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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade dos antibidticos veterinérios,
minociclina, oxitetraciclina, tetraciclina, enrofloxacina e ceftiofur, para um organismo

comum em aguas doces, a cianobactéria Microcystis aeruginosa.

Para tal simularam-se em laboratério condi¢cdes de exposicdo aos antibioticos que
podem surgir em meio aquatico. Meio de cultura Zs dopado com 10, 100, 1000 e 10 000
ug/L de antibioticos, foi exposto a luz artificial e mantido na auséncia de luz, para estudar
a possivel ocorréncia de fotodegradacdo. Meio de cultura inoculado com a cianobactéria
M. aeruginosa foi igualmente exposto a antibiéticos e a luz artificial, e os resultados foram
comparados com os obtidos para as mesmas concentracdes de antibioticos expostos a luz
mas sem inoculacdo, de forma a averiguar o que acontecia a concentracdo de antibiéticos
no meio inoculado. Amostras foram recolhidas apés 0,5; 3; 7; 28 e 56 horas de exposic¢éo,
realizando-se a monitoriza¢ao do crescimento da cianobactéria pela medicao da densidade
Otica do meio de cultura a 750 nm, aos mesmos tempos de exposi¢do. Para analise dos
antibiéticos usou-se a extracdo em fase sdlida, seguida de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detetor de diodos.

Placas de 96 pocos dopadas com concentragfes individuais de antibiéticos (10,
100, 1000 e 10 000 pg/L) e concentracdes combinadas de tetraciclina e enrofloxacina,
foram expostas a luz artificial durante 168 horas, para estudar a toxicidade dos antibidticos
e de misturas de antibioticos para a M. aeruginosa. Para analise do crescimento da
cianobactéria a densidade otica do meio de cultura foi medida inicialmente e apés 168

horas de exposicao.

Os resultados obtidos demonstraram que a luz artificial contribui para a degradacgéo
destes antibioticos veterinérios, nas concentra¢cdes mais baixas testadas (10 e 100 pg/L).
A presenca de cianobactérias no meio de cultura teve influéncia sobre a reducdo da

concentracdo dos antibiéticos, principalmente nas concentragées 100 e 1000 pg/L.

A monitorizacdo do crescimento de M. aeruginosa demonstrou que as tetraciclinas
(minociclina, oxitetraciclina e tetraciclina) foram, dos antibidticos estudados, as mais
téxicas para a cianobactéria. Exposicbes combinadas de tetraciclina e enrofloxacina
revelaram-se menos toxicas para as cianobactérias do que exposicdes de antibidticos

individuais.



Considerando a continua entrada de antibioticos no meio aquatico, e o facto de as
cianobactérias estarem na base da cadeia trofica, sendo produtores primarios, 0s
resultados obtidos sédo importantes para a compreensdo do comportamento dos

antibidticos veterinarios no meio ambiente e do seu impacto.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the toxicity of veterinary antibiotics,
minocycline, oxytetracycline, tetracycline, enrofloxacin and ceftiofur, for a common

organism in fresh water, the cyanobacterium Microcystis aeruginosa.

For that purpose, conditions that may exist in the aquatic environment were
simulated in laboratory. Culture medium Zs doped with 10, 100, 1000 and 10 000 pg/L of
antibiotics was either exposed to artificial light, or kept in the absence of light, to study the
possible occurrence of photodegradation. Culture medium inoculated with cyanobacteria,
and exposed to artificial light, were exposed to the antibiotics, and the results were
compared with those obtained for the same concentrations of antibiotics but without
inoculation, to determine what happened to the concentrations of antibiotics in the medium
inoculated. Samples were collected after 0,5; 3; 7; 28 and 56 hours of exposure; the
monitoring of the growth of cyanobacteria was performed by measuring the optical density
of the culture medium at 750 nm, for the same exposure times. For analysis of the antibiotics
solid phase extraction, followed by high performance liquid chromatography with diode

array detector was employed.

96 well plates doped with individual concentrations of antibiotics (10, 100, 1000 and
10, 000 pg/L) and combined concentrations of tetracycline and enrofloxacin were exposed
to artificial light for 168 hours to determine the toxicity of antibiotics and mixtures of
antibiotics for M. aeruginosa. For analysis the growth of cyanobacteria the optical density

of the culture medium was measured initially and after 168 hours of exposure.

The results demonstrated that the artificial light contributes to the degradation of
these veterinary antibiotics, at the lowest concentrations tested (10 and 100 pg/L). The
presence of cyanobacteria in culture medium had influence on the reduction of

concentration of antibiotics, especially for 100 and 1000 pg/L.

The assessment of the growth of M. aeruginosa showed that tetracyclines
(minocycline, oxytetracycline and tetracycline) were, of the antibiotics studied, the most
toxic to cyanobacteria. Combined exposures of tetracycline and enrofloxacin were less toxic

to cyanobacteria than when exposed to antibiotics individually.

Taking into account the continuous entrance of antibiotics in aquatic media, and the

fact that cyanobacteria are on the bottom of the trophic chains, being primary producers,



these results contribute to the understanding of the fate and impact of veterinary antibiotics

in agquatic environments.
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1. Introducao

1.1 Poluentes ambientais emergentes

O meio ambiente esta constantemente a ser afetado por varios poluentes, tais como
poluentes ndo regulamentados, apesar de serem considerados uma possivel ameaca para
a saude publica e para o ambiente. Produtos farmacéuticos, juntamente com produtos de
cuidado pessoal, foram recentemente identificados como produtos quimicos de
preocupacdo ambiental emergente, devido aos seus potenciais efeitos toxicos (Li, 2014).
Nestes incluem-se os antibiéticos, hormonas, disruptores enddcrinos e anti-inflamatérios

nao-esteroides e analgésicos (Kot-Wasik et al., 2007).

Os produtos farmacéuticos causam maior preocupagao devido aos seus potenciais
efeitos toxicos pois sdo compostos biologicamente ativos que podem afetar organismos
ndo alvo (Garcia-Rodriguez et al., 2014). Os mais utilizados s&o os antibiéticos, numa
escala que pode ultrapassar 100 000 toneladas/ano (Wise, 2002). Em vérias partes do
mundo, tais como Europa e Estados Unidos, tem sido relatada a presenca de numerosas
classes de antibiéticos em meio aquético sendo alguns deles ambientalmente persistentes
(Zhang et al., 2014). Estes tém atraido cada vez mais ateng&o devido as suas atividades

biol6gicas, mesmo a baixas concentragfes (Pomati et al., 2004).

A designacao antibittico era, originalmente, atribuida a um agente produzido por
um microrganismo, com atividade bioldgica contra outros microrganismos. Os primeiros
antibidticos conhecidos eram de origem natural mas, hoje em dia podem também ser
obtidos por sintese quimica ou por modificagdo quimica de compostos de origem natural
(Kimmerer, 2009).

Os antibiéticos podem ser agrupados em familias em funcdo do seu mecanismo de
acao, espectro de atividade ou da sua estrutura quimica. Existem mais de dez familias de
antibiéticos, nomeadamente, tetraciclinas, fluoroquinolonas, sulfonamidas, -lactamicos,

macrolidos, aminoglicosideos e cefalosporinas (Kimmerer, 2009; Yu et al., 2012; Li, 2014).

Em geral, os antibidticos sdo moléculas complexas que podem ter diferentes
funcionalidades, sob diferentes condi¢des de pH, podendo surgir na forma neutra, anionica,
catidnica ou na forma zwitteriénica. As suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas, tais
como a atividade antibiotica e a toxicidade, podem variar com o pH do meio (Kimmerer,
2009).



Os antibidticos podem ser utilizados como agentes terapéuticos humanos ou
veterinarios, com a finalidade de prevenir e tratar infe¢6es microbianas (Castiglioni et al.,

2005), podendo também ser usados em aquacultura (Kimmerer, 2009).

A continua entrada destes compostos no meio ambiente pode induzir efeitos
adversos em organismos aquaticos e terrestres (Wille et al., 2010) e também respostas a

nivel de ecossistemas envolvendo espécies ndo-alvo (Kim et al., 2008).

1.1.1 Antibidticos veterinarios

Um antibidtico veterinario é aquele que é usado em medicina veterinaria com o
objetivo de prevenir e tratar doencas, mas também pode ser utilizado como promotor de
crescimento em apicultura, pecuéria e piscicultura, e como aditivo alimentar (Halling-
Sgrensen et al., 1998; Sarmah et al., 2006; Zuccato et al., 2010 e Li, 2014).

A maioria dos antibi6ticos sdo concebidos para inibir o crescimento bacteriano ou
para atacar componentes bacterianos, tais como paredes celulares, membranas celulares

ou enzimas essenciais (Liu et al., 2012).

Neste trabalho, foram usados antibidticos veterinarios, nomeadamente a
minociclina (MNC), oxitetraciclina (OTC) e tetraciclina (TET), que pertencem a familia das
tetraciclinas, a enrofloxacina (ENR) que pertence a familia das fluoroquinolonas e o
ceftiofur (CEF) que faz parte da familia das cefalosporinas. A escolha destes antibioticos
deveu-se ao facto das tetraciclinas serem um dos grupos de antibidticos mais prescrito
(Garrido-Mesa et al., 2013), e mais frequentemente detetado em aguas residuais e aguas
de superficie, juntamente com as fluoroquinolonas (Babi¢ et al., 2013); e da existéncia de
poucos estudos que avaliem a toxicidade do ceftiofur sobre os organismos aquaticos. Na

tabela 1 encontram-se descritos alguns dados dos antibiéticos de estudo.

As tetraciclinas sdo muito utilizadas devido ao seu amplo espectro de acdo e
enorme eficacia no tratamento de infecBes causadas por bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Estes antibiéticos tém a capacidade de se ligar a subunidade ribossomal 30S,
impedindo a associacdo do aminoacil-tARN aos ribossomas bacterianos, inibindo a sintese
de proteinas (van der Griten et al., 2010; Garrido-Mesa et al., 2013; Gonzalez-Pleiter et al.,
2013).

A ENR é uma fluoroquinolona de amplo espectro de atividade contra bactérias

(gram positivas e negativas) e micoplasma (Babi¢ et al., 2013). Este antibitico tem como
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proteinas alvo as enzimas ADN-girase e topoisomerase IV, que sdo essenciais para a

duplicacao e transcricdo do ADN nas bactérias (Speltini et al., 2010).

Tabela 1. Dados sobre os antibiéticos estudados

Antibiotico Familia CAS Ma?;,?n I(\)/:;)Iar rormua
Minociclina Tetraciclinas 13614-98-7 493,94 C23H27N30/Cl
Oxitetraciclina Tetraciclinas 2058-46-0 496,89 C22H25CIN2Og

Tetraciclina Tetraciclinas 60-54-8 444,44 C22H24N20s
Enrofloxacina  Fluoroquinolonas 93106-60-6 359,40 C19H22FN303
Ceftiofur Cefalosporinas 80370-57-6 523,56 C19H17Ns07S3

O CEF é uma cefalosporina de terceira geragdo que € usado no tratamento de
infecbes bacterianas e em alimentacdo controlada de animais. Inibe a sintese da parede

celular bacteriana, provocando a morte da célula (Puig et al., 2007; Subbiah et al., 2012).

Na Fig.1 encontram-se representadas as estruturas quimicas dos antibiéticos

veterinarios de estudo.
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Figura 1. Estruturas quimicas dos antibiéticos: (a) minociclina, (b) oxitetraciclina, (c) tetraciclina, (d)
enrofloxacina e (e) ceftiofur.



1.1.2 Vias de exposi¢ao no meio ambiente

Normalmente, os antibiéticos tém tempos de meia-vida relativamente curtos, no
entanto sdo considerados como "pseudo-persistentes” porque Sao continuamente

introduzidos no ambiente, o que leva a sua presenca permanente permitindo, assim,

exposi¢des cronicas (Brain et al., 2005 e Li, 2014).

A presenca destes produtos no ambiente depende de muitas varidveis, tais como a
quantidade de produto farmacéutico produzido, a dosagem e a frequéncia com que é
usado, as vias metabdlicas empregues pelos organismos, e por fim, a eficdcia do

tratamento dos residuos (Kot-Wasik et al., 2007).

Os antibidticos podem nao ser completamente metabolizados quer pelos humanos
guer pelos animais, sendo excretados para 0 meio ambiente, na forma inalterada ou como
metabolito ativo (Kimmerer, 2009; Chen e Guo, 2012). A percentagem de composto que
€ excretada na forma ndo-metabolizada ou como metabolito ativo pode ser em alguns
casos de 90% (Pinheiro et al., 2013). Para além desta introducéo direta no meio ambiente
(através de substancias de excrecao, tais como urina e fezes), descargas industriais,
aterros e lixiviagdo subsequente, ou a aquacultura (Kot-Wasik et al., 2007) também

contribuem para a sua introducéo no meio aquético.

No entanto, a principal fonte destes produtos farmacéuticos para o meio ambiente
sdo as estacOes de tratamento de aguas residuais (ETARs). Os antibiéticos entram nas
ETARs através de esgotos domésticos e hospitalares ou através de descargas industriais
(Babi¢ et al., 2013). As ETARs foram projetadas para remover, entre outros, carbono e
azoto, bem como para controlar a poluigdo microbiana (Carballa et al., 2004), porém,
normalmente recebem uma grande quantidade de compostos diferentes, incluindo os
antibidticos, para as quais as tecnologias de tratamento ndao foram especificamente

projetadas e, assim, estes podem ser apenas parcialmente eliminados (Li, 2014).

O fluxo de residuos, durante o tratamento de aguas residuais, é separado em dois
componentes, efluentes liquidos e sdlidos. Uma grande fracdo dos residuos
antropogénicos, incluindo numerosos produtos farmacéuticos, podem incorporar-se no
componente soélido. Devido ao facto de muitos terem moderados a elevados coeficientes
de particdo octanol-agua sofrem particao hidrofébica ligando-se a fase soélida que é rica em

matéria organica, durante o tratamento de aguas residuais (Kinney et al., 2008).

Os compostos com baixos coeficientes de particdo tendem a permanecer na fase
aquosa, o que favorece a sua mobilidade através da ETAR, atingindo assim o meio

aquético (Carballa et al., 2004). De forma a reduzir a quantidade destes compostos no meio
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ambiente a otimizacdo dos tratamentos das aguas residuais poderd ser um fator
importante. O tratamento mais apropriado poderd ser determinado através da
monitorizacdo das 4guas ja tratadas e da monitorizacdo das adguas de superficie para as

guais sdo descarregadas as aguas residuais (Kot-Wasik et al., 2007).

Os produtos farmacéuticos ndo séo totalmente destruidos nas ETARs através de
técnicas convencionais como a biorremediacao e 0os processos fisico-quimicos, tais como
a volatilizacdo, adsorcdo, sedimentacdo e filtracdo. A desinfecdo do efluente final é
obrigatoria e a cloracdo e/ou irradiacéo ultravioleta sdo aplicados na maioria das ETARS,
porém, os antibidticos podem resistir a ambas as técnicas. No entanto, estdo a ser
desenvolvidos sistemas de recuperacdo de agua avancados, como a ozonizagao, foto-
Fenton e osmose reversa que poderdo contribuir para uma maior eliminagdo desses

poluentes emergentes (Sirés e Brillas, 2012).

Nos efluentes de ETARs tém sido detetados varios tipos de antibiticos, em
concentragcdes na ordem dos ng/L a pg/L. Estas baixas concentragbes no ambiente
aguatico fizeram com que estes compostos passassem despercebidos durante muitos
anos (Brain et al., 2005; Castiglioni et al., 2005). Casos de contaminagdo das &aguas
superficiais por antibioticos tém sido relatados desde 1982 (Chen e Guo, 2012). Os
antibidticos que sdo mais frequentemente detetados em aguas residuais e aguas de
superficie sao as fluoroquinolonas, seguidos pelas sulfonamidas, tetraciclinas e macrélidos

(Babic¢ et al., 2013), ndo se encontrando niveis de ceftiofur descritos.

O destino dos produtos farmacéuticos no ambiente é determinado por processos
bidticos e abibticos. Os fendmenos de fotodegradacao, hidrélise e adsorcdo sdo os
processos mais marcantes da eliminagéo abiética dos produtos farmacéuticos (Babi¢ et al.,
2013).

Existem muitos compostos farmacologicamente ativos em que a fotodegradacéo &
a principal via de eliminagéo de aguas de superficie (Sturini et al., 2010). A fotodegradagéo
é definida como sendo um processo pelo qual um composto € alterado por ag¢éo da luz
(Lunestad et al., 1995), podendo ocorrer fotodegradacéo direta do composto, que resulta
da absorcao direta de luz ou fotodegradacéo indireta que envolve fotossensibilizadores
naturais, tais como, nitrato e acidos himicos, em que o composto é alterado por acéo de

um produto de outro composto que absorveu luz (Andreozzi et al., 2003).

Estudos anteriores relatam a ocorréncia de fotodegradacdo de antibiGticos
presentes em efluentes de aguas residuais (Andreozzi et al., 2003), em aguas de superficie
(Ge et al., 2010), em agua natural (Sturini et al., 2010) e em aguas residuais (Babic et al.,

2013). A fotodegradagéo de antibioticos tem sido estudada usando diferentes fontes de luz,
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particularmente luz solar natural (Lunestad et al., 1995), simulador de luz solar (Ge et al.,
2010), luz ultravioleta (Batchu et al., 2014) e luz fluorescente proveniente de uma lampada
branca fria (Robinson et al., 2005).

1.2 Efeitos dos antibidticos veterinarios no meio aquatico

Como os antibidticos veterinarios nhdo sao completamente metabolizados pelo
organismo nem removidos pelas ETARs conseguem alcancar o meio ambiente, podendo
desta forma afetar adversamente os organismos existentes no ambiente aquatico e
terrestre (Kimmerer, 2009). A Fig.2 resume as possiveis vias de exposicdo, o destino e 0s

efeitos de produtos farmacéuticos veterinarios no meio ambiente.
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Figura 2. Vias de exposicéo, destino e efeitos dos produtos farmacéuticos veterinarios no meio
ambiente (adaptado de Jgrgensen e Halling-Sgrensen, 2000).

Os antibidticos veterindrios libertados para o meio ambiente sdo motivo de grande
preocupacdo pelas seguintes razdes: (1) contaminam uma grande parte dos recursos
aquaticos, (2) aceleram a proliferacao da resisténcia a antibiéticos por parte das bactérias,

(3) tém efeitos negativos sobre os ecossistemas formados por bactérias, conduzindo a



inibicdo do crescimento ou a morte destes organismos (Yang e Carlson, 2003; Costanzo
et al., 2005).

A resisténcia das bactérias aos antibidticos ja foi detetada em bactérias de aguas
superficiais (Ash et al., 2002), &gua potavel (Schwartz et al., 2003), esgoto (lversen et al.,
2002), solo agricola (Burgos et al., 2005) e de zonas de aquacultura (Kim et al., 2004).
Porém, as implicacBes desse fendmeno para a sallde humana ainda sédo pouco conhecidas
(Zuccato et al., 2010).

A maioria dos antibidticos tem elevada solubilidade, o que faz com que os
organismos aquaticos sejam sensiveis aos seus efeitos (Li, 2014). Estes podem afetar
tanto os produtores como os decompositores, potenciando a faléncia dos processos
primarios dos ecossistemas. Por isso € essencial avaliar o impacto dos antibioticos em
ecossistemas aquaticos, sendo também necessario avaliar os efeitos destes nas espécies
através de estudos de toxicidade (van der Grinten et al., 2010; Gonzalez-Pleiter et al.,
2013).

1.3 Bioensaios de toxicidade

Os bioensaios de toxicidade tém como objetivo avaliar a toxicidade de quimicos
sobre 0s organismos, através de parametros tais como o crescimento e sobrevivéncia do
organismo em estudo na presenca de um quimico especifico. Esta avaliacao é feita
utilizando varias condi¢cdes experimentais, tais como a quantidade e a pureza do quimico

em estudo, entre outros (Zagatto, 2008).
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Este tipo de teste é realizado em laboratério e mede os efeitos de diferentes
concentragbes de uma substéncia biologicamente ativa, possivelmente toxica, em
organismos previamente selecionados, permitindo assim a determinag¢éo da concentragéo

efetiva (ECy) que produz x efeito no organismo de estudo (Laitano et al., 2006).

Os bioensaios podem ser usados para varios fins, tais como determinar a toxicidade
dos agentes quimicos; estabelecer critérios e padrbes de qualidade da agua; avaliar a
necessidade de tratamento de aguas residuais em relacao aos requisitos de monitorizacéo
ambiental; avaliar a toxicidade relativa de diferentes substancias; estabelecer limites
méximos de descarga de efluentes para o ambiente aquético; avaliar a sensibilidade
relativa de organismos aquaticos; auxiliar na monitorizagdo dos programas ambientais e

prever os impactos de acidentes ambientais (Zagatto, 2008; Costa et al., 2008). A duracéo



deve ajustar-se a natureza do teste (exposi¢do aguda ou crénica), e do tipo de organismo
(a duracado do ciclo de vida), e deve ser levada a cabo sob condigbes semelhantes as

naturais (por exemplo, temperatura e pH) (Crane et al., 2006).

A Agéncia Europeia de Avaliacdo dos Medicamentos (EMEA) recomenda a
utilizacdo de cianobactérias em testes de efeitos téxicos de antibibticos; sendo elas
bactérias sdo mais suscetiveis a acao dos antibidticos. Robinson et al. (2005) e Gonzalez-
Pleiter et al. (2013) por meio de testes de toxicidade, constataram iSsoO mesmo, que as
cianobactérias sdo, em varias ordens de gradeza, mais sensiveis a este tipo de compostos

do que outros organismos fotossintéticos.

Na maior parte dos trabalhos sobre toxicidade realizados, foram estudados os
efeitos dos antibidticos na cianobactéria Microcystis aeruginosa, porque esta € uma das
estirpes mais amplamente distribuidas (Liu et al., 2012). Para a maioria dos antibiéticos
testados ja ha dados de ensaios de toxicidade para M. aeruginosa, mas para o antibiético
ceftiofur ainda ndo ha dados de toxicidade. Ensaios de toxicidade que testem efeitos de
misturas de antibiéticos também estdo ainda pouco descritos na literatura, apesar de para
outras classes de compostos se saber que os efeitos de exposicao a misturas poderdo ser

bastante diferentes dos efeitos de exposicdo a toxicos individuais.

1.4 Cianobactérias

As cianobactérias, também conhecidas como algas verdes-azuis, estdo entre 0s
organismos pioneiros do planeta Terra. S&o procariotas gram-negativas; tém a
particularidade de realizar a fotossintese de forma semelhante aos organismos eucariotas
(Zanchett e Oliveira-Filho, 2013) e apresentam uma ampla distribuicdo geografica (Blaha
et al., 2009).

No meio aquéatico estdo presentes em agua doce, marinha e salobra (Blaha et al.,
2009) sendo importantes produtores primarios. Algumas espécies conseguem fixar azoto
atmosférico, contribuindo para a fertilidade do solo e da agua. Porém, o seu crescimento
abundante em reservatérios de agua pode criar problemas praticos graves para o
abastecimento de agua (Bartram, 1999). O crescimento exponencial das cianobactérias
ocorre devido a dois fatores principais: a eutrofizacdo, que resulta do enriquecimento das
aguas em nutrientes, devido ao desenvolvimento das atividades agricolas, industriais e

urbanas; e as mudangas climaticas (Paerl e Huisman, 2008; Blaha et al., 2009).



Estas florescéncias de cianobactérias aumentam a turbidez dos ecossistemas
aquéticos, podendo levar a deplecédo de oxigénio devido a menor fotossintese de plantas
aquaticas, reduzindo, assim, o nimero de habitats de muitos peixes e invertebrados. Por
outro lado, a degradacdo da matéria organica também pode levar ao esgotamento do

oxigénio dissolvido na 4gua, matando os peixes (Paerl e Huisman, 2008).

As cianobactérias também sdo capazes de produzir uma grande variedade de
compostos nocivos e toxinas potentes (cianotoxinas), que alteram a qualidade da agua e
constituem uma enorme preocupacao para a salde humana (Bartram, 1999; Blaha et al.,
2009).

As cianobactérias sdo organismos propicios ao estudo do impacto dos antibiéticos
veterinarios na producgdo primaria dos sistemas aquaticos, uma vez que Sao organismos
fotossintéticos, portanto produtores primarios, que estdo na base da cadeia tréfica. Efeitos
sobre o crescimento e vitalidade destes organismos podem, potencialmente, repercutir-se
ao longo de toda a cadeia trofica.

1.5 Metodologias analiticas

A andlise de produtos farmacéuticos constitui um grande desafio, pelas seguintes
razdes: ha uma grande variedade de compostos farmacéuticos; a necessidade de
identificar ndo apenas os produtos em questdo, mas também seus derivados e metabolitos;
a diversidade de matrizes (por exemplo, sedimentos, lamas de ETARs, aguas de
superficie, aguas residuais e amostras bioldgicas); a possibilidade de interferéncia entre os
componentes da amostra com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes; e a falta de
normas adequadas e materiais de referéncia certificados (Kot-Wasik et al., 2007). Todos
estes factos fazem com que ndo exista um método analitico Gnico para detetar todos os

produtos farmacéuticos.

Quando, na década de 1990, a analise de residuos de produtos farmacéuticos se
tornou uma questao importante, a cromatografia gasosa (CG) foi a técnica cromatografica
mais aplicada, juntamente com varios procedimentos de derivatizacdo dos analitos
(Buchberger, 2007). A cromatografia gasosa e a cromatografia liquida (CL), em
combinacdo com processos de extracdo e métodos de limpeza, e a derivatizacédo
proporcionaram aos analistas a oportunidade de quantificar varios produtos farmacéuticos

e 0s seus metabolitos, a baixos niveis de concentragédo (Fatta-Kassinos et al., 2011).



A cromatografia pode ser acoplada a diferentes tipos de detetores, tais como detetor
de diodos (DAD) ou um espetrometro de massa (MS). A CL-MS tem sido a técnica
escolhida para detetar baixos niveis de produtos farmacéuticos e permite a obtencdo de

maior informacado sobre os compostos (Fatta-Kassinos et al., 2011).

No entanto a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a DAD,
embora menos sensivel e seletiva, € mais acessivel, tendo-se tornado na principal
ferramenta de analise na maioria dos laboratérios (Malintan e Mohd, 2006).

A fim de detetar a maioria dos produtos farmacéuticos, que se encontram no
ambiente em concentragfes muito baixas, sdo necessarios métodos analiticos com limites
de detecéo (LOD) também eles muito baixos. Em muitos casos, a pré-concentracdo e a
separacao dos analitos da matriz € um pré-requisito para se chegar a um limite de detecao
baixo, pelo que é necesséria a preparacdo da amostra de modo adequado (Kot-Wasik et
al., 2007).

Atualmente a extragdo em fase sdlida (SPE) é uma técnica muito usada e bem
estabelecida para a preparagdo da amostra. De uma forma geral, a SPE é indicada para

qualquer tipo de matriz que necessite de ser pré-concentrada (Tong et al., 2009).

Cavenati e colaboradores utilizaram, para SPE de antibi6ticos, cartuchos com um
polimero que é simultaneamente hidrofilico e lipofilico (HLB) (Cavenati et al., 2012); no
cartucho existe um sorbente com a capacidade de extrair simultaneamente analitos polares
acidos, neutros e basicos (Weigel et al., 2004).

1.6 Objetivos

O objetivo deste estudo foi contribuir para a compreensédo do comportamento dos
antibiéticos no meio ambiente, e respetivo impacto, avaliando a toxicidade de antibiéticos
veterinarios para a cianobactéria M. aeruginosa. Para tal, simularam-se em laboratorio
condicbes de exposicdo aos antibidticos que podem surgir no meio ambiente,
nomeadamente exposicdo a luz em meio de cultura, bem como exposicao a luz em meio

de cultura, inoculado com cianobactérias.
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2. Material e Métodos

2.1 Material e reagentes

Na realizacdo deste trabalho foram utilizados metanol e acetonitrilo
(CHROMASOLV®, qualidade HPLC), acido cloridrico (37%, reagente ACS) e &cido féormico
(98%, reagente ACS), que foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (Barcelona, Espanha). O
azoto (grau de pureza 99.995%) foi adquirido a Air Liquid (Madrid, Espanha). Os
antibidticos veterinarios usados eram de elevado grau de pureza (> 90%) e foram
fornecidos pela Sigma-Aldrich (Barcelona, Espanha). Outros reagentes e solventes usados
tinham elevada pureza (grau analitico).

De forma a evitar possiveis contaminacgfes, todo o material de vidro e de plastico
foi lavado com agua e sabdo, posteriormente com agua desionizada (condutividade <0,1
uS cm?), deixado durante a noite num banho de acido cloridrico (Pronolab) a 10% (v/v), e
lavado, novamente, varias vezes com agua desionizada. Por fim, foi seco numa estufa a
cerca de 40 °C. O material de plastico (garrafas de policarbonato Nalgene® e pontas de
pipetas) foi esterilizado em micro-ondas durante 10 minutos ou 5 minutos a 700 W. Os
erlenmeyers de vidro, com rolhas de algodao enrolado em gaze, foram esterilizados na
estufa a 170 °C, durante 1 h.

Todas as manipulagbes das amostras foram realizadas numa cémara de fluxo

laminar classe 100, numa sala com ar filtrado de classe 100.

2.2 Preparacao de solucoes

2.2.1 Solucdes padréo individuais e solu¢cdes padrao de trabalho

Os antibidticos veterinarios utilizados neste trabalho foram a MNC, OTC, TET, ENR
e CEF. Inicialmente, foram pesados 15 mg de cada um dos cinco antibiéticos veterinarios,
gue foram dissolvidos individualmente em 15 mL de metanol, obtendo-se assim uma

solugcdo com concentracgédo final de 1 g/L.

A solucdo padrao de trabalho foi preparada mensalmente, tendo sido obtida por

mistura de todos os antibioticos estudados. Procedeu-se a diluicdo em metanol de 1 mL de
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padrdo individual de cada um dos antibiéticos num volume final de 25 mL, obtendo-se uma

solucao de concentragdo 40 mg/L (P4o). A solugéo foi mantida em frasco ambar (protegida

da luz para evitar possivel fotodegradacao) e armazenada num congelador a -18 °C. Esta

solucéo padrao foi utilizada para preparar as concentracdes necessarias a testar.

2.2.2 Meio de cultura Zs

O meio de cultura usado neste trabalho foi 0 meio Zs, preparado de acordo com

Kotai (1972). A composicdo do meio Zg encontra-se detalhada na tabela 2. Este meio de

cultura foi empregue porque é propicio ao crescimento de cianobactérias e, para garantir

0 crescimento destes organismos sem contaminagbes, o meio foi esterilizado em

au

toclave.

Tabela 2. Composicao do meio de cultura Zs para um volume final de 1 L de agua.

Solucdes

Volume

Solugéo | (0,467 g de NaNOsz; 59 mg de Ca(NOs)2#4H20; 0,25 g de
M@gSO4+7H20 em 1 L de agua desionizada)

Solug&o Il (31 mg de NH4Cl; 0,02 g de Na2COs em 1 L de agua
desionizada)

Solugéo Il (10 mL de solucéo de ferro (2,8 g de FeClz*6H20 em 100 mL
de HCI 0,1 M); 9,5 mL de solucdo de EDTA (3,9 g de NazEDTA em 100

mL de NaOH 0,1 M); diluicdo a 1 L com &gua desionizada)

Solugéo IV (solugdo de micronutrientes: 3,1 g de H3sBOs; 2,23 g de
MnS04+4H20; 0,22 g de ZnS0O4+7H20; 0,088 g de (NH4)sM07024°4H20;
0,146 g de Co(NOs)2*6H20; 0,054 g de VOSO46H.0; 0,474 g de
Al2(S04)3K2S04+2H20; 0,198 g de NiSO4(NH4)2S04+6H:0; 0,154 g de
Cd(NO3)2#4H20; 0,037 g de Cr(NO3)s:*7H20; 0,033 g de NazWO4+2H:0;
0,119 g de KBr; 0,083 g de Kl em 1 L de 4gua desionizada)

10 mL

10 mL

10 mL

ImL
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2.3 Cultura de Microcystis aeruginosa

Neste trabalho foi usada a espécie M. aeruginosa (LEGE 05195), que foi isolada do
reservatdrio do Torrdo no rio Tamega (norte de Portugal) e mantida a crescer em
laboratorio. As cianobactérias foram cultivadas em meio Zg esterilizado. Em todas as
experiéncias, as culturas foram incubadas numa camara de crescimento com ambiente
controlado, em que a temperatura era de 22 + 2 °C e a intensidade de luz de 18 JEm~2s™!

(16 h luz /8 h escuridao) fornecida por uma lampada fluorescente branca fria.

2.4 Variacdo da concentragdo dos antibioticos

2.4.1 Testes de fotodegradacao

Neste estudo, as concentracdes de antibibticos veterinarios testadas foram de 10,
100, 1000 e 10 000 pg/L, cada uma com trés réplicas.

A cada erlenmeyer, devidamente esterilizado e descontaminado, foram adicionados
150 mL de meio de cultura Zs (a exceg¢do da solucdo de concentracdo 10 pg/L em que
foram adicionados 200 mL de meio Zs) e, em seguida, procedeu-se a dopagem das

amostras com o volume necessario a partir do padréo Pao.

Procedeu-se a exposicao continua e controlada das amostras a luz fluorescente,
proveniente de uma lampada branca fria com intensidade de 18 JEm~2s™! (16 h luz /8 h
escuriddo), nas camaras de crescimento, a 22 + 2 °C, durante 56 horas. Paralelamente
foram colocados controlos ao abrigo da luz, embrulhados em papel de aluminio, numa
camara escura a 22 + 2 °C. Ap0s 0,5; 1; 3; 7; 28 e 56 horas de exposicao foi realizada a

recolha das amostras e respetivos controlos-

Para a concentracao de 10 pg/L foram recolhidos 200 mL e para a concentracdo de
100 pg/L foram recolhidos 50 mL para frascos de plastico castanho, de modo a evitar
contacto com a luz apds o periodo de exposicdo. As amostras foram guardadas a -18 °C
até serem processadas por SPE. No caso das solu¢des de concentragfes 1000 pg/L e 10
000 pgl/L, foi retirado 1 mL de cada réplica para vials de 1,5 mL, de cor @mbar, para andlise
direta no HPLC. As amostras foram acidificadas com HCI 37% (pH 2) para posteriormente

poderem ser tratadas por SPE (Cavenati et al., 2012)
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2.4.2 Testes com M. aeruginosa

As concentracdes de antibidticos veterinarios testadas neste estudo foram 10, 100

e 1000 ug/L, cada uma com trés réplicas.

Para a concentracdo de 10 ug/L a estirpe de M. aeruginosa foi inoculada em frascos
de erlenmeyer com 200 mL de meio de cultura Zs. No caso das concentracdes 100 e 1000
pug/L os frascos continham 150 mL de meio de cultura Zs. Em ambos os casos, a
concentragéo inicial de M. aeruginosa foi de 1x10° células/mL (OCDE, 2011). Também
foram expostos, em paralelo e triplicado, meios de cultura inoculados com cianobactérias

sem adicao de antibiéticos (controlos).

Os erlenmeyers foram expostos a luz nas camaras de crescimento e,
subsequentemente, monitorizados a cada 0,5; 3; 7; 28 e 56 horas de exposicdo. As
amostras recolhidas foram filtradas por um filtro de microfibra de vidro (Whatman®, GF/G),
com porosidade 0,47 um e acidificadas com HCI (como descrito anteriormente). Recolheu-
se 200 mL de amostra da concentracdo de 10 pg/L, 50 mL de amostra da concentracdo

100 pg/L e 1 mL de amostra da concentra¢do 1000 pg/L (como descrito anteriormente).

De cada erlenmeyer foram recolhidos 3 mL, antes da filtrag&o, para se proceder as
leituras de densidade 6tica (DO) a 750 nm (espectrofotometro Unicam 5675) e contagem
celular, utilizando um hemocitémetro (camara de Neubauer). As tomas foram feitas as

mesmas horas em que se monitorizou a concentracdo de antibiéticos.

2.5 Medicéao de antibidticos veterinarios

A concentracdo dos antibiéticos no meio de cultura foi determinada usando técnicas
adaptadas a partir da literatura (Cavenati et al., 2012). Para as etapas de extragao,
separacao, detecdo e quantificagédo de antibidticos, a metodologia usada neste trabalho foi
SPE-HPLC-DAD.

2.5.1 Extrac&o em fase solida

A SPE foi realizada com cartuchos do tipo Oasis HLB (60 mg, 3 cm®) (Waters
Corporation Milford, MA, USA). Estes foram primeiramente condicionados com 5 mL de

metanol e, em seguida, com 5 mL de agua desionizada. As amostras, previamente
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acidificadas a pH 2 com HCI a 37%, foram passadas através do cartucho usando um
sistema de vacuo (Supelco, Espanha). Posteriormente, procedeu-se a limpeza do cartucho
com 5 mL de uma mistura de metanol/agua (5:95 v/v) e secou-se sob vacuo durante 30
min. A eluicdo das amostras foi realizada com 5 mL de metanol/acido formico (94:4 viv).
Procedeu-se a evaporagdo da amostra, até a secura, por passagem de azoto, a uma
temperatura de 35 °C. Por fim, a amostra foi redissolvida em 1 mL de &cido férmico 1%,
para posterior anélise por HPLC.

De realcar que apenas as solucfes de concentracdes 10 e 100 pg/L necessitaram
de um passo de pré-concentracdo, casos em que foram passados volumes de amostra de

200 mL e 50 mL, respetivamente.

2.5.2 Anélise dos antibi6ticos

Para a analise dos antibidticos foi utilizado um HPLC Beckman Coulter (System
Gold®), equipado com um detetor de diodos (DAD) (mdédulo 168) e um injetor automatico
(mdédulo 508). A coluna utilizada para a separacao dos analitos foi Luna C18 150 mm x 4.6

mm (Phenomenex) tendo a sua temperatura sido mantida a 25 °C.

Foram utilizados dois eluentes, o eluente A (1% de &cido férmico) e o eluente B
(acetonitrilo). O programa de gradiente usado foi: 100% de eluente A, mantendo-se as
condi¢@es isocraticas durante 2 min, seguido por 9 min de um gradiente linear de 70% de
eluente A. Apds 3 min, as condi¢des iniciais (100% de eluente A) eram retomadas,
prosseguindo-se o reequilibrio durante 4 min. O fluxo iniciava-se com 1,0 mL/min, durante
2 min, diminuindo para 0,8 mL/min nos 9 min seguintes e voltando a 1,0 mL/min nos ultimos
3 min. O tempo de corrida, que permitiu uma separacao eficiente dos antibiéticos, foi de 18
min. O volume de injecao foi de 50 UL. O sinal do detetor foi monitorizado para A=280 nm.
Os eluentes utilizados no HPLC foram filtradas através de filtros de acetato com porosidade

0,45 um (Whatman®) e desgaseificadas num banho de ultrassons durante 15 min.

Utilizando solugdes de concentracdes apropriadas de antibidticos (provenientes da
solucdo padréo P4g), no intervalo de 0,3 a 9 mg/L, foram obtidas curvas de calibracdo em

fase movel (1% de acido formico) e em meio de cultura Zs.
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2.6 Controlo do procedimento analitico

Devido a algumas solucdes carecerem de pré-concentracdo e/ou de filtracao prévia
(caso das solucdes com cianobactérias) tornou-se essencial o estudo das percentagens
de recuperacdo dos antibidticos, apés realizacdo da filtracdo e passagem por SPE.
Amostras dopadas, em meio de cultura Zg, foram comparadas através da quantificacdo de

antibiéticos por analise direta, apés SPE, e ap0ds filtracdo e SPE.

2.7 Testes de toxicidade com M. aeruginosa

M. aeruginosa a crescer em meio Zs (durante a fase de crescimento logaritmica) foi
colocada em placas de 96 pocos, com uma densidade otica final de 0,1. Cada poco foi
inoculado com um volume apropriado de antibiotico. O volume final em cada pocgo foi de
200 pL. Foram realizados testes em que as cianobactérias estiveram expostas a
concentragdes individuais de antibidtico de 10, 100, 1000 e 10 000 pg/L. Posteriormente,
foram realizados testes em que as cianobactérias foram expostas a misturas de TET e
ENR, em que se utilizaram as mesmas concentragbes usadas individualmente,
combinadas duas a duas. Misturam-se concentragfes de TET e ENR, uma vez que
pertencem aos grupos que sao mais frequentemente detetados no meio aquatico, sendo a

TET representativa das tetraciclinas de estudo.

Para cada concentragdo testada foram realizadas trés réplicas. Controlos
consistiram em meio de cultura com as mesmas concentragdes de antibidticos e sem

cianobactérias, e meio de cultura sem antibidticos e com cianobactérias.

As placas foram incubadas numa camara de crescimento a 22 + 2 °C com
intensidade de luz de 18 JEm~2s7! (16 h luz /8 h escuriddo) (OCDE, 2011).

O crescimento da M. aeruginosa foi monitorizado diariamente durante 7 dias,

medindo-se a DO a 750 nm, num leitor de microplacas (Biotek).

16



2.8 Tratamento de dados

A taxa de degradacdo dos antibiéticos no meio de cultura foi calculada usando a

equacao:

em que Co é a concentracdo inicial de antibiético e C: € a concentracdo de antibiético no

tempo t e K uma constante.

A taxa de crescimento especifica da cianobactéria M. aeruginosa em meio de
cultura foi calculada usando a equacéao:

_ (ln X1 —In x0>
A ——

em que Xo € X1 sdo a densidade 6tica inicial e final no intervalo de tempo (t).

O calculo da percentagem de inibigédo do crescimento celular foi feito de acordo com
a equagéo:

(ue — pt) o

% Inibicao = 100

em que pc e Ut sdo a taxa de crescimento especifica no controlo e em cada concentragéo
de antibiotico testada, respetivamente.

A determinacao da inibicdo do crescimento durante o periodo de exposi¢cdo, como
sugerido pela Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE)
método de ensaio 201 (OCDE, 2011), permitiu o célculo da concentragdo que inibe o

crescimento de 50% das células, ECso.

Foi realizado um teste t de Student para verificar se existiam diferencas
significativas entre as solu¢cdes em meio de cultura expostas a luz e ndo expostas; entre
as solucbes em meio de cultura expostas a luz com e sem cianobactérias, e entre as
concentracdes efetivas medidas ao longo do tempo e as concentracbes nominais
inoculadas no meio de cultura. Este teste também permitiu comparar as taxas de
crescimento das cianobactérias nos controlos e nas diferentes concentracdes testadas.
Para os célculos utilizou-se o SPSS 21 software (SPSS, USA).
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3.1 Controlo do procedimento analitico

estudo, como é visivel na Fig.3.
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3. Resultados

As condi¢des de HPLC usadas permitiram a separacao eficiente dos antibioticos de
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Figura 3. Exemplo de um cromatograma de HPLC-DAD (padrdo 5 mg/L, em 1% de acido férmico),
apresentando os picos e tempos de retencéo de minociclina (MNC), 8,5 min; oxitetraciclina (OTC),
9,8 min; tetraciclina (TET), 10,4 min; enrofloxacina (ENR), 11,0 min e ceftiofur (CEF), 13,8 min.

Tragaram-se curvas de calibragdo em 1% de &cido formico e em meio de cultura

Zg no intervalo de concentragfes 0,3 a 9 mg/L, obtendo-se linearidade até uma

concentracdo de 9 mg/L. Estas curvas foram significativamente diferentes (p<0,05) para

os antibiéticos OTC, TET e ENR (Fig. 5) pelo que se optou por utilizar a curva de

calibracdo em meio de cultura para as solucdes que foram analisadas diretamente por

HPLC (1000 e 10 000 pg/L) e curvas de calibracdo em fase mével para as solu¢cdes que

foram processadas por SPE (10 e 100 ug/L) e, consequentemente, dissolvidas em 1% de

acido formico. Na Fig.4 apresenta-se um exemplo de retas de calibracao obtidas para o
antibiético TET.
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Figura 4. Retas de calibragdo de tetraciclina em meio de cultura Zs (<) e em fase movel (0).

Na tabela 3 encontram-se os valores dos limites de detecdo (LOD) e limites de
guantificacdo (LOQ) obtidos pelas curvas de calibracdo em fase mével e em meio de

cultura Zs (calculados a partir da razao sinal/ruido (S/N) de 3 e 10, respetivamente).

Tabela 3. Limites de dete¢éo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ) de cada antibidtico.

LOD (ug/L) LOQ (pg/L)
Antibiotico , Meio de , Meio de
Fase movel cultura Zs Fase movel cultura Zs

Minociclina 0,3 69,9 11 233
Oxitetraciclina 100 60,6 0,5 202
Tetraciclina 0,3 63,0 11 210
Enrofloxacina 0,3 68,7 11 229
Ceftiofur 0,36 49,8 1,2 166

Eventuais perdas de antibidticos durante a SPE foram testadas. Utilizaram-se
amostras dopadas que foram pré-concentradas e compararam-se o0s valores das
percentagens de recuperacdo obtidos com os das amostras que foram analisadas
diretamente por HPLC. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas

(p=0,05), tal como tinha sido observado por Cavenati et al. (2012).
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Eventuais perdas por filtragdo também foram testadas. As amostras que foram
previamente filtradas globalmente n&o apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os valores para as solugdes filtradas e nao filtradas. Na Fig.5
apresenta-se como exemplo a enrofloxacina, para o qual foram observadas uma
recuperacao de 80 £ 16 % nas amostras filtradas e uma recuperagdo de 94 + 15 % nas

amostras nao filtradas.

120 -
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60 1

mFiltrada

A0 4 m[Mdo filtrada

20 -

Percentagem de recuperagio (%

0

Amostras

Figura 5. Percentagem de recuperacao da enrofloxacina, em solucdes filtradas e néo filtradas (100

ug/L). As barras de erro representam os desvios padrao de trés réplicas.

3.2 Variacdo da concentracdo dos antibioticos em meio de cultura por

acao daluz

A variacdo, com o tempo, da concentracéo dos antibidticos nas solugdes expostas
a luz artificial foi comparada com a variagdo da concentragdo dos antibiéticos quando

deixados ao abrigo da luz.

3.2.1 Minociclina

Na Fig.6 apresenta-se a variagdo da concentracdo de MNC em meio de cultura,

exposto a luz artificial e ao abrigo da luz, ao longo do tempo.
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Para a concentragéo 10 pg/L de MNC néo se verificam diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre as solugdes expostas a luz e ao abrigo da luz. Apds 3 h de

exposicao é atingido um valor inferior ao LOQ (1,1 pg/L), para as amostras expostas a luz.

Para as concentracdes 100, 1000 e 10 000 pg/L de MNC nao ocorrem diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as concentragdes das solucbes expostas a
luz e ao abrigo da luz, para nenhum tempo de exposicéo.

Consequentemente, a variagdo da concentragdo do antibidtico no meio de cultura
nao pode ser exclusivamente atribuida a fotodegradacao.
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Figura 6. Variacdo da concentracdo de minociclina em meio de cultura: ao abrigo da luz (A) e
exposta a luz artificial (H). Meio de cultura com concentracdo nominal de minociclina: (a) 10 ug/L,
(b) 100 pg/L, (c) 1000 pg/L e (d) 10 000 pg/L. As barras de erro representam os desvios padrdo de
trés réplicas.

Tanto na presengca como na auséncia de luz ocorre um decréscimo da concentracéo
de MNC ao longo do tempo, exceto para a concentragdo mais alta testada. Ao fim de 0,5
h, no caso da concentracdo nominal 10 pg/L a concentracdo de MNC diminuiu cerca de

60%, e no caso da concentracdo de 100 pg/L diminui cerca de 40%. Para a concentracao
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de 1000 pg/L observa-se apenas uma tendéncia de decréscimo ao longo do tempo. No
caso da concentragdo mais alta testada ndo é observavel variacdo significativa da

concentracao.

3.2.2 Oxitetraciclina

Na Fig.7 apresenta-se a variacdo da concentracdo de OTC em meio de cultura,

exposto a luz artificial e ao abrigo da luz, ao longo do tempo.

Por andlise dos valores observados para as solu¢des de concentracdo nominal 10
pg/L de OTC constata-se que ocorrem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
entre as solugbes expostas a luz e ao abrigo da luz, depois de 3 h de exposicao, sendo
menores as concentragdes nas solugdes expostas a luz. As 28 h de exposicéo ja havia

sido atingido um valor inferior ao LOQ (0,5 pg/L), para as amostras expostas a luz.

Para a concentragdo nominal de 100 pg/L de OTC, ocorrem diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as solu¢des expostas a luz e ao abrigo da luz,
apos 7 h de exposi¢éo, sendo menores as concentracdes nas solugdes expostas a luz. As
56 h de exposicéo ja tinha sido atingido um valor inferior ao LOQ (3,4 pg/L), para as

amostras expostas a luz.

Para a concentracdo de 1000 pg/L ndo se verificam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre as concentragdes das solucdes expostas a luz e ao abrigo da
luz, para nenhum tempo de exposicdo. As 56 h de exposicéo ja havia sido atingido um

valor inferior ao LOQ (502 ug/L), para as amostras expostas a luz e ao abrigo da luz.

No caso da concentracdo mais elevada (10 000 pg/L) ndo se verificam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as concentragbes das solugbes expostas a

luz e ao abrigo da luz, para nenhum tempo de exposicéo.

Consequentemente, a variacdo da concentracdo do antibiético no meio de cultura

ndo pode ser exclusivamente atribuida a fotodegradacao.

Por andlise da Fig.7 verifica-se que tanto na presen¢ga como na auséncia de luz
ocorre um decréscimo da concentracdo de OTC ao longo do tempo, exceto para a
concentracdo nominal de 10 000 pg/L. Para a concentracdo de 1000 pg/L observa-se

apenas uma tendéncia de decréscimo ao longo do tempo.

23



12 a) 10 pg/L 120 b) 100 pg/L
10 100
: 804 | N
., .—-l\
6 ~ N\ 60 -
'Y \
4 “l\ 40
E 2 — \\\ 20
@ -' ‘
° 0 . . . . 0 .
2 05 3 T 28 56 0
&
< 1200 c) 1000 pg/L | 12000 - d) 10 000 pgiL
(9]
é 1000 i 10000 - _fi”\
800 -1\ 8000 1 i\“}
600 ¥ 6000 -
400 4000 1
200 2000 1
D T T T T U T T T T T

05 3 7 28 56

0

05 3 7 28 56

Tempo de exposigéo (horas)

Figura 7. Variagcdo da concentracdo de oxitetraciclina em meio de cultura: ao abrigo da luz (A) e
exposta a luz artificial (H). Meio de cultura com concentracao nominal de oxitetraciclina: (a) 10 ug/L,
(b) 100 pg/L, (c) 1000 pg/L e (d) 10 000 ug/L. As barras de erro representam os desvios padrao de
trés réplicas.

3.2.3 Tetraciclina

Na Fig.8 apresenta-se a variacdo da concentracdo de TET em meio de cultura,
exposto a luz artificial e ao abrigo da luz, ao longo do tempo.

Os valores obtidos para a solucéo de concentracdo nominal 10 pg/L de TET exposta
a luz séao significativamente inferiores aos observados para as concentracdes na solucéao
ao abrigo da luz, apos 3 h de exposicao. Apés 28 h de exposicao ja tinha sido atingido um

valor inferior ao LOQ (1,1 ug/L), para as amostras expostas a luz.

No caso das solu¢des de concentracdo nominal 100 pg/L verificam-se diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as concentracdes das solu¢bes expostas a
luz e ao abrigo da luz, ao fim de 28 h de exposi¢do, sendo menores as concentracdes nas
solucdes expostas a luz.
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Para as concentragbes 1000 e 10 000 pg/L de TET n&o se verificam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as concentragbes das solugcbes expostas a

luz e ao abrigo da luz, para nenhum tempo de exposicao.

Também, neste caso, a variacdo da concentracao do antibiético no meio de cultura
ndo pode ser unicamente devida a fotodegradacéo.
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Figura 8. Variacdo da concentracdo de tetraciclina em meio de cultura: ao abrigo da luz (A) e
exposta a luz artificial (). Meio de cultura com concentracdo nominal de tetraciclina: (a) 10 ug/L,
(b) 100 pg/L, (c) 1000 ug/L e (d) 10 000 pg/L. As barras de erro representam os desvios padrdo de
trés réplicas.

Para as concentracdes de 10 e 100 pg/L de TET observa-se que as solucdes
expostas a luz apresentam um decréscimo mais acentuado do que as solu¢des ao abrigo

da luz, particularmente, apds 3 e 28 h de exposicao.

No caso da concentracdo nominal de 1000 pg/L observa-se, tanto na presenca
como na auséncia de luz, apenas uma tendéncia de decréscimo apés 56 h. Porém, no caso
da concentracdo mais alta testada ndo é observavel variagdo de concentragdo, ao longo

tempo.
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3.2.4 Enrofloxacina

Na Fig.9 apresenta-se a variagdo da concentracdo de ENR em meio de cultura,

exposto a luz artificial e ao abrigo da luz, ao longo do tempo.

Os valores obtidos para as solu¢gBes de concentracdo nominal 10 pug/L de ENR
exposta a luz séo significativamente inferiores aos observados para as concentracdes nas
solucdes ao abrigo da luz, apés 3 h de exposicao.

Para as concentra¢des 100, 1000 e 10 000 pg/L de ENR néo se verificam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as concentragbes das solu¢cbes expostas a

luz e ao abrigo da luz, para nenhum tempo de exposicao.
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Figura 9. Variagdo da concentracdo de enrofloxacina em meio de cultura: ao abrigo da luz (A) e
exposta a luz artificial (). Meio de cultura com concentra¢éo nominal de enrofloxacina: (a) 10 pg/L,
(b) 100 pg/L, (c) 1000 pg/L e (d) 10 000 ug/L. As barras de erro representam os desvios padréo de
trés réplicas.

Para as soluctes de concentracdo 10 pg/L na presenca de luz observa-se um
decréscimo da concentracdo de ENR ao longo do tempo, ao contrario do que é observado

para as amostras ao abrigo da luz. Assim, excluindo o caso da concentracdo mais baixa
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testada, ndo parece ocorrer variacdo da concentracdo do antibiético no meio de cultura por

acao da luz.

No caso da concentracdo de 100 ug/L, tanto na presenca como ha auséncia de luz,
observa-se apenas uma tendéncia de decréscimo da concentracdo, ao longo do tempo. No
entanto, para as solucfes de concentracdo nominal 1000 e 10 000 pg/L ndo se observam

variagdes de concentragdo, ao longo do tempo.

3.2.5 Ceftiofur

Na Fig.10 apresenta-se a variagdo da concentragdo de CEF em meio de cultura,
exposto a luz artificial e ao abrigo da luz, ao longo do tempo.

Para as solucdes de concentragdo nominal 10 pg/L de CEF expostas a luz e ao
abrigo da luz, verificam-se diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
valores obtidos, apos 7 h de exposi¢do, sendo menores as concentracdes nas solucdes
expostas a luz. As 28 h de exposicéo ja havia sido atingido um valor inferior ao LOQ (1,2

pg/L), para as amostras expostas a luz.

No caso das solugdes de concentracdo nominal 100 pg/L expostas a luz e ao abrigo
da luz ocorrem diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05), apds 28 h de exposicao,

sendo menores as concentracdes nas solugbes expostas a luz.

Para as concentracdes mais elevadas (1000 e 10 000 pg/L) de CEF nao se
verificam diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05) entre as solugbes expostas a

luz e ao abrigo da luz, para nenhum tempo de exposicao.

Por andlise da Fig.10 verifica-se um decréscimo da concentragdo de CEF para a
concentracdo nominal 10 pg/L na presenca de luz, apos 7 h de exposigéo; para as solugbes
ao abrigo da luz ndo se verificam varia¢cdes de concentracdo, ao longo do tempo. A
variagdo da concentracao do antibiético no meio de cultura, ndo tera resultado, unicamente
da fotodegradacéo.

No caso da concentragéo de 100 ug/L, observa-se um decréscimo da concentracédo
ao longo do tempo, tanto para as solucdes expostas a luz como ao abrigo da luz. No
entanto, para as solugfes de concentracdo nominal 1000 e 10 000 pg/L ndo se observam

variagdes de concentragdo, ao longo do tempo.
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Figura 10. Variacao da concentracdo de ceftiofur em meio de cultura: ao abrigo da luz (A) e exposta
a luz artificial (H). Meio de cultura com concentracdo nominal de ceftiofur: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L,
(c) 1000 pg/L e (d) 10 000 pg/L. As barras de erro representam os desvios padrao de trés réplicas.

3.3 Variacdo da concentracdo dos antibioticos em meio de cultura por

acdo das cianobactérias

A variagdo da concentracdo dos antibidticos nas solu¢des expostas a luz artificial
foi comparada com a variagdo da concentracdo dos antibidticos nas solugdes expostas a
luz artificial e inoculadas com cianobactérias. Para facilitar a comparacao apresenta-se, de
novo, os resultados da variagédo da concentragdo dos antibiéticos nas solugdes expostas a
luz artificial.

As cianobactérias ndo foram expostas a concentracdo 10 000 ug/L porque esta

concentracdo de antibidtico foi considerada excessiva.
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3.3.1 Minociclina

Na Fig.11 apresenta-se a variagdo da concentragdo de MNC em solugfes expostas
a luz artificial, e em solucdes expostas a luz artificial e inoculadas com cianobactérias, ao
longo do tempo.

Os valores observados para a concentracdo nominal 10 pug/L de MNC, na solucéo
exposta a luz artificial e inoculada, ndao sao estatisticamente diferentes (p<0,05) dos
observados na solucdo ndo inoculada. As 7 h de exposicdo das solucdes com

cianobactérias ja tinha sido atingido um valor de concentracao inferior ao LOQ (1,1 pg/L).

No caso das solugdes de concentragdes nominais 100 e 1000 pg/L expostas a luz
artificial e inoculadas, os valores observados ao longo do tempo séo significativamente
mais baixos do que nas solu¢des ndo inoculadas. Para a solugdo de concentracdo 100
Hg/L atingem-se valores de concentragdo inferiores ao LOQ (4,3 pg/L), as 7 h de exposigéo

nas solu¢gbes com cianobactérias.
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Figura 11. Variagcdo da concentragdo de minociclina em meio de cultura exposta a luz artificial: meio
inoculado com M. aeruginosa (¢) e meio ndo inoculado (M). Meio de cultura com concentracdo
nominal de minociclina: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L e (c) 1000 pg/L. As barras de erro representam 0s
desvios padréo de trés réplicas.
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3.3.2 Oxitetraciclina

Na Fig.12 apresenta-se a variacdo da concentragdo de OTC em solucfes expostas
a luz artificial, e em solucdes expostas a luz artificial e inoculadas com cianobactérias, ao
longo do tempo.

Os valores obtidos para a solu¢do de concentracdo nominal 10 ug/L de OTC
exposta a luz artificial e inoculada, ndo sao estatisticamente diferentes (p<0,05) dos valores
observados para a solu¢do nao inoculada.
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Figura 12. Variagcdo da concentracdo de oxitetraciclina em meio de cultura exposta a luz artificial:
meio inoculado com M. aeruginosa (¢) e meio ndo inoculado (H). Meio de cultura com concentragédo
nominal de oxitetraciclina: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L e (c) 1000 ug/L. As barras de erro representam
os desvios padrao de trés réplicas.

Para a concentracdo nominal 100 pg/L exposta a luz e inoculada, as concentracdes
sao significativamente menores do que as obtidas na solu¢do n&o inoculada, mas somente
até 3 h de exposicdo. As 56 h de exposicdo nas solu¢ées com cianobactérias ja havia sido
atingido um valor de concentracao inferior ao LOQ (3,4 pg/L).
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Para a concentragdo nominal 1000 pg/L nédo se verificam diferengas, tal como no
caso da concentracdo 10 pg/L de OTC, pelo que ndo é observavel efeito da acdo das
cianobactérias.

3.3.3 Tetraciclina

Na Fig.13 apresenta-se a variacdo da concentracdo de TET em solu¢des expostas
a luz artificial, e em solucdes expostas a luz artificial e inoculadas com cianobactérias, ao

longo do tempo.

Os valores observados para a concentragdo nominal 10 pg/L de TET, na solucédo
exposta a luz e inoculada, nao foram estatisticamente diferentes (p<0,05) dos observados
na solu¢do néo inoculada, pelo que ndo é observavel efeito da agdo das cianobactérias.

As 28 h de exposicéo ja havia sido atingido um valor concentracg&o inferior ao LOQ (1,1
Hg/L).

Para a solucdo de concentracdo nominal 100 pg/L de TET exposta a luz e
inoculada, os valores obtidos séo significativamente menores do que os observados para

as concentracdes na solu¢éo ndo inoculada, mas somente até 3 h de exposicao.

No caso da solugéo de concentragdo nominal 1000 pg/L de TET exposta a luz e
inoculada, os valores obtidos sdo significativamente mais baixos que os valores
observados na solucéao ndo inoculada, ao longo do tempo, pelo que é observavel efeito da

acao das cianobactérias.
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Figura 13. Variagcdo da concentracdo de tetraciclina em meio de cultura exposta a luz artificial: meio
inoculado com M. aeruginosa (¢) e meio n&o inoculado (H). Meio de cultura com concentragédo
nominal de tetraciclina: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L e (c) 1000 pg/L. As barras de erro representam os
desvios padréo de trés réplicas.

3.3.4 Enrofloxacina

Na Fig.14 apresenta-se a variacdo da concentragdo de ENR em solucfes expostas
a luz artificial, e em solucdes expostas a luz artificial e inoculadas com cianobactérias, ao
longo do tempo.

Os valores obtidos para a concentragdo nominal 10 pg/L de ENR exposta a luz e
inoculada, ndo séo significativamente diferentes dos valores das concentracfes da solucao

ndo inoculada, pelo que ndo é observavel efeito da agdo das cianobactérias.

Para a solucédo de concentracdo nominal 100 pg/L exposta a luz e inoculada, os
valores obtidos s&o significativamente menores do que os observados para as

concentra¢des na solucao ndo inoculada, mas somente até 3 h de exposigéo.
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No caso dos valores observados para a solugcdo de concentracdo nominal 1000
Hg/L de ENR exposta a luz e inoculada, constata-se que séo significativamente mais baixos
que os valores das concentragdes na solu¢do néo inoculada, ao longo do tempo, pelo que

€ observavel efeito da presenca das cianobactérias.
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Figura 14. Variagdo da concentracdo de enrofloxacina em meio de cultura exposta a luz artificial:
meio inoculado com M. aeruginosa () e meio ndo inoculado (H). Meio de cultura com concentragao
nominal de enrofloxacina: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L e (c) 1000 ug/L. As barras de erro representam
os desvios padrao de trés réplicas.

3.3.5 Ceftiofur

Na Fig.15 apresenta-se a variagdo da concentracdo de CEF em solucfes expostas
a luz artificial, e em solucdes expostas a luz artificial e inoculadas com cianobactérias, ao

longo do tempo.

Os valores observados nas solu¢gbes de concentracdo nominal 10 pg/L de CEF
expostas a luz e inoculadas, nao sao estatisticamente diferentes (p<0,05) dos observados

na solugdo néo inoculada.

33



No caso da concentragdo nominal 100 pg/L exposta a luz e inoculada, os valores
obtidos séo significativamente menores do que 0s observados para as concentracdes na

solucdo ndo inoculada, mas somente até 3 h de exposicao.

Para a concentracdo nominal de 1000 pg/L, ndo é observavel o efeito da acdo das
cianobactérias.
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Figura 15. Variacdo da concentracdo de ceftiofur em meio de cultura exposta a luz artificial: meio
inoculado com M. aeruginosa (¢) e meio ndo inoculado (H). Meio de cultura com concentragédo

nominal de ceftiofur: (a) 10 pug/L, (b) 100 ug/L e (c) 1000 pg/L. As barras de erro representam os
desvios padréo de trés réplicas.

3.4 Cinética da variacdo da concentracdo dos antibioticos em meio de

cultura

Foi averiguado o tipo de relagédo entre a variagdo da concentracao dos antibioticos
em meio de cultura e o tempo de exposi¢cdo a luz. Nas Fig.16-20 apresentam-se 0s

resultados para os diferentes antibioticos.
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Figura 16. Representagéo de In (Ct/Co) em fungéo do tempo para a minociclina no meio de cultura:
meio inoculado com M. aeruginosa (<>) e meio ndo inoculado (7). Concentracdo nominal, Co, de
minociclina: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L e (c) 1000 pg/L. As barras de erro representam o0s desvios

padréo de trés réplicas.
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Figura 17. Representacdo de In (Ct/Co) em fungéo do tempo para a oxitetraciclina no meio de
cultura: meio inoculado com M. aeruginosa (<) e meio ndo inoculado (). Concentragdo nominal,

Co, de oxitetraciclina: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L e (c) 1000 pg/L. As barras de erro representam os
desvios padrao de trés réplicas.
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Figura 18. Representacéo de In (Ct/Co) em funcdo do tempo para a tetraciclina no meio de cultura:
meio inoculado com M. aeruginosa (<) e meio ndo inoculado (7). Concentracdo nominal, Co, de
tetraciclina: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L e (c) 1000 pg/L. As barras de erro representam os desvios

padréo de trés réplicas.
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Figura 19. Representacéo de In (Ct/Co) em funcdo do tempo para a enrofloxacina no meio de cultura:

meio inoculado com M. aeruginosa (<) e meio ndo inoculado (7). Concentracdo nominal, Co, de
enrofloxacina: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L e (c) 1000 pg/L. As barras de erro representam os desvios

padréo de trés réplicas.
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Figura 20. Representacéo de In (Ct/Co) em funcdo do tempo para o ceftiofur no meio de cultura:
meio inoculado com M. aeruginosa (<) e meio ndo inoculado (7). Concentracdo nominal, Co, de
ceftiofur: (a) 10 pg/L, (b) 100 pg/L e (c) 1000 pg/L. As barras de erro representam os desvios padrao

de trés réplicas.

Por analise das Fig.16-20 é possivel constatar que a variagdo das concentracdes
dos antibiéticos veterinarios com o tempo, ndo segue uma cinética de 12 ordem, uma vez

gue a diminuig&do da concentracdo dos antibiéticos néo foi linear ao longo do tempo.

3.5 Efeito dos antibioticos no crescimento de M. aeruginosa

Para determinar o efeito que os antibiéticos podem exercer sobre cianobactérias,
foi monitorizado o crescimento de M. aeruginosa. Foram realizadas medicdes de densidade
Otica e de densidade celular (DC). A comparacdo permitiu concluir que existe uma
correlacdo satisfatéria (Fig.21), pelo que a avaliagdo do crescimento de M. aeruginosa

pode ser realizada apenas pela monitorizagdo da DO a 750 nm.
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Figura 21. Correlagdo entre a densidade 6tica e a densidade celular. Meio de cultura inoculado com
M. aeruginosa (<).

Os efeitos resultantes da exposicdo de M. aeruginosa, a antibiéticos individuais,
foram avaliados em ensaios realizados em placas de 96 poc¢os, em que se testaram
concentracdes nominais de 10, 100, 1000 e 10 000 pg/L de MNC, OTC, TET, ENR e CEF.

A DO foi medida inicialmente e ap0s 7 dias de exposi¢do aos antibibticos, tal como
descrito no protocolo da OCDE (2011). Através dos dados obtidos foi possivel o calculo da
taxa de crescimento, percentagem de inibicdo do crescimento da cianobactéria e os

valores de toxicidade dos antibi6ticos para a espécie em estudo.

Pela andlise da Fig.22 e da tabela 4 constata-se que todos os antibiéticos estudados
sdo toxicos para a M. aeruginosa, sendo a ordem de toxicidade determinada:
OTC>MNC>TET>ENR>CEF.
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Figura 22. Curva de dose-efeito do crescimento de M. aeruginosa apos 168 h de exposicdo a
antibidticos. As barras de erro representam os desvios padréo de trés réplicas.

Tabela 4. ECso (ug/L) dos antibidticos veterinarios para M. aeruginosa.

Antibiéticos ECso
VNG 0,949
oTC 0,118
TET 21,0
ENR 22,1
CEF 49,3
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3.6 Efeito de misturas de antibioticos no crescimento de M. aeruginosa

O efeito de misturas de antibidticos no crescimento de M. aeruginosa foram
avaliados em ensaios realizados em placas de 96 pocos, dopadas com misturas de
tetraciclina e de enrofloxacina.

A DO foi medida apéds 0 horas e 7 dias de exposicéo e através desses valores foi
possivel o calculo da taxa de crescimento e da percentagem de inibicdo do crescimento da
cianobactéria.

Pela andlise da Fig.23 constata-se que a percentagem de inibicdo de crescimento
de M. aeruginosa na presenca apenas de TET foi superior a percentagem de inibi¢cdo de
crescimento na presenca das misturas de TET e ENR testadas.
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Figura 23. Inibicdo do crescimento de M. aeruginosa apés exposicdo a diferentes misturas de
tetraciclina e enrofloxacina. As barras de erro representam os desvios padrdo de trés réplicas.
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4. Discussao

4.1 Variacdo da concentracdo dos antibiéticos veterinarios em meio de

cultura

Neste trabalho foi possivel verificar a ocorréncia da diminuicdo das concentractes
dos antibiéticos em meio de cultura quando expostos a luz artificial e ao abrigo da luz.
Verificou-se, para as concentracdes de 10 e 100 pg/L, um decréscimo das concentracdes
mais acentuado nas primeiras horas de exposicdo, seguindo-se um periodo em que a
diminuicdo das concentra¢des nao foi tdo significativa. A diminuicdo da concentracéo dos
antibiéticos néo foi linear ao longo do tempo. Para as concentragcfes de 1000 e 10 000 pg/L

o decréscimo das concentragdes, quando ocorreu, foi similar ao longo do tempo.

Em varios estudos com antibioticos tem sido relatada a ocorréncia de
fotodegradacdo. Andreozzi et al. (2003) verificou que a ofloxacina se fotodegrada apos
exposicado a luz solar natural; Ge et al. (2010) e Babi¢ et al. (2013) constataram que a
enrofloxacina se fotodegrada apds exposicao a um simulador de luz solar, bem como apés
exposicao a luz solar natural, como verificou Sturini et al. (2010). Gémez-Pacheco et al.

(2012) concluiu que a tetraciclina é fotodegrada apos exposicao a luz ultravioleta.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que ocorre fotodegradagdo nas
concentragdes mais baixas testadas, nomeadamente nas concentracdes de 10 e 100 pg/L.
Para as solugfes de concentracdo 10 pg/L foi observavel a fotodegradacao dos antibioticos
testados, exceto da MNC. Para a concentragdo 100 pg/L apenas a OTC, TET e CEF se
degradaram ap0s exposicao a luz. Para as concentracdes de 1000 e 10 000 pg/L néo foi
observavel efeito de fotodegradacao, para nenhum dos antibiéticos testados. Isto podera
indicar que estes antibiéticos ndo sao tao suscetiveis a acdo da luz em concentra¢des mais
elevadas. Para que ocorra fotodegradacédo pressupfe-se que parte da luz é absorvida
pelas moléculas de antibidticos, no entanto, os produtos resultantes da fotodegradacéo
podem também absorver luz, competindo com as moléculas pelo fluxo de irradiacdo (Jiao
et al., 2008; Gémez-Pacheco et al., 2012), resultando na diminuicdo da degradacao para

concentracdes mais altas de antibioticos.

No entanto, os resultados obtidos mostraram também que a degradagdo dos
antibidticos veterinarios em estudo ndo pode ser explicada apenas pela influéncia da luz.
Uma possivel explicagdo para o decréscimo das concentracdes dos antibidticos pode ser

a ocorréncia de hidrdlise (Babi¢ et al., 2013) ou modificagdes quimicas tais como, formacao
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de complexos dos antibiéticos com i6es metalicos (Chen et al., 2011) que entram na

composicdo do meio de cultura Zs.

Muitos antibidticos sdo moléculas anfotéricas que possuem VAarios grupos
funcionais ionizaveis, em que a forma predominante é a zwitteridnica para valores de pH
considerados naturais no ambiente (pH 6-7) (Sarmah et al., 2006). As tetraciclinas sao
moléculas anfotéricas. Na forma zwitteribnica tem tendéncia para formar agregados em
solucBes aquosas, sendo esta formacdo potenciada pela presenca de ibes metalicos
divalentes (Sassman e Lee, 2005). Pouliquen et al. (2007) reportou que a hidrdlise da OTC,

a pH neutro € maior do que em solug¢des acidas ou alcalinas.

As fluoroquinolonas a pH neutro apresentam-se na forma zwitteriénica, podendo
assim formar quelatos com iGes metdlicos polivalentes, tais como, Ca?*, Fe?*, Mg?*, Zn?*,
AP e Bi** (EI Sayed e Chelette, 2014). Babi¢ et al. (2013) constataram que as
fluoroquinolonas sao resistentes a hidrélise. Por outro lado, Jiang et al. (2010) referem que
a hidrélise é provavelmente a principal via de degradacgéo das cefalosporinas, isto porque
possuem ligagbes amida instaveis e reativas, que sdo suscetiveis de hidrdlise. A hidrolise

das cefalosporinas é tanto maior quanto mais elevado for o pH do meio (Jiang et al., 2010).

Nas condic¢des do presente estudo, pH do meio Zg entre 6 e 7, pode admitir-se que
as tetraciclinas e a enrofloxacina se encontravam na forma zwitteriénica, nas experiéncias
realizadas. Pelo que o decréscimo da concentragdo nas solu¢des expostas a luz e ao
abrigo da luz, ao longo do tempo, poderd ser resultado da agdo da hidrélise e da
complexagdo com iBes metalicos. Relativamente ao ceftiofur uma explicagdo para o
decréscimo verificado podera ser a ocorréncia de hidrélise. Assim, torna-se importante o
estudo das vias hidroliticas e das interacdes dos constituintes do meio, aquando da

realizacdo de testes de fotodegradacéo de antibioticos.

Com este estudo também foi possivel determinar as variagbes ocorridas nas
concentracdes dos antibiéticos, em meio de cultura exposto a luz artificial e inoculado com
M. aeruginosa. Neste caso, para além da acdo da luz, a acumulagéo interna ou a adsorgéao
dos antibidticos as cianobactérias pode também contribuir para a diminuicdo da
concentracdo dos antibiéticos ao longo do tempo. Para solu¢des de concentracdo 10 pg/L
ndo se verificou o efeito da presenca das cianobactérias para nenhum dos antibiéticos
testados. No caso da concentragdo 100 pg/L, os antibidticos testados sofreram maior
diminui¢cdo da concentracdo em meio inoculado com cianobactérias, mas somente até 3 h
de exposicdo, exceto MNC. Relativamente, & concentragdo 1000 pg/L verificou-se uma

maior diminuicdo da concentracéo do antibiotico no meio de cultura para MNC, TET e ENR.
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A matriz do meio pode influenciar o processo de degradacdo dos antibiéticos,
devido as interacdes que se podem estabelecer. A matéria organica pode exercer
influéncia sobre as variagdes de concentracdo dos antibitticos, ao longo do tempo. Os
acidos humicos, a fragdo hidrofébica da matéria organica natural, podem segundo
Andreozzi et al. (2003) favorecer a degradacgdo de antibitticos, tais como a ofloxacina.
Belden et al. (2007) constatou que a ciprofloxacina adsorve rapidamente a finas particulas
de matéria organica do meio. Por outro lado, Li et al. (2011) verificou que a presenca de

microrganismos em amostras de aguas de superficie potencia a degradacgédo de ceftiofur.

Uma vez que as concentra¢des mais baixas testadas neste estudo fazem parte da
gama de concentracdes detetadas em meio ambiente (ng/L-pg/L) (Brain et al., 2005), os
resultados obtidos neste trabalho indicam que a fotodegradagéo deve ser tida em conta
aquando da quantificacdo destes compostos em meio aquatico, particularmente para

avaliacdo da toxicidade para organismos.

4.2 Toxicidade dos antibioticos veterinarios para cianobactérias

A exposicao de M. aeruginosa a antibioticos veterinarios resultou em diminui¢éo do
crescimento celular. Na experiéncia em que foram testados os antibiéticos isoladamente,
numa gama de concentragfes de 10-10 000 pg/L, as percentagens de inibicdo do
crescimento celular variaram entre 64 e 83%. Neste estudo podemos constatar que 0s
valores de ECso dos antibiéticos analisados para a M. aeruginosa, para uma exposicao de

7 dias, foram menores que o0s valores que se encontram reportados na literatura.

O valor calculado de ECso de MNC foi 0,949 ug/L, mais baixo do que o reportado
por Stoichev et al. (2010) de 454 ug/L, obtido apds 15 dias de exposi¢do a concentracbes
de MNC numa gama de 20 a 1000 pg/L. O ECsode OTC obtido neste estudo foi de 0,118
Mg/L, valor inferior ao obtido por Ando et al. (2007) de 230 pg/L numa exposi¢cado de 6 dias
a concentracdes de OTC numa gama de 40 a 360 pg/L, e ao obtido por Holten-Liutzhgft et
al. (1999) de 207 pg/L. No caso da TET, o valor de ECso foi de 21,0 ug/L, que é
relativamente mais baixo que 90 pg/L, obtido por Halling-Sgrensen (2000) para uma
exposicdo de 7 dias numa gama de concentracdes de 3 a 10 000 pg/L de TET.
Relativamente, ao antibiético ENR o valor de ECs obtido foi de 22,1 ug/L, que é mais baixo
que o determinado por Robinson et al. (2005) de 49 ug/L, obtido apds 5 dias de exposi¢do
a concentracdes de ENR numa gama de 2 a 1000 pg/L. O valor calculado de ECsode CEF
foi de 49,3 pg/L. E de salientar que ainda ndo se encontram reportados na literatura valores

de ECsode CEF para a M. aeruginosa.
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Desta forma, pode estabelecer-se a ordem de toxicidade dos antibidticos, do mais
toxico para o0 menos toxico, para a espécie M. aeruginosa: OTC, MNC, TET, ENR e CEF.
A analise dos resultados referentes a toxidade dos antibiéticos em meio de cultura permitiu
concluir que as tetraciclinas sdo o grupo de antibioticos mais toxicos para a espécie de
estudo.

As exposicbes combinadas de antibiéticos, homeadamente de tetraciclina e de
enrofloxacina, foram menos téxicas para a M. aeruginosa, do que as exposi¢oes individuais

de TET, tal como verificado em outros estudos.

Yang et al. (2008) investigou os efeitos combinados de antibidticos, para a espécie
Pseudokirckneriella subcapitata, e observou efeitos aditivos em misturas binarias de
sulfonamidas, efeitos sinérgicos em misturas binérias de macrolidos, e potenciais efeitos
antagonistas entre diferentes classes de antibidticos. Outro estudo demonstrou que
misturas de espiramicina e amoxicilina eram antagonistas (Liu et al., 2014), concluindo que
as interacdes que se estabelecem entre os antibioticos dependem néo sé da classe a que

estes pertencem, mas também da proporcédo de cada um na mistura estudada.

Os resultados obtidos com este trabalho relativamente a toxicidade de misturas de
antibiéticos para M. aeruginosa sugerem que outras misturas de antibiéticos deveriam ser

testadas.
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5. Conclusao

A fotodegradacdo de antibidticos veterinarios, oxitetraciclina, tetraciclina,
enrofloxacina e ceftiofur em meio de cultura Zs, ocorreu para as concentracbes mais baixas
testadas, 10 e 100 pg/L, ndo se verificando fotodegradagdo da MNC. No meio ambiente é
possivel encontrar concentragbes desta ordem de grandeza. Isto sugere que a
fotodegradacdo pode contribuir para a eliminacdo de antibioticos veterinarios no meio
ambiente. A presenca da cianobactéria M. aeruginosa no meio de cultura levou a
degradacdo de concentragcfes de antibiéticos, nomeadamente das concentracdes 100 e
1000 pg/L.

Considerando a continua entrada de antibiéticos no meio aquatico, torna-se

necessario o estudo dos efeitos adversos dos antibiéticos para os organismos aquaticos.

A toxicidade dos antibidticos veterinarios, em meio de cultura, foi estudada em
ensaios com M. aeruginosa, tendo os resultados obtidos demonstrado que as tetraciclinas
sdo os antibidticos mais toxicos para a espécie. Também foram realizados testes com
exposicdes combinadas de antibidticos TET e ENR que se revelaram menos téxicas que
os antibidticos expostos individualmente. Como as cianobactérias sao produtores primarios
estando na base da cadeia tréfica, efeitos no crescimento e vitalidade destes organismos
podem repercutir-se ao longo de toda a cadeia. Os resultados obtidos sdo importantes para
a compreensao do comportamento dos antibidticos veterinarios e seu impacto sobre o meio

ambiente.

Futuramente, devem ser realizados estudos que analisem ndo sé a toxicidade
individual e combinada de antibiéticos veterinarios, mas também a persisténcia destes no
meio ambiente, através da analise dos metabolitos e produtos resultantes da

fotodegradacéo, e outras transformagdes quimicas, destes antibiéticos.
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