho Médio

com Transformada de Fourier

As pastilhas foram preparadas da seguinte forma: a 99 mg de brometo de
potassio grau analitico, previamente secos em estufa, adicionou-se 1 mg de
cada amostra, sendo a mistura sélida homogeneizada manualmente em
almofariz até a formacao de um pé fino, o qual foi transferido para recipiente
metdlico (pastilhador) com a aplicacdo de pressao mecéanica de cerca de 10
toneladas. A pastilha resultante foi inserida em espectrémetro modelo
SPECTRUM 1000, PERKIN ELMER, e o espectro foi obtido no modo de % T a

uma resolucdo de 4 cm™ para 32 varreduras, tendo-se a pastilha de brometo

79



de potassio como branco de medida. Cada espectro obtido sofreu posterior

ajuste automatico de sua linha de base.

4.4.4 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho Préximo

Para as medidas no Infravermelho Proximo transferiu-se uma massa
variavel de amostra para tubo de quartzo, de forma a preencher a superficie
deste, o qual foi depositado sobre a fonte de radiagdo do equipamento para a
leitura.

O espectrometro utilizado foi um modelo SPECTRUM 100N, PERKIN
ELMER, com as medidas obtidas no modo de % T, utilizando-se como branco
uma pastilha de material ceramico fornecido pelo fabricante do equipamento,

com cada medida sendo obtida em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacoes Preliminares

5.1.1 Caracterizacao dos Solos

A Tabela 10 apresenta os resultados das caracterizagbes dos solos

utilizados para o experimento de interagéo solo-OTC.

Tabela 10. Resultados de caracterizacao dos solos M1 (mata, latossolo vermelho-amarelo

distrofico) e T1 (turfa, o

rganossolo).

Solo
Parametro Unidade M1* T1
pH em CaCl, - 4,0 6,3
AP* mmol L™ 8 0
H* + AP mmol L 72 15
K* mmol L 0,5 6,3
Cca* mmol L 4 80
Mg** mmol L™ 2 42
CTC (total) mmol L~ 79 143
MO gL’ 26 119
Soma das Bases mmol L 7 128
Saturacao de Bases - 8 % 90 %
Granulometria -
Areia 4 % 19,2 %
Silte 78 % 19,2 %
Argila 18% 61,6 %

*Resultados determinados por Soares (2009)

[T16
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Os dados apresentados demonstraram que o solo T1 possuia uma
quantidade maior de MO e de metais, o que refletiu em maiores valores de pH
e CTC, respectivamente, quando em comparagéo ao solo M1.

5.1.2 Caracterizacdo dos Acidos Humicos de Solo

Para a caracterizacdo quimica adequada dos AH extraidos foram
interpretados e correlacionados os resultados de todas as técnicas analiticas

instrumentais utilizadas.

5.1.2.1 Analise Elementar e Teor de Cinzas

Foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Valores de porcentagens atémicas obtidas por Andlise Elementar e de teor de

cinzas obtido por aquecimento e pesagem.

Amostra Teor de | Teorde | Teorde | Teor de Teor H/C C/N o/C

C*(%) | H(%) | N%(%) | O*°(%) de

Cinzas®
(%)
CAP 48,68 4,95 5,24 41,11 0,02 1,22 10,85 0,63
PD 45,83 2,91 4,03 44,35 2,88 0,76 13,26 0,73

®Média da duplicata; "Valores obtidos pela diferenca O = 100 — (C+H+N+S) e considerando-se

o teor de cinzas.

Todos os valores obtidos para as porcentagens atdbmicas e para as

razdes atébmicas estivem proximos aos valores reportados em literatura. Porém,
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pbde-se observar que a porcentagem de O era tipica para AH de solos
tropicais 2",

Tornam-se, porém, mais importantes as relacées atdbmicas existentes nas
diferentes amostras. A maior relacao H/C representa uma menor aromaticidade
[: neste caso, o AH CAP apresentou a maior relagdo e uma menor
aromaticidade, enquanto que o PD apresentou a menor relagcdo e maior
aromaticidade. A relacdo C/N indica a estabilidade bioquimica da MO, onde
valores entre 10 e 20 sdo satisfatérios ', e neste caso os dois AH estavam
estabilizados. A relacdo O/C é um indicativo da quantidade de grupos
funcionais contendo oxigénio (fenol e &cido carboxilico) % com PD
apresentado os maiores valores e, conseqlentemente, a maior quantidade
destes grupamentos presentes.

Desta forma, os valores obtidos mostraram-se adequados com dados ja

reportados na literatura, o que demonstrou que o processo de extracao

aplicado foi eficiente.
5.1.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear do *C no
Estado Sélido com Polarizacao Cruzada e Amplitude Variavel em Torno

do Angulo Méagico

Foram obtidos os espectros apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Espectros de RMN de '3C dos AH extraidos.

As seguintes atribuicbes dos grupamentos em funcdo do deslocamento

quimico podem ser feitas [':

a) 0 — 45 ppm: C alifatico ndo substituido, como em alcanos e acidos
graxos, devido a grupamentos metil-terminais;

b) 45 — 65 ppm: C associado a N-alquilico, como em aminoacidos,
peptideos e proteinas e C metoxilico, devido a lignina incorporada ao
solo;

c) 60 — 110 ppm: C associado a O alifatico em carbohidratos, devido a
polissacarideos incorporados aos AH;

d) 110 — 140 ppm: C aromético n&o-substituido e alquil-substituido;

e) 110 - 160 ppm: C aromatico total relacionado a grupamento nao-
substituido, alquil-substituido e fendlico;

f) 140 - 160 ppm: C fendlico;
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g) 160 — 185 ppm: C em carboxilato;

h) 185 — 230 ppm: C cetbnico em ésteres e amidas.

As areas relativas obtidas demonstraram a heterogeneidade dos AH em
funcéo de suas origens e forma de cultivo, j& que grupamentos idénticos estao
presentes em diferentes valores percentuais nas amostras pertencentes a
diferentes solos.

Os valores relativos aos diferentes grupos funcionais, bem como as
porcentagens relativas aos graus de aromaticidade e conteudo alifatico, séo
apresentados na Tabela 12. As equagbes abaixo foram utilizadas na

determinacéo destas caracteristicas '

Grau de Aromaticidade (%) = A(110.230 ppm)/ A(o.230 ppm) X 100 (1 9)
Onde A(110-230 ppm) € @ area de C-aromatico total, considerando-se C-aromatico
+ C-fendlico + C-carboxilico + C-carbonilico, e A-230 ppm) € a area total de
todos os picos.

Conteudo de C Alifatico = A(o-45 ppm) + A(45-65 ppm) + A(60-110 ppm) (20)

Onde A(o-45 ppm) € @ area de C alifatico ndo-substituido, Aas.e5 ppm) € @ area do C

associado a O e N e Ao-110 ppm) € @ area do C derivado de agucares.

indice de Polaridade = £Ac.o/ Acarom+ Acaiquii (1)

85



Onde ZAco € a somatéria das areas referentes a C ligado a O em 60 - 110
ppm, 140 — 160 ppm, 160 - 185 ppm e 185 - 230 ppm, € Acarom + Acaiquil € @
soma das areas de C aromatico e alifatico referentes aos deslocamentos entre

0 -45ppm e 110 - 140 ppm, respectivamente.

Tabela 12. Porcentagem de éarea relativa para os principais grupos funcionais aos quais 0s

carbonos encontraram-se associados na molécula dos AH e os parametros moleculares

derivados.
Tipode C Faixa de Deslocamento Area Relativa (%)
Quimico (ppm) CAP PD
C-alquilico 0-45 28,2 214
C-metoxilico / C- 45 - 65 12,1 11,9
N-alquilico
C-O-alquilico 60-110 28,2 27,8
C-aromatico 110 - 140 11,8 16,0
C-fendlico 140 — 160 5,9 6,9
C-carboxilico 160 — 185 10,2 10,5
C-carbonilico 185 - 230 5,0 2,2
Grau de Aromaticidade (%) 32,4 36,8
Conteudo Alifatico 68, 5 61,1
Indice de Polaridade 1,2 1,3

O AH CAP apresentou a menor caracteristica aromatica e menor indice
de Polaridade enquanto que o PD apresentou a maior caracteristica aromatica
e maior indice de Polaridade, corroborando com os valores da relagdo H/C

obtidos da Analise Elementar (Item 4.1.2.1).
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5.1.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica

Como comentado anteriormente no ltem 1.6.3.6, esta técnica permite
determinar parametros quantitativos que podem fornecer informacdes a
respeito do ambiente quimico ao qual o radical do tipo semiquinona se
encontra ligado e inferir sobre a concentragao do radical.

Os valores dos parametros, determinados em duplicata, sao

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Valores para os parametros de RPE determinados para os AH extraidos.

Acido Huamico | Spin g™ (desvio Fator-g Largura de Linha
médio) (desvio médio) (AG médio)
CAP 2,43x10"7(0,52) | 2,0033 (0,0000) 4,6
PD 6,27 x10™ (0,57) | 2,0033 (0,0005) 43

Os valores para largura da linha de absorcdo e para o Fator-g estdo de
acordo com aqueles caracteristicos dos AH, ou seja, de 4 a 6 AG de largura de
linha ['' e de 2,003 a 2,005 para o Fator-g 2.

Em relacdo a concentracdo dos radicais tipo semiquinona, expressa em
spin g, o AH PD apresentou valor préximo ao encontrado para lignina em solo
(5,0 x 10" spin g") "®, com um menor grau de humificacdo "*®%. O CAP
apresentou valor caracteristico para AH extraido de solo 13",

A Figura 21 apresenta os espectros dos dois AH caracterizados.
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Figura 21. Espectros de RPE obtidos na banda-x dos AH extraidos de solo.

5.1.2.4 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho Médio

com Transformada de Fourier
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Foram obtidos os espectros apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Espectros no Infravermelho Médio dos AH extraidos dos solos CAP (esquerda) e

PD (direita).
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Desta forma, e conforme as deformagdes vibracionais caracteristicas dos
AH presentes na Tabela 4 (Item 1.6.3.3), mesmo possuindo cada espectro
pequenas diferengas de intensidade e da forma das bandas, os dois AH
analisados apresentaram os grupamentos quimicos caracteristicos principais
destes compostos, a saber: estiramento intramolecular de O-H e N-H entre
3.500 a 3.000 cm’, estiramento assimétrico de C-H alifatico entre 2.940 a
2.900 cm™, estiramento de COO" entre 1.660 a 1630 cm™, estiramento de C=C
aromatico entre 1.620 a 1.600 cm™', estiramento de C-H alifatico entre 1.460 a
1.450 cm™', estiramento de OH fendlico entre 1.400 a 1.390 cm™ e estiramento

de OH em COOH entre 1.280 a 1.200 cm™.

5.2 Sorcao Solos-Oxitetraciclina

Foram construidas isotermas para verificar a influéncia do tipo de solo na
sorcao da OTC, escolhendo-se solos com caracteristicas distintas.

Primeiramente, cabe demonstrar que as curvas de calibracdo externas do
método analitico, apresentadas na Figura 23, obtiveram valores do coeficiente

de correlagao linear R de 0,999 os quais eram satisfatorios para fins analiticos

[132]
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Figura 23. Curvas de calibragao (padrao externo) em diferentes valores de pH para o método

cromatografico de determinagao de OTC.
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Os LQs foram determinados a partir da seguinte equacéo !'*?, seguindo-

se as recomendacdes da [UPAC 1°8:

LQ=10xs/S (22)

Onde s € a estimativa do desvio padrdo da resposta, neste caso da equagéo
da regressdo linear, e S é a inclinagdo ou coeficiente angular da curva
analitica. Desta forma, determinou-se um LQ de 4,0 mg L™ para as trés curvas
da Figura 23, com o método ndo sofrendo maiores variagdes em funcéo do pH
do meio.

Os cromatogramas das Figuras 24 e 25 apresentaram os perfis

cromatograficos dos produtos de sor¢éo solo-OTC.

RT [min]
6 6.5

Figura 24. Cromatogramas sobrepostos para solo’M1”-OTC obtidos em pH 4,8, onde: C, OTC
=120 mg L (preto), C; OTC = 60 mg L™ (vermelho), C; OTC = 30 mg L™ (azul), C; OTC = 20 mg

L (rosa).
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Figura 25. Cromatogramas sobrepostos para solo”T1”-OTC obtidos em pH 4,8, onde: C, OTC =
120 mg L™ (preto), C; OTC = 60 mg L™ (vermelho), C; OTC = 30 mg L™ (azul), C; OTC = 20 mg

L™ (rosa).

Para as concentragdes iniciais de OTC de 10,0 e 5,0 mg L™ foram obtidos
valores negativos para Ce, 0 que demonstrou que o LQ era ineficiente para
estas duas concentragdes, muito provavelmente em decorréncia da diminuigao
da sensibilidade do método %2,

Foram testadas isotermas de sor¢cdo do tipo Linear ou de Partigéo,
Freundlich e isotermas de Langmuir, com posterior avaliagcdo do modelo que
mais se adequou apds regressao linear, ou ajuste linear, quando pertinente
(Freundlich e Langmuir). Estas isotermas sao apresentadas nas Figuras 26 a

28.
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Figura 26. Isotermas obtidas para solo-OTC, segundo o modelo linear ou de partigao.

De acordo com a Figura 26, a isoterma linear, ou de particdo, néo foi

obedecida, sendo necessario testar as isotermas de Freundlich e de Langmuir.
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Figura 27. Isotermas obtidas para solo-OTC, segundo o modelo de Freundlich apds ajuste

linear.

Cabe destacar que o valor de N da isoterma de Freundlich permite inferir
sobre a forma da isoterma e o mecanismo de sor¢cdo, onde N = 1 representa
uma isoterma C linear ou de particdo, N < 1 uma isoterma L e N > 1 uma
isoterma S 8. Quanto mais alto o valor de N, mais heterogéneo é o processo

de sorgao 7,
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Figura 28. Isotermas obtidas para solo-OTC, segundo o modelo de Langmuir.

A partir do ajuste linear das curvas obtidas foi determinado que a isoterma
de Freundlich, na forma linear logaritmica ajustada com o uso do software
ORIGIN®, foi 0 modelo que melhor se adequou, cabendo destacar que esta
isoterma € comumente utilizada para a representacdo empirica da sor¢ao de
compostos orgéanicos as superficies heterogéneas (ex.: solo e MO), como

farmacos veterinarios °” ¥4, A Tabela 14 apresenta os parametros de ajuste.
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Tabela 14. Valores calculados para as isotermas de Freundlich apds ajuste linear da equagao

em sua forma logaritmica.

Equacéo da Isoterma de K:(mg'"Lg") N Tipo de R Tipo de
Freundlich Isoterma Solo
LogS = 0,51+0,62logC, 3,24 0,62 L 0,928 T1
LogS = 0,39+0,47logC, 2,45 0,47 L 0,815 M1

Os valores obtidos para K; demonstraram que o solo com maior contetdo

de MO (T1) apresentou a maior capacidade de sorcdo, com uma sor¢ao do tipo

L, baseada em N, que aumenta com o aumento da concentragédo de OTC no

meio aquoso . Os valores obtidos de K; estiveram abaixo daqueles obtidos

em literatura para OTC em solos temperados

[124]

, demonstrando que esta

sorcao foi fraca. Porém, Jones et al. (2005) ['?!! observaram que a constante de

particdo Ky € mais adequada para a observacao da capacidade de sor¢céo do

que K. Desta forma, calculou-se Kq para os dois solos (Tabela 15).

Tabela 15. Valores determinados para Ky para sor¢éo da OTC aos solos T1 e M1.

C,0TC (mg L") Ka (Lkg™) Solo

120,0 9.290 T1

760 M1

60,0 940 T1

290 M1

30,0 2.210 T1

750 M1

20,0 3.220 T1
2.020 M1
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A Figura 29 apresenta o grafico com o perfil de Kq para cada um dos
solos.

10000

8000

6000

4000

Kd (L kg™

2000 —

C,O0TC (mg L")

Figura 29. Sobreposicao dos perfis de K4 em fungao da concentragao inicial de OTC para os

dois solos estudados.

O comportamento do grafico da Figura 29 pode ser interpretado a partir
das caracteristicas de composicdo de cada solo. Jones et al. (2005) ['24
observaram que a textura do solo (granulometria), juntamente com a CTC sao
os principais fatores de influéncia para a sor¢cdo de OTC a solos. Porém, tal
influéncia é limitada ao conteudo de MO presente, a qual diminui com o
aumento da ultima.

Ao se correlacionar os perfis de sorcao apresentados na Figura 29 com a
caracterizagdo dos solos da Tabela 10 (ltem 4.1.1), pode-se observar que o
solo com maior conteudo de MO e maior CTC (T1) foi o que apresentou o
maior valor de Ky para a maior concentragao inicial de OTC (120 mg L ™). Como

o interesse principal do estudo € a sor¢do da OTC por parte da MO, este

resultado obtido foi determinante para justificar a construgdo das isotermas de
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sor¢cdo para AH-OTC, além de demonstrar um comportamento de sorgcédo
diferente dos solos brasileiros, n&o se limitando a CTC e a composi¢ao textural.
Outro fato também a ser considerado para o maior valor de Ky de T1 é que a
maior presenca de cations metalicos leva a uma maior interagéo entre a OTC e
a MO por meio de pontes metalicas, pois a OTC é um forte agente quelante
para cations metalicos em meios a partir de pH em torno de 5 66 133,

No entanto, de acordo com valores estabelecidos pelo IBAMA para
avaliacio da capacidade de movimentagao de substancias quimicas no solo ©,
valores de K4 compreendidos entre 0 a 24 L kg' caracterizam uma baixa
capacidade de sorcdao e um maior transporte no solo e alcance da agua
subterranea por processo de lixiviagdo, sendo o contrario observado para a
sorcao solo-OTC. Os valores de Kq da Tabela 15 estiveram prdéximos daqueles
obtidos na literatura para solos de outras regides do mundo — entre 486 a
12.048 L kg' U241, Porém, tais valores determinados expressaram
comportamento tipico da OTC frente a solos brasileiros.

E importante destacar que ao obedecer & isoterma de Freundlich, a

sorgao aos solos se deu pela formagdo de multicamadas ® da espécie sorvida

(OTC) sobre a superficie da espécie sorbente (solo).

5.3 Sorcao Acidos Himicos—Oxitetraciclina

As Figuras 30 a 32 apresentam os cromatogramas de AH-OTC nos trés
valores de pH de trabalho (3,1, 4,8 e 8,3), demonstrando o perfil em separado
de cada AH em solucdo aquosa, destacando-se o0 pico da OTC como

referéncia para o monitoramento da sorgao.
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Figura 30. Cromatogramas sobrepostos para AH’CAP”-OTC (acima) e para AH’PD”-OTC

(abaixo) obtidos em pH 3,1, onde: C; OTC = 120 mg L™ (preto), C, OTC = 60 mg L™ (vermelho),

C; OTC = 30 mg L™ (azul escuro), C; OTC = 20 mg L™ (rosa), C; OTC = 10 mg L™ (verde) e C;

OTC =5mg L (azul claro).
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ES

Figura 31. Cromatogramas sobrepostos para AH’CAP”-OTC (acima) e para AH’PD”-OTC
(abaixo) obtidos em pH 4,8, onde: C; OTC = 120 mg L™ (preto), C; OTC = 60 mg L (vermelho),
C; OTC =30 mg L™ (azul escuro), C; OTC =20 mg L (rosa), C; OTC = 10 mg L™ (verde) e C,

OTC =5 mg L (azul claro).
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Figura 32. Cromatogramas sobrepostos para AH’CAP”-OTC (acima) e para AH’PD”-OTC
(abaixo) obtidos em pH 8,3, onde para AH"CAP”-OTC: C; OTC = 120 mg L™ (preto), C, OTC =
60 mg L™ (azul escuro), C; OTC = 30 mg L (verde), C; OTC = 20 mg L™ (azul claro), C; OTC =

10 mg L™ (cinza) e C; OTC =5 mg L™ (marrom). Para AH’PD”-OTC: C, OTC = 120 mg L’

'(preto), C; OTC = 60 mg L (vermelho), C; OTC = 30 mg L™ (azul escuro).

Os comportamentos observados podem ser explicados da seguinte forma:
em pH 3,1 tem-se moléculas de AH e OTC protonadas, levando a
possibilidades de interacdo por ligagdo de hidrogénio e por interacdes
hidrofébicas; em pH 4,8 o AH esta parcialmente protonado enquanto a OTC se
encontra como zwitterion, levando a possibilidades de interacao por ligacao de

hidrogénio, interacao hidrofobica e transferéncia de carga; em pH 8,30 AH e a
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OTC encontram-se desprotonados, levando a possibilidades de interagao por
ligagéo de hidrogénio e dipolo-induzido.

Utilizou-se a concentracéo inicial de 20 mg L' de OTC como referéncia
para a determinagdo simplificada da constante de particao Ky, conforme
proposto por estudo anterior para a interagdo entre o agrotéxico imazaquin e o

AH 71 sendo obtidos os resultados apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Valores médios determinados em duplicata para Ky em diferentes valores de pH

para produtos de interagdo com o AH CAP e o AH PD.

pH Kq (Lkg™) Acido Humico

3,1 930 CAP
8.350 PD

4,8 1.910 CAP
1.610 PD

8,3 2.890 CAP

Conforme os valores obtidos da Tabela 16, notou-se que Ky cresceu com
o aumento do pH para o AH’CAP”-OTC. Ou seja, em meio alcalino a OTC
apresentou maior concentragao sorvida ao AH, com este meio favorecendo a
sorcdo; para o AH PD efeito contrario foi observado, além do que em pH 8,3 a
concentracdo inicial de OTC foi completamente sorvida impossibilitando o
calculo de Ky Porém, os valores obtidos estiveram abaixo daqueles

471 indicando um comportamento

determinados por Sassman e Lee (2005)
caracteristico de AH brasileiros, o que também foi refletido nos cromatogramas
das Figuras 30 a 32, ja que a concentracdo de AH eluido, em tg de cerca de
1,5 min, foi maior para o PD a partir do pH 4,8. Como PD apresentou, segundo

a RMN (ltem 4.1.2.1), uma maior acidez carboxilica atribuida pelo maior valor
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mgOTC g"'AH

S

de area de C-carboxilico e C-fenélico e maior indice de Polaridade (ndo deve
ser confundido com indice de polaridade atribuido a solventes
cromatograficos), com o aumento do pH do meio houve uma menor retencao
deste AH pela coluna, com aumento da concentracdo eluida, expressa pela
intensidade e forma do pico desta espécie no cromatograma.

As Figuras 33 e 34 apresentam as tentativas de construcao de isotermas

de sorgéo lineares, ou tipo C.
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Figura 33. Isotermas obtidas para AH"CAP”-OTC, segundo o modelo linear ou de partigao.
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Figura 34. Isotermas obtidas para AH’PD”-OTC, segundo o modelo linear ou de parti¢éo.

Tanto na Figura 33, como na Figura 34, as isotermas nao apresentaram
comportamento linear, ou seja, as isotermas nao representavam um fendmeno
de particdo. A isoterma obtida em pH 8,3 da Figura 34 foi determinada levando-
se em consideracdo as concentragdes iniciais maiores de OTC, de 120 mg L™
a 30 mg L', com todas as demais concentracdes completamente sorvidas pelo
AH, porem ndo sendo possivel inferir sobre seu formato dado o numero

reduzido de pontos.
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Para a obtencdo de parametros de sorcdo a partir de ajuste linear
(equacdo da reta) da isoterma de Freundlich em sua forma logaritmica, foi
realizado novamente o ajuste linear com o uso do software ORIGIN®, onde os
coeficientes angulares e lineares obtidos referiram-se a N e a K; para os trés
valores de pH, respectivamente. As Figuras 35 e 36 apresentam tais graficos,
enquanto que a Tabela 17 apresenta as equagdes derivadas do ajuste e o0s
valores de K;, N e do coeficiente de correlacao linear R.

Nas Figuras 37 e 38 séo apresentadas as tentativas de construcao de

isotermas de Langmuir.
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Figura 35. Isotermas obtidas para AH’CAP”-OTC, segundo o modelo de Freundlich apés

ajuste linear.
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Figura 36. Isotermas obtidas para AH’PD”-OTC, segundo o modelo de Freundlich apés ajuste

linear.
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Tabela 17. Valores calculados para as isotermas de Freundlich apds ajuste linear da equagao

em sua forma logaritmica.

pH Equacao da Isoterma K:(mg""L N Tipo de R Tipo de
de Sorcao de ag" Isoterma AH
Freundlich
3,1 LogS = 2,96+1,06logC, 919,26 1,07 S 0,966 CAP
LogS = 0,20+0,70logC, 1,58 0,70 L 0,988 PD
4.8 LogS = 1,89+1,37logC, 78,49 1,37 S 0,985 CAP
LogS = 0,60+0,50l0gC, 3,94 0,50 L 0,980 PD
8,3 LogS = 2,17+1,32logC, 148,21 1,32 S 0,981 CAP
pH3,1 ] pH 4,8
2,04 100 o
80+
— 1,54 Ea
o LT 1 1 o
[ )
o° 104 o 404
204
0,54 -
04 » - -
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Figura 37. Isotermas obtidas para AH’CAP”-OTC, segundo o0 modelo de Langmuir.
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Figura 38. Isotermas obtidas para AH’PD”-OTC, segundo o modelo de Langmuir. Em pH 4,8 o

modelo foi linearmente ajustado via regressao linear.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 17 e as Figuras 35

a 38 pode-se determinar que a isoterma de Freundlich foi 0 modelo que melhor

representou a sorgdo da OTC pelos AH. Para AH CAP sua capacidade de

sorcao (K¢) decresceu com o aumento do valor do pH de 3,1 para 4,8 e voltou a

crescer em pH 8,3, enquanto que a intensidade de sor¢éo, representada por N,

aumentou com o aumento do valor do pH, de acordo com a representacao

fisico-quimica dos dois parametros analisados e anteriormente expostos 1%

Para AH PD os valores de K; e de N mostraram-se menores, principalmente em
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relacdo a K;, que cresceu com o aumento de pH de 3,1 para 4,8, decaindo em
pH 8,3, com N decrescendo até pH 4,8 e aumentando em pH 8,3. Como ja
comentado anteriormente, houve uma limitacdo na determinacao da isoterma
em pH 8,3 de AH’PD”-OTC devido a uma sor¢ao completa das concentracoes
de OTC iniciais entre 20 mg L™ até 5 mg L. Assim, a equagio obtida para esta
isoterma limitou a interpretacao para a sor¢cao neste valor de pH.

Em relagdo as isotermas resultantes segundo os valores de N, AH CAP
apresentou a isoterma do tipo S (N > 1), com 0 aumento da sor¢ao diretamente
relacionada ao aumento da concentragdo de OTC em fase aquosa, enquanto
que PD apresentou a isoterma do tipo L (N < 1), com uma diminuigdo dos sitios
de sorgédo com o aumento da concentragdo de OTC na fase aquosa. Para o AH
CAP, o processo de sor¢cao apresentou-se mais heterogéneo em relagdo ao
processo de sor¢cao do AH PD, pois o primeiro apresentou maiores valores de
N.

Determinou-se, portanto, a existéncia da sorcao entre os dois tipos de AH
e a OTC e que a quantificacao desta é fortemente dependente do pH do meio,
com as curvas de sor¢ao obedecendo a isoterma de Freundlich para sor¢ao a
superficies heterogéneas (AH). Foi observado, ainda, que a caracteristica dos
grupamentos quimicos presentes nas estruturas dos AH afetou o mecanismo
de sor¢do e a sua intensidade, conforme os valores de Ky calculados e

apresentados nas Figuras 39 e 40.
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Figura 39. Efeito do pH na variagao de K; (capacidade de sorgao) para AH CAP e AH PD.
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Figura 40. Efeito do pH na variagdo de N (intensidade da sor¢ao) para AH CAP e AH PD.

Em pH 3,1 o AH CAP apresentou um K; de maior valor em relacédo ao do
AH PD, possivelmente como fungdo da maior facilidade de formagdo de
interacdo hidrofobica, com este tipo de interacdo predominando frente aos
demais (ex.: ligagdo de hidrogénio e transferéncia de prétons), com uma
influéncia direta do maior conteudo de C alifatico. Porém, assim como
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observado para o pesticida imazaquin '*”), a sor¢do da OTC aos solos foi menor
do que sua sor¢ao aos AH, sugerindo que estes ultimos, quando separados de
outros componentes do solo, possuem maior capacidade de sorcao, muito
provavelmente devido a reducdo da competitividade de interacdo, o que
favoreceu e otimizou a sorcdo AH-OTC. Os valores de K; determinados
apresentam uma capacidade relativa de sorcédo indo de baixa (fraca) a alta
(forte), quando comparados a outros dados da literatura que apresentam

valores de K; entre 295 a 676 ®°, 0 que denota a influéncia estrutural dos AH.

5.4 Averiguagcao dos Mecanismos de Interacdo por Técnicas

Espectroscopicas

Com a comprovagao da existéncia da sorcado entre AH e OTC por parte
das isotermas de Freundlich, as técnicas espectroscopicas foram aplicadas
para a observacdo dos mecanismos de interacao para AH-OTC, partindo-se
sempre do AH como referéncia espectroscépica.

A interpretacado detalhada da Figura 7 (Iltem 1.3) forneceu uma indicagao
preliminar do ambiente reacional em fungdo do pH e dos valores de pK, da
OTC, servindo como referéncia para uma melhor elaboragéo das possibilidades

de interacao entre o AH e a OTC, conforme apresentado na Tabela 18.
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Tabela 18. Ambiente de interagéo para AH-OTC em fungao do pH do meio.

pH Espécies de | Porcentagem em Espécies de AH
OTC Massa de OTC (%)

3,1 oTC* 70 Grupamentos fenol e
oTtc? 30 carboxilicos protonados e em

inicio de desprotonagao

Alquila e arila

438 oTC’ 100 Grupamentos fenol e
carboxilicos protonados e em
desprotonagao

Alquila e arila

8,3 OoTC 70 Grupamentos fenol e
oTc? 30 carboxilicos desprotonados e
parcialmente protonados

Alquila e arila

210,0 oTC” 50 Grupamentos fenol e
OoTC 40 carboxilicos desprotonados
oTC* 10 Alquila e arila

5.4.1 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Ultravioleta-Visivel

A aplicacao desta técnica teve como objetivos principais a obtencao de
dados de cinética de interagdo para a montagem esquematica de experimentos
de sorcao AH-OTC, bem como para a caracterizagdo de produtos formados
apds periodos definidos de interagdo ou de solubilizagdo, além do

acompanhamento de dados de sorgao obtidos por CLAE.
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Foram monitoradas as seguintes transicbes eletrbnicas e seus
grupamentos associados, a partir de grupamentos quimicos presentes na

molécula de OTC !

365 nm: carbonila (C=0), transicao n - 7*

352 nm: enona (CH=CH-CH-C=0), transicéo n - 7*

270 nm: dieno conjugado (C=C-C=C), transicao 7 - 7%

212 nm: amida (C=ONH,), transicao n - o*

A estabilidade conformacional dos AH pode ser atribuida a entropia
direcionada a exclusdo de moléculas de agua pela auto-associagdo dos sitios
hidrofébicos, o que leva a um decréscimo da energia livre total da molécula
[120] com as propriedades eletrénicas tornando-se mais estaveis em valores
menores de pH, sendo este o ponto de partida para a interpretacdo dos dados

espectroscopicos em nivel eletronico.

Caracterizacao de Produtos de Interacao e Solubilizacao
Inicialmente, conheceu-se o efeito do pH no espectro de OTC, AH e AH-
OTC, com a Figura 41 mostrando que o espectro eletrénico da OTC era

dependente do pH do meio.
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——pH48
pH 8,3
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A

. T -
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Comprimento de onda (nm)

0,0

Figura 41. Espectros de UV-Visivel da OTC obtidos em diferentes valores de pH para um
periodo de solubilizagdo de 1 h em temperatura ambiente e uma concentragdo de OTC de 20

mg L (4,0 x 10° mol L™).

Da mesma forma que para a OTC, o espectro eletrénico do AH também
sofreu influéncia do pH do meio, como pode ser visto na Figura 42.
Consequientemente, os espectros eletrénicos dos produtos de interacdo AH-

OTC também sofreram a influéncia direta do pH (Figuras 43 a 45).

Esta variagao se deu, sobretudo, em funcao da
protonagéo/desprotonagédo de grupamentos funcionais carboxilicos e fendlicos,
com a diminuicdo ou aumento da densidade eletrbnica, favorecendo (pH
alcalino) ou desfavorecendo (pH &cido) a transicao eletrénica entre os estados

energéticos e eventuais mudancas conformacionais.
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Figura 42. Espectros de UV-Visivel do AH CAP obtidos em diferentes valores de pH para um
periodo de solubilizacdo de 24 h em temperatura ambiente e uma concentragdo de 600 mg L ™.

Para o pH 8,3 aplicou-se uma diluicao de 1 : 20 (v/v).

——AHCAP 24 h
018 —— AH-OTC 5 min
’ AH-OTC 15 min
016 —— AH-OTC 30 min
AH-OTC 60 min
0,14 —— AH-OTC 90 min
AH-OTC 120 min
0,12 211 nm (-CONH,) —— AH-OTC 150 min

—— AH-OTC 180 min

i —— AH-OTC 210 min

269 nm (dieno) —— AH-OTC 240 min
—— OTC 60 min

0,10

0,08

0,06

Absorgao (u.a.)

353 nm (C=0)

0,04

200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 43. Espectros de UV-Visivel da formagao de produtos de interagdo AH-OTC em pH 3,1
em fungao do tempo (maximo de 4 h), para a relagdo m/v de 30AH : 1OTC (600 mg L™ AH : 20

mg L' OTC).
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Figura 44. Espectros de UV-Visivel da formagao de produtos de interagdo AH-OTC em pH 4,8

em fungdo do tempo (maximo de 4 h), para a relagdo m/v de 30AH : 10TC (600 mg L' AH : 20

Absorgéo (u.a.)

0,8

0,6

mg L' OTC).

——AHCAP 24 h
—— AH-OTC 5 min
AH-OTC 15 min
—— AH-OTC 30 min
AH-OTC 60 min
—— AH-OTC 90 min
AH-OTC 120 min
—— AH-OTC 150 min
—— AH-OTC 180 min
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271 nm (dieno)

/

368 nm (C=0) —— AH-OTC 240 min
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Figura 45. Espectros de UV-Vis da formacgéo de produtos de interacdo AH-OTC em pH 8,3 em

fungdo do tempo (maximo de 4 h), para a relagdo m/v de 30AH : 10TC (600 mg L™ AH : 20 mg

L™ OTC), obtidos com a aplicagdo de diluigdo 1 : 20 v/v.
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Nao houveram mudancas significativas no perfil dos espectros, segundo
cada valor de pH. De acordo com a Tabela 18, em pH 3,1 e 4,8 sdo esperadas
interagcdes do tipo ligacdo de hidrogénio e interagcdo hidrofébica para
hidrocarbonetos alifaticos e dipolo-induzido para sistemas m; em pH 8,3 sédo
esperadas interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio e dipolo-induzido para
sistemas m. Porém, também foi considerada a interagdo por transferéncia de
elétrons, entre o grupamento amina da OTC e o grupamento carboxilico do AH
20 No entanto, como n&o foram notadas mudancas significativas nos perfis
dos espectros eletronicos, provavelmente devido a uma limitagdo da técnica, foi
possivel somente inferir sobre a ocorréncia de interagdes fracas, como ligacao

de hidrogénio, interacao hidrofébica e dipolo-induzido.

Determinacao do Tempo de Equilibrio para AH-OTC

Para a determinacdo do tempo de interacdo, ou tempo de equilibrio,
baseou-se em testes de estabilidade do perfil espectral de AH-OTC a uma
razdo m/v de 30AH : 1OTC em meio aquoso para o pH 4,8 e 8,3, sendo
monitoradas as bandas de absorcao, conforme apresentado na Figura 46.

Resultados de testes de solubilizagdo prévios em funcdo do pH e do
tempo demonstraram que a OTC ¢ instavel para todos os pHs apés 24 h, o que
também justificou na definicdo deste como o periodo maximo de interacéo. Isto
se deveu muito provavelmente a uma tendéncia do antibiético de mudanca de
sua coloracdo quando em solugcdo aquosa, variando de amarelo a marrom-
claro e com a formacao de epi-OTC sem, no entanto, haver comprometimento
de sua atividade farmaco-quimica quando conservada em temperatura de até 4

°C e periodo de tempo adequado (méaximo de 30 dias) [ 27,

17



A partir destes resultados, optou-se por um periodo de interagéo de 24 h,
ja que este valor se encontrava dentro da faixa de tempo de menor variacao,
além de ser ambientalmente mais representativo do que o de 180 min (3 h),
que seria o inicio do tempo de equilibrio determinado (vide Figura 46), de
acordo com outros estudos de interacdo entre AH e xenobibticos organicos
polares realizados no Centro Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento da
Instrumentacdo Agropecuéria (CNPDIA) da EMBRAPA ['2% 971 ¢ resultados de
cinética de degradagdo da OTC em esterco ¥, os quais demonstraram ser
este periodo suficientemente adequado para a avaliacdo tanto da sorcéao
quanto dos mecanismos de interacdo. Este mesmo tempo de equilibrio foi
aplicado ao pH 3,1, com este ultimo valor de pH ndo sendo considerado para a
elaboracao da Figura 46 por ser o meio mais acido no qual o AH encontrava-se
insoluvel e em suspensao, havendo espalhamento da radiacdo e levando a

interferéncia na correta observacao das bandas de absorgao.
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Figura 46. Monitoramento das bandas de absorgao no UV para a determinagao do tempo de
equilibrio de sorgao e interagao para AH-OTC a uma razao m/v de 30AH : 1OTC (600 mg L™

AH:20 mg L' OTC).

E possivel observar na Figura 46 um arranjo inicial entre as moléculas do
sistema até cerca de 250 min de forma a alcancar maior estabilizacdo

energeética.
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Acompanhamento da Sorcao e da Formacao de Produtos AH-OTC

Para estes resultados foram considerados no mesmo espectro
sobreposto: AH/OTC/AHOTC/AHOTC — AH (subtracdo espectral) em pH 3,1,
4,8 e 8,3 e para diferentes concentracdes de OTC em 24 h de interacao.

Foram tomadas como referéncia para o acompanhamento de
modificacdes espectrais as modificagdes observadas nas bandas da OTC da
Figura 47, onde sao apresentados o0s espectros obtidos variando-se a
concentragdo da OTC e o pH do meio, de forma a se ter algo similar a uma
curva de calibragdo construida com padrbes externos, que comprovou a
linearidade entre a concentragcdo e a absorgao na regidao do UV-Visivel. Péde-
se observar nas Figuras 48 a 50 que as subtragdes “AHOTC — AH”
apresentaram um perfil crescente da OTC conforme aumentou a concentragéo
inicial de OTC para os valores de pH 3,1 e 4,8, o que nao ocorreu para o pH
8,3. Este perfil foi associado a OTC livre em solucao, e que nao interagiu com o
AH, conforme foi comprovado pelos resultados das isotermas de Freundlich
obtidas por CLAE. Desta forma, tais figuras demonstraram que a interacéo da
OTC aumentaram com o aumento do pH do meio, porém, de forma grosseira

sem a aplicacao de técnica de separacao para este ultimo caso.
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Figura 47. Espectros de UV-Visivel da OTC em fungdo do pH do meio, onde: A) pH 3,1, B) pH

4,8 e C)pH 8,3.
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Figura 48. Espectros de UV-Visivel de AH CAP, OTC, AHOTC e a subtragao de AHOTC - AH

em pH 3,1 e para 24 h de interacao.
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Figura 49. Espectros de UV-Visivel de AH CAP, OTC, AHOTC e a subtragao de AHOTC - AH

em pH 4,8 e para 24 h de interacao.
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Figura 50. Espectros de UV-Visivel de AH CAP, OTC, AHOTC e a subtragao de AHOTC - AH

em pH 8,3 e para 24 h de interagao.
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Uma melhor interpretacdo dos resultados apresentados nas Figuras 48 a
50 é que em pH 8,3, ao contrario dos valores de pH 3,1 e 4,8, ndo foi mais
observado o perfil espectral da OTC quando em contato com o AH (claramente
observado no espectro AH-OTC e também na subtragédo). Este é um indicativo
de que o espectro AH-OTC nao é apenas uma somatéria dos espectros
separados de AH e OTC, mas sim um espectro que representa um tipo de
interacdo a qual modificou as propriedades eletrbnicas do conjunto,

principalmente da OTC.

Observacao de Solvatocromismo
As medidas para observagdo de solvatocromismo também foram
importantes para demonstrar a variacao do perfil espectral da OTC a partir da

variacao dos solventes, de acordo com as Figuras 51 e 52.
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Figura 51. Sobreposicao de espectros de absorgdo da OTC em diferentes solventes na regiao

do UV.
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Figura 52. Sobreposicao de espectros de absorgdo da OTC em diferentes solventes na regiao

limite entre o UV e o Visivel.

Observou-se que a OTC interagiu com todos os solventes testados em
todos os comprimentos de onda, exceto com 0 n-hexano no qual é insoluvel, e
que estas interacbes possivelmente se deram via ligacdo de hidrogénio e
interacdo hidrofébica - a partir da definicdo conceitual de cada uma . Esta
interacao produziu um deslocamento batocrémico, tendo-se a agua Milli-Q
como meio solvente de referéncia, pois esta interacao facilitou principalmente a
transicdo eletrénica n - 7* de C=0 ¥}, com as bandas se deslocando para
maiores comprimentos de onda. Um efeito hipersocromico também foi
produzido, com um aumento da intensidade da absorgao, e possivelmente do
comprimento de onda das bandas, decorrente da presenga de grupamentos
CHs, OH, R-O" e NHy, presentes em solventes auxocrémicos [’®), como no caso

dos solventes utilizados.
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Para a avaliagdo desta interacdo a partir das caracteristicas polares dos

solventes, a Tabela 19 apresenta as propriedades fisicas relacionadas a cada

molécula e as possibilidades de interagao.

Tabela 19. Propriedades fisicas dos solventes relacionadas a polaridade de suas moléculas e

as possiveis interagdes com a molécula de OTC.

Solvente Formula Permitividade Momento Dipolo Tipos de Interagao
Molecular Relativa ou Molecular (p)? com a OTC”
Constante
Dielétrica (g,)?
Acetona (CH3).CO 20,7 2,88 Aceptor para ligagao de
hidrogénio
Agua H.O 78,5 1,85 Aceptor e doador para
ligagéo de hidrogénio
Etanol CH;CH,OH 24,5 1,69 Aceptor e doador para
ligagéo de hidrogénio
Interagéo hidrofobica
Etil-metil- CH3CH,-CO- - - Aceptor para ligagéao de
cetona CHs hidrogénio
Interagéo hidrofobica
Metanol CH3OH 32,7 1,70 Aceptor e doador para
ligagéo de hidrogénio
Interagéo hidrofobica
n- CH3(CH,),CH5 1,886 0,00 Interacao hidrofobica
Hexano

Fonte: (a) adaptado de Almanac Bruker (2004) "*"'e (b) determinado a partir das

caracteristicas estruturais e de distribuicdo de densidade eletrénica de cada molécula de

solvente.
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Conforme os perfis espectrais das Figuras 51 e 52 puderam demonstrar,
e considerando-se os tipos de interagédo reportados na Tabela 19, foi possivel

comprovar:

a) A presenca de interacao entre a OTC e os solventes, o que levou a
uma alteracdo no formato das bandas de absorcao na regiao do UV-
Visivel em conseqiéncia de alteracdo nas propriedades eletrénicas dos
sistemas soluto-solvente;

b) A suscetibilidade da molécula de OTC a formacado de interagbes
intermoleculares com o ambiente, refletida nos efeitos auxocrémicos ja
comentados e facilitada pela formagao de ligacao de hidrogénio, a qual
foi favorecida pelos solventes proticos com maior valor da constante

dielétrica &, como no caso da agua e do metanol; porém, tal

suscetibilidade também foi notada para o solvente aprético etil-metil-
cetona no Visivel, ndo se restringindo a grupo doador ou aceptor para

ligacao de hidrogénio, ou para transferéncia de proéton.

Ao considerar-se a agua como solvente que proporcionou 0 meio de
maior caracteristica polar e o n-hexano o que proporcionou 0 meio de maior
caracteristica ndo-polar, e correlacionando-se tal consideragdo com o
comportamento dos resultados de subtracado espectral das Figuras 48 a 50, foi

possivel comprovar também:

a) As subtragdes espectrais seguiram o comportamento da OTC em agua,

0 que aponta para interacao por ligacao de hidrogénio e transferéncia
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de préton, que séo as interagdes tipicas entre sistemas ricos em —OH e
—NH, pois estes possuem agrupamentos doadores e aceptores de
protons, conforme descrito na Tabela 19, e caracterizam uma interagao
fraca (fisiosorcdo), ja que a forca de ligacdo é cerca de 20 kJ mol™ e
proxima a daquela para a interacao hidrofébica, quando comparada a
forca de uma ligacao forte, como a covalente (quimisorcao), que é de
200 kJ mol ' ’¢l;

b) Nao foi observado o comportamento da subtracdo espectral que
refletisse o perfil espectral da OTC em meios menos polares do que a
agua (EtOH e MeOH) e mais nao-polares que a agua (n-hexano e etil-
metil-cetona), ndo sendo possivel inferir sobre a auséncia ou presenca
de interacdes hidrofébicas ou por sobreposicdo de sistemas m, este

ultimo caso por néo terem sido testados solventes aromaticos.

5.4.2 Espectroscopia de Fluorescéncia na Regiao do Ultravioleta-Visivel

Os espectros obtidos sédo apresentados nas Figuras 53 a 56.
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Figura 53. Sobreposicédo de espectros de Fluorescéncia no UV-Visivel obtidos no modo de

emissao, com ajuste de pH apés periodo de interagao de 24 h, com uma excitagdo em 240 nm.

Relagcao 30AH : 10OTC (m/v).
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Relacao 30AH : 1OTC (m/v).
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Figura 55. Sobreposigao de espectros de Fluorescéncia no UV-Visivel obtidos no modo de
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Relacao 30AH : 1OTC (m/v).
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Figura 56. Sobreposicao de espectros de Fluorescéncia no UV-Visivel obtidos no modo de

varredura sincronizada, com ajuste de pH apés periodo de interagéo de 24 h, com um A\ de 55

nm. Relagdo 30AH : 10TC (m/v).
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Desta forma, pdde-se observar que o espectro de Fluorescéncia era
fortemente dependente do pH, tanto para a emisséo, quanto para a excitagcéo e
varredura sincronizada.

A técnica de Fluorescéncia no UV-Visivel é utilizada para detectar
estruturas com elétrons m, como compostos aromaticos e semiquinonas, onde
estes elétrons sdo excitados por absor¢cdo da radiagdo, com uma porgao da
radiagdo espalhada quando o elétron volta ao estado fundamental,
apresentando um comprimento de onda diferente daquele incidente e atraso
entre o tempo de excitagcdo e o tempo de emissao, o que pode ser aproveitado
de maneira eficiente para a caracterizagdo de AH !"l. Porém, assim como a
Absorgdo no UV-Visivel, a intensidade da Fluorescéncia de AH também é
afetada pelo pH do meio e pela presenca de eletrélitos e outras estruturas
quimicas organicas ', o que também foi observado tanto para os
comportamentos espectrais do AH, quanto da OTC e do produto de interacao
AH-OTC (Figuras 53 a 56). Jung et al. (2005) 1'* utilizaram a Fluorescéncia no
UV-Visivel para caracterizar estruturas similares aos AH sintetizadas a partir de
aminoacidos, além de analisarem as propriedades eletrbnicas de tais

compostos, e observaram que:

e A diminuicdo da intensidade de sinal de Fluorescéncia sugere a
incorporagdo de uma estrutura molecular a outra, com uma
estabilizacdo energética se dando por ressonancia eletrénica para

permitir a reorganizagao estrutural do sistema;
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e A incorporacdo do grupamento amino na estrutura humica produz
mudancas acentuadas nas propriedades de fluorescéncia das

moléculas de AH.

A partir destas observagoes e levando-se em conta os espectros obtidos
para AH-OTC nos diferentes modos de aquisi¢cao, sugere-se que a diminuicao
da intensidade de sinal do sistema AH-OTC, quando em comparagdo com 0
sinal de AH, pode ter se dado devido a presenga do grupamento amina oriundo
da OTC, bem como que a interagéo se da efetivamente em niveis eletrénicos
entre a molécula de AH e a molécula de OTC. Tal observagao vai ao encontro
dos resultados da subtracdo espectral no UV-Visivel do Item 4.4.1 para o pH
8,3, com a alteracdo no perfil espectral na regido tipica de transicao de
grupamento amina (em torno de 210 nm), e sobretudo dos resultados de
Absorcao no Infravermelho Médio em pH 8,2 (a seguir), mesmo com um
comportamento contrario da emissao decorrente de excitagdo em 240 nm

(Figura 53) quando comparado aos demais modos de aquisi¢ao.

5.4.3 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho Médio com

Transformada de Fourier

Inicialmente, foi avaliada a mudanca nos espectros da OTC em funcéo do

pH do meio, conforme apresentado na Figura 57.
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Figura 57. Espectros de Infravermelho Médio da OTC em diversos valores de pH, apds 24 h de

solubilizag&o & temperatura ambiente e a uma concentragéo de 20 mg L.

Uma das principais mudancas na OTC em fungéo do pH deu-se na regido
de 1.600 cm™' caracteristca do grupamento COO’, que ¢é fortemente
influenciado pelo pH do meio (protonacdo e desprotonacdo) havendo tanto
aumento na intensidade desta banda em relagdo a banda de O-H e N-H, em
torno de 3.400 cm™', com o aumento do pH, quanto divisdo desta (pH 8,2). Esta
mudancga provavelmente se deu conforme a especiagdo da OTC, a qual varia
com o pH, como pbde ser observado na Figura 7 (Iltem 1.3), 0 que aumentou
ou diminuiu a densidade eletrbnica, modificando o momento dipolo da
molécula. Avaliou-se, também, o efeito da concentracdo hidrogenioibnica na
absorcao da radiacao no Infravermelho Médio do AH CAP (Figuras 58 a 61),
onde o estiramento de C=0 em COOH, em torno de 1.750 cm™, diminuiu sua
intensidade em relacao a banda de deformacao de O-H e o estiramento C-O de
OH fendlico, em torno de 1.390 cm™, sofreu um desdobramento de picos em
pH 8,2.
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Para a comprovacdo da presenga ou auséncia de interacdo, foram

comparados os espectros de AH CAP e AH-OTC (Figuras 58 a 62).

AH CAP 600 mg L™

AH-OTC, 30AH : 10TC

% Transmitancia

) T T - T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 58. Comparacao de espectros de Infravermelho Médio em pH 3,1 (ROTA 2).
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Figura 59. Comparacao de espectros de Infravermelho Médio em pH 4,8 (ROTA 2).
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Figura 60. Comparacao de espectros de Infravermelho Médio em pH 8,2 (ROTA 2).

M\W% |

AH-OTC, 30AH : 10TC

% Transmitancia

— | E— T T T — T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 61. Comparagao de espectros de Infravermelho Médio em pH 11,5 (ROTA 2).
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Figura 62. Sobreposicao de espectros de Infravermelho Médio em pH 8,2 (detalhe de regiao

da Figura 60).

Nao foi observada nenhuma mudanca significativa entre AH e AH-OTC
para os valores de pH 3,1 (Figura 58), 4,8 (Figura 59) e 11,5 (Figura 61),
ressaltando-se que acima de pH 11 a OTC é instavel ®° com este fato
devendo-se refletir nos espectros obtidos para este valor de pH e interferindo
em qualquer observagdo mais detalhada da interagéo no Infravermelho Médio.
Em pH 3,1 foi observado pequeno deslocamento para maior numero de onda
da banda em 1.250 cm™, atribuida & deformacdo de O-H em COOH, como
possivel evidéncia de que fosse devido a efeito de protonagéo via transferéncia
de préton entre OTC e AH. No entanto, foi melhor observada alteracdo nas
bandas de AH-OTC em comparacao com as do AH no pH 8,2 (Figura 60) e que
pdde ser visualizada no detalhe da regido entre 1.500 a 400 cm™ (Figura 62),

cabendo-se destacar:
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a) Aumento de intensidade decorrente de aumento de assimetria da
banda em 1.440 cm” em regido caracteristica de sal de amina
secundéria e carboxilato;

b) Deslocamento de banda em 1.257 cm™ em regido caracteristica de
amina alifatica;

c) Aumento de intensidade da banda em 836 cm’' em regido
caracteristica de anel aromatico dissubstituido e dimero de acido

carboxilico.

Desta forma, (a) e (b) apontaram para a contribuicdo do grupamento
amina para a interagao neste valor de pH, o que foi ao encontro dos resultados
obtidos via subtragdo espectral na regidao do UV-Visivel para o pH 8,3 (ltem
4.4.1), além de indicar uma possivel interacao via sobreposicao de sistemas -
m, com o0 anel aromatico dissubstituido atuando como doador de elétrons, e
modificacdo conformacional no AH via dimerizagdo de acido carboxilico
desprotonado ligado a anel aromatico, sendo este ultimo pouco provavel devido
a repulsdo eletrostatica, inferindo que a interacdo alterou ndo sé as
propriedades elétricas do sistema AH-OTC, mas também as propriedades
vibracionais decorrentes de deslocamentos de densidade eletrénica. Ou seja, a
interacdo influenciou o sistema tanto em nivel energético superior (eletrdnico)

quanto em nivel energético inferior (vibracional).
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5.4.4 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho Proximo

As Figuras 63 e 64 apresentam a variacao no perfil espectral de AH e

OTC em funcao do pH do meio.
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Figura 63. Efeito do pH no perfil dos espectros no Infravermelho Proximo de AH CAP (600 mg
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Figura 64. Efeito do pH no perfil dos espectros no Infravermelho Préximo de OTC (20 mg L™).
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Observou-se que tanto o AH quanto a OTC sofreram influéncia do pH
durante o processo de absorgao da radiagdo no Infravermelho Préximo. No AH
isto é mais claramente notado para as bandas em torno de 4.588 cm’
(combinagdo C-C e N-H) e 4.395 cm™ (combinagdo C-H + C-H) & 37 com
acentuada diminuicdo na intensidade relativa da udltima banda devido ao
aumento do pH, ou seja, a desprotonacdo diminuiu a formacao destas bandas
de combinacdo. O espectro em pH 8,2 demonstrou tal influéncia com o
aparecimento de uma banda de combinagcdo CHO em torno de 4.500 cm™.

A OTC mostrou-se mais suscetivel a influéncia do pH para a absorgéo da
radiacdo nesta regido do Infravermelho: aparecimento de banda de segundo
sobretom de OH-arila em torno de 7.100 cm™ para o maior valor de pH,
desaparecimento de banda de primeiro sobretom de RNH, em torno de 6.600
cm” com o aumento do pH, deslocamento dos picos maximos do primeiro
sobretom de OH da agua em torno de 5.200 cm™, deslocamento e mudancga de
intensidade de banda de combinagdo CHO em torno de 4.500 cm™ e
desaparecimento de banda de combinagdo C-C e C-H em torno de 4.100 cm™,
também com o aumento do pH. Provavelmente, tais mudangas ocorreram em
funcéo da dissociagao crescente da molécula, modificando o momento dipolo.

Ja a comparagdo de AH CAP, OTC e AH-OTC para cada valor de pH

forneceu os espectros mostrados nas Figuras 65 a 68.
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Figura 65. Comparagao de espectros no Infravermelho Préximo de AH CAP, OTC e AH-OTC

em pH 3,1.
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Figura 66. Comparagao de espectros no Infravermelho Préximo de AH CAP, OTC e AH-OTC

em pH 5,3.
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Figura 67. Comparagao de espectros no infravermelho préximo de AH CAP, OTC e AH-OTC

em pH 8,2.
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Figura 68. Comparagao de espectros no infravermelho préximo de AH CAP, OTC e AH-OTC

empH 11,5.

Em pH 3,1 (Figura 65) excetuando-se a banda em 5.190 cm™ do primeiro
sobretom de O-H da agua °® '*"] todas as demais bandas da OTC mostraram-
se diferentes em posicédo e em intensidade de absor¢do em comparagéo a AH
e AH-OTC. As bandas em 6.980 cm™ (segundo sobretom de O-H da agua) e
4.588 cm™ (combinagdo C-C e N-H) ¢ 37 n3o sofreram deslocamento nem
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alteracdo em suas intensidades relativas quando comparado AH com AH-OTC;
foi observado pequeno aumento na intensidade relativa da banda de
combinacdo C-H + C-H em 4.250 cm™ ['¥) em AH-OTC, o que pode ser
interpretado como indicativo de interagcéo hidrofobica.

Em pH 5,3 (Figura 66) repetiu-se 0 mesmo perfil do pH 3,1 e novamente
foi observado pequeno aumento na intensidade relativa da banda de
combinacdo C-H + C-H em 4.250 cm' em AH-OTC, provavelmente em
decorréncia da interagao hidrofobica.

Em pH 8,2 (Figura 67) também n&o houveram alteragdes significativas de
intensidade ou deslocamentos de banda entre AH e OTC.

Em pH 11,5 (Figura 68) a banda de segundo sobretom de OH-arila em
torno de 7.100 cm™ I'¥") desapareceu completamente apds a interacdo com o
AH, indicando que a interacao entre AH e OTC foi favorecida em meio basico
por ligacao de hidrogénio. Porém, é possivel também que esta alteracao seja

devido a presenca de produto da decomposicdo da OTC neste valor de pH .
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6 CONCLUSOES

A partir da caracterizagcdo de dois solos do Estado de Sdao Paulo com
diferentes teores de MO, verificou-se a sorcao da OTC a solos brasileiros, onde
esta é dependente do conteudo de MO presente, apresentando um risco
potencial ao meio ambiente, decorrentes de sua capacidade de sor¢ao forte a
tais solos, o que dificulta o transporte por lixiviagdo e, consequiente, menor
aporte do antibidético em aguas subterrdneas. Estas observagdes também
fornecem subsidios para posterior avaliacdo de risco quimico do antibiético
para 0s microorganismos e atividade do solo.

Tanto a sor¢gdo da OTC aos solos, quanto sua sorcdo aos AH
obedeceram a isoterma de Freundlich (tipo S e L). Tais isotermas
apresentaram uma sorcao de caracteristica homogénea para os solos e para
AH PD, e de caracteristica heterogénea para AH CAP, demonstrando a
influéncia da constituicdo quimica dos AH sob a sor¢ao.

Quanto aos mecanismos de interacdo molecular entre a OTC e os AH,
estes foram atribuidos a ligacdo de hidrogénio, além de uma possivel
contribuicdo por transferéncia de protons e interacdo hidrofébica,
caracterizando a fisiosor¢do, havendo também indicios ndo comprovados de
transferéncia de elétrons, o que demonstra a versatilidade da interagéo, e com
esta interacdo sendo afetada pela composicdo quimica estrutural dos AH,
refletindo no comportamento das isotermas de Freundlich para as formas
observadas de sorgdo. Foi notado também que em um mesmo pH é possivel

haver mais de um mecanismo de interagdao envolvido, o que refletiu mais uma
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vez o comportamento decorrente da heterogeneidade estrutural dos AH e da
OTC.

Baseando-se nestas conclusées é pertinente afirmar que as agéncias
ambientais e os 6rgaos legisladores brasileiros devem oferecer maior atencao
a presenca de antibiéticos em matrizes ambientais, 0 que leva a necessidade
de mais estudos relacionados ao tema que possam produzir dados que
permitam estipularem os valores maximos permitidos para a presenga do

antibiético em solo.
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7 PERSPECTIVAS DE CONTINUIDADE

As seguintes propostas sdo indicadas como perspectivas que visam dar

continuidade a este Estudo:

» Avaliar o comportamento da OTC frente a outros tipos de solos e AH
brasileiros, para melhor correlacionar as constantes de Freundlich
observadas com as caracteristicas fisico-quimicas dos solos e AH;

» Confirmar quais os mecanismos moleculares relacionados, utilizando
outros métodos quimicos e espectroscépicos, como CLAE acoplada a
Espectrometria de Massas, Andlise Elementar, RMN e RPE;

» Compreender melhor o efeito do pH nas interagdes AH-OTC;

» Elaborar novos estudos de sorcdo com outros antibiticos
agropecuarios, principalmente os tetraciclinicos, visando melhor

compreensao das interagoes.
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