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RESUMO

Concentragdes residuais de antibi6ticos de uso compartilhado pela terapia médica humana e veterinaria sdo cada vez mais
frequentes nos mais variados tipos de matrizes ambientais; no entanto, pouco se sabe sobre o impacto que esses farmacos
podem acarretar aos microrganismos do solo. Sendo assim, perturbacdes relacionadas a exposicdo da microbiota de um
latossolo vermelho-amarelo brasileiro a dois antibacterianos, a amoxicilina (AMOX) e a doxiciclina (DOX), foram
investigadas por meio da determinacgdo de atividade (mg CO>) e biomassa (Cmic) microbianas, juntamente com o quociente
metabdlico (qCO;), em amostras de solo que receberam as seguintes concentra¢fes desses compostos: 0,03, 0,3, 3,0, 30
e 300 mg L. Os resultados mostraram diferentes efeitos sobre a microbiota e de forma especifica para cada antibidtico.
A AMOX mostrou-se mais impactante para 0os microrganismos do solo, com reducdo da biomassa e aumento do qCO;,
enguanto que a DOX reduziu a atividade microbiana, mas sem efeito na biomassa e qCO..

Palavras-chave: Antibiéticos. Amoxicilina. Doxiciclina. Bioindicadores. Latossolos.

Short-term impact of the antibiotics amoxicillin and doxycycline on the
microbial quality of a Red-yellow Latosol

ABSTRACT

The residual concentrations of antibiotics used by human and veterinary medical therapy are increasingly common in a
wide range of environmental matrices, nevertheless little is known about the impact of these drugs on to the soil
microorganisms. Therefore, disturbances related to the exposure of the microbiota of a Brazilian Red-yellow Latosol to
two antibacterials, amoxicillin (AMOX) and doxycycline (DOX), were investigated through the determination of the
microbial activity (mg CO;) and biomass (Cmic), among with the metabolic quotient (qCO), using soil samples spiked
with: 0,03, 0,3, 3,0, 30 and 300 mg L? of each drug. The results showed different effects on the microbiota and in a
specific way for each antibiotic. The AMOX showed higher impact impacting for the soil microorganisms, with reduction
of the biomass and increase of the qCO,, whereas the DOX reduced the microbial activity, but showed no effect in the
biomass and qCO:..

Keywords: Antibiotics. Amoxicillin. Doxycycline. Bioindicators. Latosols.

Introducéo negdcio e que movimenta o pais produzindo renda,

O agronegbcio é uma das atividades de gerando empregos e colocando o Brasil em lugar

maior expressdo na economia brasileira. A de destaque na produgdo de alimentos no mundo
agropecuaria é um fator que impulsiona esse (MAPA, 2018).
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Entretanto, a criagdo de animais visando a
producgdo de alimentos de origem animal, além de
assegurar a competitividade e o abastecimento do
setor alimenticio nacional e internacional, acaba
por impulsionar um consumo cada vez mais
crescente de medicamentos de uso veterinario
(MVs), com a finalidade de tratar ou prevenir
doencas e, também, garantir bem estar animal e
produtividade nos criadouros (Nascimento, Batista
Filho e Dias, 2016; Dinh et al., 2017; SINDAN,
2018).

Um outro problema gerado pelo elevado
consumo de MVs durante esses processos
produtivos tem relagdo com a farmacocinética e
farmacodinamica dessas substancias, pois nem
todo farmaco utilizado com finalidade profilatica
ou terapéutica é completamente absorvido pelo
organismo dos animais, sendo que uma boa parte
destes compostos e/ou seus metabolitos acaba
sendo eliminada pelas fezes e urina, tendo como
destino final o solo ou mesmo os corpos hidricos
(Kuppusamy et al., 2018).

Dessa forma, o uso de MVs como recurso
farmacoldgico, quando realizado
indiscriminadamente ou quando as boas préaticas de
producéo ndo forem devidamente seguidas, podem
tornar-se ineficientes para o prop6sito ao qual séo
destinados, levando a disseminagdo de doencas
e/ou conduzindo a presenca indesejada de residuos
nos produtos provenientes dos animais tratados;
oferecendo, portanto, risco a salide humana e a
outros tipos de organismos (Rath et al., 2016).

Com o uso intensivo de MVs e fertilizantes
naturais — esterco na forma sélida ou liquida — pela
agropecudria, uma demanda cada vez maior de
residuos bioativos, sejam eles farmacos ou seus
metabolitos, tém sido detectados em alimentos de
consumo humano e animal (Souza, Lage e Prado,
2013; Caselani, 2014; Pacheco-Silva, Souza e
Caldas, 2014; Aradujo et al., 2015), além dos mais
diversos tipos de matrizes ambientais; fato que tem
se configurado como preocupante por parte da
comunidade cientifica (Bu et al., 2016; Carvalho e
Santos, 2016; Montagner, Vidal e Acayaba, 2017;
Oliveira Neto, 2017).

Dentre os diferentes tipos de farmacos que
foram identificados como microcontaminantes nos
ecossistemas do solo e da agua, atencdo tem sido
dada aos antibi6ticos, uma vez que 0 Seu UuSsO
crescente e 0 consequente desenvolvimento de
bactérias resistentes apresentam sérios riscos a
saude humana e animal (Grenni, Ancona e
Caracciolo, 2017; Gonzales-Martinez et al., 2018;
Kuppusamy et al., 2018).

Antibidticos, assim como outros farmacos,
sdo substancias com alto potencial contaminante
(Vasquez et al., 2014); mesmo sendo sugestivo que
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suas moléculas apresentem menor potencial de
bioacumulagdo, quando comparadas aos pesticidas
(Regitano e Leal, 2015). Por apresentarem
comportamento complexo e especifico para cada
grupo quimico a que pertencem, podem interagir de
diferentes formas com a matriz a qual estdo
adsorvidos (Kim et al., 2012; Braschi et al., 2013;
De Franco et al., 2017). N&do possuem valores de
exposicdo ambiental normatizados por entidades
reguladoras e ndo sdo devidamente imobilizados ou
degradados por métodos de tratamento de residuos
convencionais. S8 denominados contaminantes
emergentes e pouco se sabe sobre 0s processos de
retencdo, transporte, transformacdo e potencial
ecotoxicologico dessas substancias (Rivera-Utrilla
et al., 2013; Shore et al., 2014; Gavrilescu et al.,
2015; Souza e Falqueto, 2015; Puckowski et al.,
2016).

De acordo com Grenni, Ancona e
Caracciolo (2017), uma vez que esses compostos
bioativos sdo inseridos ao ambiente, eles podem
afetar comunidades microbianas naturais, sendo
que essas desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento ecolégico, na manutencdo da
qualidade do solo e da agua e nos processos
biogeoquimicos de ciclagem e degradagdo de
contaminantes organicos, gracas ao seu amplo
reservatorio de diversidade genética e capacidade
adaptativa.

A presenca desses farmacos em
determinado tipo de matriz pode desencadear
desarranjos em toda estrutura da comunidade
microbiana ali presente, atuando de diferentes
maneiras sobre a microbiota: como por meio de
efeitos diretos (de curto prazo) ou através de efeitos
indiretos (de longo prazo), indicando alteragGes do
status normal, ndo detectadas em organismos ilesos
ou ndo afetados por essas substancias (Mah, 2012;
Peixoto et al., 2017; Gonzales-Martinez et al.,
2018).

Levando em conta que 0s microrganismos
constituem um excelente indicador das condi¢des
biolégicas de determinado tipo de matriz
ambiental, principalmente solos, 0 emprego da
atividade (mg CO,) e o carbono da biomassa (Cmic)
microbianas — com ou sem calculo de quociente
metabdlico (qCO,) — como bioindicadores para
efeitos diretos e de curto prazo da qualidade do
solo, h& algum tempo, tém sido usados em
trabalhos para avaliar o impacto promovido por
compostos xenobidticos a microbiota (Bastida et
al. 2008).

Contaminantes como herbicidas (Reis et
al., 2008; Gomez et al., 2009; Tironi et al., 2009;
Zhang et al., 2010; Abbas et al., 2014), corantes e
compostos fendlicos (Perovano Filho, Silva e
Lopez, 2011), metais pesados (Liao et al., 2010;

1341



Quadro et al, 2011; Zhang et al., 2013;
Muhlbachova et al., 2015), pesticidas (Das, Pal e
Chowdhury, 2007; Chowdhury et al., 2008; Imfeld;
Vuilleumier, 2012; Portilho et al., 2015; Lv et al.,
2017), petroleo e seus derivados (Pefia et al., 2007,
Guo et al., 2012) e farmacos, com énfase aos
antibiodticos (Gao et al., 2013; Cui et al., 2014;
Reichel et al., 2014; Ma et al., 2016; Waiser et al.,
2016; Molaei et al., 2017) sdo exemplos de
substancias consideradas estranhas a microbiota do
solo que foram estudadas em trabalhos realizados
nos ultimos quinze anos.

Algumas pesquisas desenvolvidas mais
recentemente, empregando esses bioindicadores,
também tém comprovado alteragdes significativas
tanto na biomassa e atividade microbiana guanto
no qCO; dos solos, por efeito de praticas de manejo
associadas a intensificacdo da agropecuaria (Liu et
al., 2016; Belmonte et al., 2018; Qin et al., 2018),
adicdo de adubos (Xu et al., 2016; Wang et al.,
2018a; Wang et al., 2018b) e utilizacdo de
agrotoxicos (Mukherjee et al., 2016; Lv et al.,
2017; Sam, Asuming-Brempong e Nartey, 2017).

Entretanto, apesar de terem sido realizados
diferentes trabalhos com o objetivo de se
compreender 0 impacto que  compostos
xenobidticos exercem, em curto e longo prazos,
sobre a microbiota do solo, em regides de clima
tropical e em solos muito intemperizados essas
pesquisas, em sua grande maioria, ainda sdo
escassas.

Diante da necessidade de se compreender
0 comportamento ambiental de substancias
bioativas, como os antibidticos, e da caréncia na
literatura de estudos com énfase no efeito que esses
compostos exercem sobre 0s microrganismos do
solo, o presente trabalho avaliou o comportamento
biolégico de dois antibi6ticos de uso compartilhado
pela terapia médica humana e animal, a
amoxicilina (AMOX) e a doxicilina (DOX), em um
latossolo vermelho-amarelo originario do sul do
Estado de Minas Gerais.

Material e métodos
Os compostos quimicos

Os padroes analiticos da amoxicilina
trihidratada (AMOX), (teor 97,1% da base anidra —
Facron) e do hiclato de doxiciclina (DOX), (teor de
pureza 98,9% da substdncia anidra — Galena
Quimica Farmacéutica Ltda.) utilizados nos
experimentos correspondiam a matérias-primas
empregadas na manipulagdo de medicamentos em
estabelecimentos que produzem e dispensam esse
tipo de produto. Por se tratarem de antimicrobianos
antibacterianos, esses farmacos tém dispensacao
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controlada pela ANVISA (RDC N° 20/2011) e,
mesmo esses compostos tendo sido destinados a
pesquisa, para suas referidas aquisicdes, coube a
apresentacdo de prescricdo concedida por
profissional competente para suas dispensacdes
(ANVISA, 2018).

Todos os outros reagentes que foram
usados nos ensaios eram de padrdo analitico.

O solo

As amostras de solo utilizadas eram
provenientes do horizonte A e pertenciam a um
Latossolo  Vermelho-amarelo distréfico com
caracteristicas fisicas e morfoldgicas tipicas. Trata-
se de um solo de cor Umida 7.5YR 2.5/2, teor de
umidade de campo 25,0% e porcentagens de areia,
silte e argila equivalentes a 34,6%, 11,4% e 54,0%,
respectivamente, sendo classificado como de
textura argilosa, de acordo com o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de Solos (SiBCS)
(EMBRAPA, 2006; Rezende, 2019). Sua fracdo de
argila é composta basicamente por caulinita e
goethita e € um solo com pH de condicdo
fortemente &cida (pH 3,9), apresentando baixos
valores de macronutrientes, soma de bases
trocaveis, CTC e indice de saturacdo de bases;
possui teor de matéria organica médio (2,14%) e
altos valores de acidez trocavel, acidez potencial e
indice de saturagdo de aluminio, indicando-o0 como
um solo de baixa fertilidade (Rezende, 2019).

Esse material foi coletado nas seguintes
coordenadas: latitude 22°41°38.0” S e longitude
45°43°67.9” W, altitude 897 metros sendo
proveniente da sub-bacia hidrogréafica do Ribeirdo
José Pereira, na cidade de Itajuba-MG. As amostras
de solo foram coletadas a uma profundidade entre
0-10,0 cm, seguindo por peneiramento em malha
de 2,0 mm e submetidas a refrigeracéo (+ 4°C) para
a manutencdo da umidade de campo.

A metodologia

Este ensaio consistiu de duas etapas,
conforme metodologia proposta por Ferreira,
Camargo e Vidor (1999): uma onde as amostras de
solo ndo foram submetidas a irradiagcdo de micro-
ondas e outra, quando estas foram irradiadas. Para
as amostras ndo irradiadas, pesaram-se diretamente
40,0 g deste material usando uma balanga semi
analitica Marte/Shimadzu modelo  AS200C
(Brasil/Japdo) em frascos de vidro com capacidade
para 1,0 L, sendo trés repeticdes para cada
concentracao, onde estas solugdes correspondiam a
0,03, 0,3, 3,0, 30 e 300 mg L* dos farmacos. Um
conjunto de trés amostras de solo, além das que
eram enriquecidas com os antibi6ticos, ndo foram
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contaminadas com o0s antimicrobianos, pois se
tratavam da concentragdo 0,0 mg L. Um controle
também foi preparado em triplicata e o que o diferia
das outras amostras € que 0S Seus respectivos
frascos de vidro ndo apresentavam as amostras de
solo em seu interior.

Para cada concentracdo empregada, foram
adicionados diretamente na amostra de solo
presente no interior dos frascos 1,0 mL da solucéo
gue continha os antibidticos, salvo para a que
correspondia a 0,0 mg L, na qual se adicionou 1,0
mL de &gua deionizada, visando assim, manter as
mesmas condi¢fes de umidade para todas as
amostras ndo irradiadas. Em seguida, um béquer
plastico (polipropileno) com capacidade de 50,0
mL foi introduzido nos frascos de vidro e, no
interior destes béqueres, foram adicionados 10,0
mL de solucdo de NaOH 1,0 mol L, visando a
captacdo do CO; liberado pela biomassa presente
nas amostras de solo. Os frascos foram fechados e
lacrados usando fita adesiva transparente.

Para as amostras irradiadas, pesou-se,
inicialmente, na mesma balan¢a, 40,0 g deste
material em uma placa de Petri de massa conhecida
(P1) para, em seguida, submeté-la a radiacdo
eletromagnética de 2450 MHz no interior de um
micro-ondas LG intellowave modelo MS-115 ML
(Brasil) por um periodo de 2 minutos. Apds esse
procedimento, aguardava-se esse material chegar a
temperatura ambiente para ser novamente pesado
(P2), visando assim, se obter o valor, em massa de
agua, que as amostras de solo perdiam com o
processo de irradiacdo por micro-ondas (P3). A
partir desses resultados, foi possivel calcular por
meio da Equacdo 1, de forma isolada, quanto em
massa de dgua deveria novamente ser reintroduzido
em cada amostra de solo, padronizando assim a
umidade relativa de todas as amostras (irradiadas
ou ndo) ao conduzir 0 ensaio.

P1+P2=P3 (1)

Onde;

P1 — € o peso da placa de Petri (P,) somado ao peso
da amostra de solo (Pa)

P, — é 0 peso da placa de Petri com a amostra de
solo apds a fumigacéao

P3; — é o peso de H,O estimado, em gramas, que a
amostra de solo perdeu

Apbs fazer o ajuste da umidade nos frascos
de vidro, foi necessario adicionar & cada amostra
irradiada 2,0 g de amostra de solo original, agora
com a finalidade de inocular microrganismos nesse
material. A partir dai, foram seguidos 0s mesmos
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procedimentos aplicados anteriormente  nas
amostras ndo irradiadas quanto ao ndmero de
repeticbes, emprego de solugBes de mesma
concentracdo cujos farmacos estavam dissolvidos,
utilizacdo de trés amostras ndo enriquecidas, a
colocacdo dos béqueres no interior dos frascos de
vidro, adicdo de NaOH 1,0 mol Lt aos béqueres, a
vedacdo dos recipientes e ao uso de trés controles.

Todos os frascos de vidro estando
devidamente vedados (amostras de solo néo
irradiada, irradiada e controles), os mesmos foram
levados a uma cdmara incubadora Fanen modelo
347 CDG (Brasil), onde permaneceram por um
periodo de 10 dias a 28°C.

Apls esse periodo para incubacéo,
retiraram-se 0s recipientes e, em seguida, 0s seus
respectivos béqueres, anteriormente preenchidos
com NaOH 1,0 mol L%; esses receberam 5,0 mL de
solugdo de BaCl, 1,0 mol L, com o objetivo de
estabilizar o titulado e, ao final, adicionou-se uma
gota de solucdo alcdolica de fenolftaleina 1%,
como indicador. A titulacdo foi realizada sob
agitacdo, com o uso de um agitador magnético sem
aquecimento Fisatom modelo 572 (Brasil) e
utilizando uma bureta graduada de 10,0 mL
preenchida com uma solu¢do de HCI 1,0 mol L*
padronizada.

A liberacdo de CO; retida na solucéo de
NaOH 1,0 mol L foi calculada pela Equagdo 2
(Stotzky, 1965), visando assim, chegar a atividade
microbiana.

mgCO, =(B—-V)xMxE @)

Onde:

B = o volume de HCI necessario para titular o
excedente de NaOH da prova em branco;

V = o0 volume de HCI necessario para titular o
excedente da amostra;

M = a molaridade do HCI 1,0 mol L;

E = o peso equivalente do carbono.

Os valores do carbono presente na
biomassa microbiana foram obtidos por meio da
Equacéo 3.

_ Ci—Cnr

Conic = . T HI g~ tde Cnosolo 3)

Onde:

Chwic = carbono presente na biomassa microbiana
do solo;

C, = carbono presente na amostra irradiada;

Cwi = carbono presente na amostra ndo irradiada;
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K. = fator de converséo de 0,45 (De-Polli e Guerra,
1996).

O quociente metabdlico (qCO,) foi obtido
por meio da Equagéo 4.

(4)

Onde:

mg CO, = atividade microbiana;
Chmic = carbono da biomassa microbiana (Ferreira,
Camargo e Vidor, 1999).

O tratamento estatistico

O delineamento experimental se deu,
inicialmente, com os dados obtidos sendo
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk
(p<0,05) (Shapiro e Wilk, 1965). Apo6s essa
avaliacdo, compararam-se as dosagens, para depois

25

Atividade microbiana (mg CO,/g de solo)

seguir com a analise de regressdo linear utilizando
0 software Past3® (Hammer, Harper e Ryan,
2001).

Resultados e discussao

Estudos visando avaliar o impacto, a curto
prazo, que antibidticos acarretam a microbiota do
solo, na verdade, sdo escassos. A consulta de
trabalhos desenvolvidos, anteriormente, que
empregaram  metodologias e/ou  utilizaram
farmacos similares — sejam estes pertencentes ou
ndo & mesma classe ou grupo quimico — e que
apresentam no solo comportamento fisico-quimico
e biologico semelhante aos examinados neste
trabalho, foram a base para discussdo dos
resultados obtidos no presente estudo.

A atividade microbiana foi o primeiro
indicador de qualidade do solo investigado e as
Figuras 1 e 2 apresentam os graficos do seu
comportamento em funcgéo das diferentes doses de
antibidticos, AMOX e DOX, respectivamente,
inseridas nas amostras de solo.

[ J ®
10 y =-0.0145x + 19.361
R? =0.2561
5
0
0 50 100 150 200 250 300

AMOX (mg L)

Figura 1. Atividade microbiana em mg CO./g de solo em relagdo a diferentes concentragdes do antibidtico

AMOX, no periodo de incubacdo de 10 dias a + 28°C.
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y =-0.034x + 20.067
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Figura 2. Atividade microbiana em mg CO./g de solo em relacdo a diferentes concentra¢Bes do antibidtico

DOX, no periodo de incubacédo de 10 dias a + 28°C.

Inicialmente, foi possivel observar na
Figura 1 que, em uma primeira andlise, a atividade
apresentou queda, & medida em que as doses de
AMOX aumentaram, podendo evidenciar uma
condicdo de perturbagdo aos microrganismos
presentes no solo. Entretanto, isso deve ser visto
com cautela, pois o coeficiente de correlacao (R?)
revelou-se baixo, com a variavel dependente (mg
CO,) sendo pouco explicativa para as diferentes
doses de antibidtico (varidvel independente), as
quais a microbiota do solo foi exposta. 1sso pode
indicar pouca influéncia das concentracdes
crescentes de AMOX sobre a atividade microbiana.

Ja com a DOX, (Figura 2), o R? foi mais
explicativo, com 66,9% da varidvel dependente

600
500
400
300

200

100

Cmic da biomassa (ug C/g - g de solo)

sendo influenciada pelas concentracbes deste
farmaco na regressao linear. Logo, a medida em
que as doses do antibidtico testado aumentaram, a
atividade foi decaindo, de forma progressiva, sendo
um indicio de condicdo de maior estresse
microbiano. Sendo assim, evidenciou-se que o
efeito promovido pela acdo da DOX sobre a
microbiota do solo foi mais significativo que o
gerado pela AMOX, inclusive com melhor ajuste
de equacdo na anélise de regressao.

No que se refere ao peso em carbono da
biomassa (Cmic), apresentam as Figuras 3 e 4, 0s
resultados da biomassa em fungdo das diferentes
doses dos dois antibidticos em que se submeteram
as amostras de solo, respectivamente.

y =-0.2579x + 98.153
R? =0.3685

0 50 100

150 200 250 300
AMOX (mg L)

Figura 3. Carbono estimado da biomassa microbiana, em pg C/g - g de solo em relacdo a diferentes
concentragfes do antibidtico AMOX, no periodo de incubacéo de 10 dias a + 28°C.
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Figura 4. Carbono estimado da biomassa microbiana, em pg C/g - g de solo em relacdo a diferentes
concentragdes do antibidtico DOX, no periodo de incubacéo de 10 dias a + 28°C.

Por meio das Figuras 3 e 4, nota-se que
ocorreram diferencas nos valores de biomassa
microbiana nas amostras contendo os diferentes
antibiéticos. Enquanto que nas amostras de solo
contaminadas com AMOX se verificou uma
diminuicdo acentuada na formagdo de biomassa,
nas amostras de solo enriquecidas com DOX as
mesmas tiveram um aumento discreto, mesmo
quando estes organismos estiveram submetidos a
condicBes de altas doses deste antibidtico. Da
mesma forma que foi observado ao analisar o efeito
da AMOX sobre a atividade microbiana, o R?
obtido para a anélise com a DOX foi muito baixo,
assinalando falta de efeito do referido farmaco
sobre a biomassa microbiana.

Apesar de ndo ter sido verificada, de
forma clara, uma diminuicdo da atividade
microbiana quando a microbiota deste solo estava
suscetivel aos efeitos da AMOX, a influéncia desse
antibiotico sobre a biomassa foi confirmada.
Porém, é importante destacar que para a DOX, isso
ndo foi evidenciado, podendo implicar em nenhum
impacto desse antibidtico sobre a microbiota do
solo, determinado por um possivel aumento da
biomassa nas amostras de solo contendo este
composto.  Concluindo, a exposicdo  dos
microrganismos do solo a AMOX causou reducdo
da biomassa e pouco ou nenhum efeito sobre a
atividade microbiana, enquanto que a DOX reduziu
a atividade e praticamente ndo promoveu efeito
sobre sua biomassa.

Kotzerke et al. (2011) investigaram o0s
efeitos do esterco de porco contaminado com
AMOX na comunidade microbiana de dois
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diferentes solos (um Orthic Luvisol e um Gleyic
Cambisol), provenientes da Alemanha, ao longo de
um periodo de incubacdo de 18 dias. Por meio de
andlises coulorimétricas e técnicas de extracdo e
quantificacdo, como cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de massa (LC-MS), os
autores concluiram que a respiracéo basal no solo
ndo foi influenciada pela adicdo do antibiotico com
esterco. Em contrapartida, a cinética da respiracéo
induzida pelo substrato e a transformagdo do
nitrogénio foram claramente alterados pelos
tratamentos empregados logo ap6s a adicdo de
esterco contaminado com a AMOX, indicando que
as perturbagdes causadas aos microrganismos do
solo tém relacdo com a presenca de substrato e com
as concentracfes do farmaco na matriz.

Os P-lactamicos sdo farmacos que
apresentam baixa estabilidade no ambiente
(Christian et al., 2003). A AMOX corresponde a
um antibacteriano B-lactamico e deve seguir esse
comportamento nos mais variados tipos de
matrizes. A sua baixa permanéncia e alta
degradacdo no solo devem amenizar o impacto
promovido aos microrganismos, principalmente
em periodos que ultrapassam sua meia vida nos
solos (Regitano e Leal, 2015). De acordo com Binh
et al. (2007), a adicdo de esterco de porco
contaminado com AMOX tem efeitos transitorios
na comunidade microbiana do solo. Apesar deste
antibidtico impactar negativamente a microbiota
no inicio da exposicéo, ocorre efeito contrario ap6s
periodos mais prolongados — com ou sem contato
com esse farmaco —, pois promove aumento da
comunidade microbiana, resisténcia a multiplos
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antibidticos e transferéncia dessas informac6es
genéticas ao longo de toda comunidade bacteriana
do solo.

Ao estudarem o impacto ocasionado pela
oxitetraciclina (OTC) e o sulfametoxazol (SMX)
aos microrganismos de um solo franco-arenoso
iraniano, Molaei et al. (2017) averiguaram que
esses antimicrobianos produziram  diferentes
efeitos na atividade/respiragdo cumulativa e
biomassa microbiana. O antibidtico SMX afetou
significativamente a biomassa e atividade
microbiana cumulativa, ocasionando diminuicdo
nos valores obtidos para esses indicadores, a
medida em que se aumentou a concentra¢do do
farmaco e o tempo de incubagdo, em um
experimento de 21 dias, pelos métodos extragdo-
fumigacéo e titulacdo com NaOH,
respectivamente. O antibidtico OTC, por outro
lado, somente provocou diminuicdo da atividade
cumulativa e ndo acarretou influéncia clara na
biomassa durante o intervalo de tempo avaliado.

Avaliando os efeitos de uma sulfonamida
(sulfapiridina) e uma tetraciclina (oxitetraciclina)
sobre a microbiota presente em dois tipos de solos
alemaes, um Eutric Cambisol e um Albic Luvisol,
Thiele-Bruhn e Beck (2005) relataram que nenhum
desses antibidticos desencadearam alteragbes na
atividade microbiana, em dois diferentes ensaios
para este indicador: respiracdo basal e atividade da
enzima desidrogenase. Porém, ao pesquisarem 0s
efeitos na biomassa, descreveram que a
sulfapiridina promoveu decaimento do valor nas
amostras apés 14 dias de incubacdo pelo método de
extracdo-fumigacéo, enquanto que a oxitetraciclina
ndo exerceu efeito significativo sobre esse
indicador. Concluiram que ambos os farmacos
exerceram uma pressdo seletiva na comunidade
microbiana do solo, acarretando dominancia
fungica, quantificada por aumento de ergosterol
nas amostras com os dois tipos de solo, enquanto
que 0 nuimero de bactérias diminuiu apds esse
periodo. A OTC, sendo uma tetraciclina,
apresentou 0 mesmo comportamento demonstrado
pela DOX neste tipo de ensaio, confirmando de
certa forma, uma tendéncia evidenciada por
antibidticos pertencentes a essa mesma classe ou
grupo quimico.

Quin et al. (2018) investigaram,
empregando o método de extracdo-fumigagdo, o
efeito de diferentes fertilizantes contaminados com
OTC sobre a biomassa de um ustalf procedente da
provincia de Shanxi, China, e esse estudo revelou
que esse antibidtico afetou negativamente a
biomassa, concluindo que perturbagdes causadas
por esse farmaco podem ser geradas ou amenizadas
pela escolha de diferentes tipos de fertilizantes
associados ou ndo a inoculantes, fornecendo uma
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boa base para o desenvolvimento de metodologias
que visam remediar solos contaminados com essa
tetraciclina.

Ma et al. (2016) também verificaram as
consequéncias da exposi¢cdo a microbiota de um
solo da provincia de Liaoning, situada no nordeste
da China, a OTC em um experimento com duragéo
de 120 dias. Ao avaliarem a biomassa microbiana
pelo método de extracdo-fumigacdo constataram
que o alto teor de OTC no solo influenciou muito a
biomassa, pois sob tais condi¢des, a microbiota do
solo consome mais energia para manter seu
crescimento e metabolismo, implicando em
redugdo numeérica dos microrganismos. Entretanto,
passados 28 dias de incubagédo e perdurando esse
comportamento, apds 42 dias ocorreu ligeira
recuperacdo nos valores de biomassa, evidenciando
restabelecimento da comunidade microbiana do
solo. Observaram que a OTC pode ter inibido as
bactérias tipicas, mas ndo as actinobactérias ou
fungos, que podem ter aumentado e contribuido
com o numero e fun¢do da diversidade microbiana
do solo. Os autores concluiram que os efeitos da
OTC nos microrganismos do solo estdo associados
a numerosos fatores como propriedades basicas do
solo, tipos e atividades dessa comunidade,
conteudo residual de OTC e também o tempo de
exposicao a este farmaco.

Como mostrado por Molaei et al. (2017) e
Thiele-Bruhn e Beck (2005), a OTC apresentou o
mesmo comportamento demonstrado pela DOX na
atividade e biomassa microbianas no presente
estudo; seguindo, inclusive 0 mesmo padrdo
metabolico quando esses autores avaliaram a
atividade/respiracdo cumulativa e respiracdo basal,
respectivamente. Porém isso deve ser avaliado com
cuidado, pois Quin et al. (2018) e Ma et al. (2016),
apesar de avaliarem o impacto sobre a microbiota
por outras metodologias e sob diferentes condic6es
ambientais, obtiveram resultados diferentes, que
relacionam diminuicdo da biomassa a exposi¢do
dos microrganismos do solo aos antibidticos. Dessa
forma, torna-se importante a utilizagdo de técnicas
moleculares para efeito de comparacdo de
resultados e validagio de metodologias
empregadas.

Cui et al. (2014) em um trabalho que se
pesquisou a influéncia do ciprofloxanino (CIP), um
antibidtico da classe das quinolonas, sobre a
estrutura e fungdo da comunidade microbiana de
um Ustic Cambosol proveniente da provincia de
Hebei, localizada no centro-norte da China,
utilizaram cromatografia a gas (GC) para mensurar
a atividade do solo por quantificacdo de CO.
liberado e anélise de &cidos graxos derivados de
fosfolipidios (PLFAs) para se obter biomassa
microbiana, bacteriana e flingica, e concluiram que
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0 CIP diminuiu significativamente a biomassa
microbiana (p<0,05), mas ndo afetou a
atividade/respiracdo do solo, mesmo em altas
doses, em um ensaio com duracéo de 40 dias. Os
mesmos autores confirmaram que o CIP diminuiu
a proporc¢ado de bactérias para fungos e aumentou a
proporcdo de bactérias Gram-positivas para
bactérias Gram-negativas.

O CIP, assim como os antibi6ticos da
classe das tetraciclinas, como a DOX utilizada no
presente estudo, é um farmaco com alta sor¢éo no
solo, implicando em baixa disponibilidade, maior
persisténcia e menor taxa de decaimento em
relacio aos B-lactamicos, como a AMOX

(Regitano e Leal, 2015). Correlacionando o0s
resultados obtidos por Cui et al. (2014),
empregando uma técnica de anélise molecular,
com os dois antibioticos estudados neste trabalho,
fica a evidéncia que a DOX tem um impacto menor
em relacdo a AMOX, devido ao baixo efeito que
esse antibidtico desencadeou nos microrganismos
do latossolo avaliado.

Com relagéo ao qCO., que corresponde a
razdo entre atividade e biomassa microbianas, as
Figuras 5 e 6 expressam a relagdo qCO; em funcéo
das diferentes doses dos antimicrobianos AMOX e
DOX, respectivamente adicionadas as amostras de
solo.
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Figura 5. Quociente metabolico em relagdo a diferentes concentrages do antibiético AMOX, no periodo de

incubacdo de 10 dias a + 28°C.
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Figura 6. Quociente metabdlico em relacdo a diferentes concentra¢fes do antibiético DOX, no periodo de

incubacdo de 10 dias a + 28°C.

Analisando as Figuras 5 e 6, foi verificado
que ocorreu um comportamento oposto entre 0s
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antibioticos. Quando as amostras de solo
receberam a AMOX (Figura 5), 0 qCO; aumentou,
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significativamente, ao longo das concentracdes
crescentes dos farmacos, evidenciando assim,
perturbacdo no metabolismo microbiano. Nas
amostras que continham a DOX como
contaminante (Figura 6), ndo se verificou a mesma
tendéncia observada na exposicdo a AMOX, ao
contrario, 0 qCO; foi diminuindo, mesmo com o
aumento das concentracGes de DOX.

Em um primeiro momento, teoricamente,
devido a diminuicdo progressiva do qCO,, ¢é
possivel afirmar que ndo ocorre uma reagdo de
estresse microbiano em relagdo a DOX, pois
mesmo sob a influéncia de altas doses do
antibidtico, o qCO; continuou a cair, evidenciando
uma condicéo normal de metabolismo microbiano.
Entretanto, mesmo tendo como pardmetro o
decréscimo do valor do qCO; e uma néo influéncia
sobre 0 aumento da biomassa, sob condicdes
biolégicas reais, ndo é possivel afirmar que os
microrganismos estdo isentos de sofrerem
alteracdes metabdlicas quando sujeitos ao contato
com a DOX, pois a atividade teve queda, e isso €
uma evidéncia de perturbacdo no metabolismo
respiratorio microbiano.

Muitos compostos, principalmente 0s
xenobidticos, podem exercer influéncia
significativa no metabolismo microbiano, e isso
pode ndo ser percebido ou quantificado pelos
indicadores utilizados nos experimentos. De um
modo geral, 0s microrganismos precisam de um
periodo para se adaptarem a presenca dessas
substancias em seus habitats e organismos, mas
dependendo da forma, intensidade e tempo da
exposicdo a determinados agentes, nem sempre
isso ocorre em um intervalo habil para surgirem
adaptacgbes. Entretanto, essas adequacdes a novas
condigdes ambientais acontecem e isso pode ter
implicagcbes negativas sobre as comunidades
microbianas do solo e ser impactante até para o ser
humano (Binh et al., 2007; Willing, Russell e
Finlay, 2011; Ma et al., 2014; Cetecioglu et al.,
2015; Lin et al., 2016).

Reichel et al. (2013) investigando os
efeitos ocasionados por lama de suinos medicados
com sulfadiazina (SDZ) e difloxacina (DIF) na
diversidade estrutural microbiana de um solo
rizosférico (luvisol) da Alemanha, observaram um
aumento significativo no qCO- resultante de uma
concentracdo de 1,0 mg de SDZ por quilo de solo,
em um experimento com duracdo de 63 dias; e
concluiram que isto reflete uma resposta de alta
perturbacdo a comunidade microbiana do solo a
esse antibiotico. Esses autores também verificaram
que a forte sorcdo de DIF para a matriz ndo
eliminou o efeito da lama dos porcos medicados
com DIF na composicdo da comunidade
microbiana.
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Ao examinar os efeitos da matéria organica
dissolvida (MOD), extraida do esterco de porco, e
de sua combinacdo com o antibacteriano
clortetraciclina, na diversidade funcional da
comunidade microbiana do solo na China, Liu et al.
(2014) verificaram que a atividade enzimatica
microbiana, determinada  pelas  enzimas
desidrogenase, fosfatase acida, fosfatase alcalina e
urease, aumentava na presenca de MOD, mas
guando  essa  estava  enriquecida  com
clortetraciclina, este antibidtico causou a reducéao
da diversidade funcional e da atividade enzimatica
de todas as enzimas avaliadas; além de aumentar a
biodisponibilidade desse farmaco no solo.

Efeito contrério ao observado por Liu et al.
(2014) foi verificado por Binh et al. (2007) ao
estudarem os efeitos a curto prazo da AMOX sobre
as comunidades microbianas de solos adubados da
Alemanha. Esses autores ao examinarem dois solos
por meio de técnicas moleculares de quantificagdo
e identificacdo, concluiram que a presenca de
esterco no solo, além de promover aumento
significativo no nimero de unidades formadoras de
coldnia (UFC) pode desencadear crescimento no
numero de bactérias resistentes 8 AMOX e a outros
antibioticos, afetando assim, a estrutura e funcéo de
toda comunidade bacteriana.

De um modo geral, esse estudo indicou que
classes ou grupos quimicos distintos de antibi6ticos
acarretam diferentes impactos a microbiota do
solo. Segundo Kotzerke et al. (2011), a AMOX é
um farmaco com baixas taxas de recuperacdo no
solo, tem degradacdo rapida e, consequentemente,
baixa persisténcia. Porém, Kim et al. (2012)
descreveram que ela € um composto que apresenta
baixa retencdo, implicando em alta mobilidade, é
muito influenciada pelo pH, presenga de MO e
teores de argila do solo. Apesar do latossolo
matriz-objeto deste trabalho apresentar elevada
acidez (pH 3,9) — o que favoreceria sua retencdo —,
0 teor de matéria organica é médio e este contém
uma textura argilosa, condi¢des que dificultam sua
sorcdo neste solo. Esses fatores poderiam fazer
com que esse farmaco permanecesse disponivel por
um tempo maior dissolvido na fragdo coloidal e,
mesmo em peguenas concentragdes, desencadearia
efeitos  significativos nos  microrganismos,
influenciando negativamente e a curto prazo, a
microbiota do solo (Thiele-Bruhn e Beck, 2005;
Binh et al. 2007).

Com relacéo a DOX, o seu efeito sobre os
microrganismos do solo poderia ter sido
comprometido, retardado ou atenuado. Apesar dela
apresentar baixa degradacdo e um maior tempo de
persisténcia no solo, seguindo o padrdo
demonstrado pelas tetraciclinas, de um modo geral,
e devido as interacdes desse antibidtico com este
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tipo de matriz, sob as mesmas condi¢fes as quais a
AMOX foi exposta, esse farmaco apresenta alta
retencdo no solo, principalmente na presenca de
argilominerais como a caulinita e 6xidos de ferro
(goethita) e aluminio (gibbsita), sendo os dois
primeiros, constituintes da sua fragéo argila. Por
esse motivo a DOX acaba permanecendo, na maior
parte do tempo em que se encontra inserida no solo,
indisponivel na fracdo coloidal; promovendo, dessa
forma, pouca ou breve perturbacdo a microbiota do
solo (Thiele-Bruhn e Beck, 2005; Liu et al. 2012;
Liu etal., 2014).

) presente estudo mostrou,
experimentalmente, que antibioticos como a
AMOX e a DOX acarretaram perturbacGes em
alguns indicadores da qualidade microbiana do
solo, como os investigados. Contudo, se verificou
que esses efeitos sdo especificos para cada
farmaco, ndo ocorrendo da igual maneira, mesmo
se padronizando varidveis como tipo de matriz
(neste caso o solo), dosagens e tempo de exposicéo.

Essas diferencas ocorrem, principalmente,
pela forma como esses farmacos interagem com o
tipo de matriz a qual estdo inseridos, ou seja,
devido a caracteristicas quimicas intrinsecas,
tempo de persisténcia e, também, pela forma de
dissipacdo no ambiente (Ma et al., 2014; Regitano
e Leal, 2015).

A pesquisa por meio de outros trabalhos
com substancias bioativas, como 0S
antimicrobianos, e analisando outros indicadores
merece atencdo; e deveriam ser realizados, para
entender melhor o efeito que esses compostos
podem desempenhar, a curto e longo prazo, sobre
0S microrganismos presentes no solo, assim,
avaliando o seu impacto sobre organismos gue
destes dependem, incluindo, principalmente, o ser
humano.

Concluséo

Os antibioticos AMOX e DOX acarretam
perturbacOes na atividade e biomassa microbianos
e quociente metabdlico (qCO,), bioindicadores de
qualidade do solo relacionados a sua microbiota. A
exposicdo dos microrganismos do solo a AMOX
causou reducgdo da biomassa, pouco ou nenhum
efeito sobre a atividade microbiana e aumento do
gCO;, confirmando um maior estresse aos
microrganismos presentes no solo, enquanto que a
DOX reduziu a atividade e promoveu pouca
influéncia sobre o carbono da biomassa microbiana
e sobre 0 qCO,, demonstrando baixa perturbacéo a
microbiota do solo. Concluiram-se que esses
efeitos sdo especificos para cada farmaco, tém
influéncia dos atributos morfoldgicos da matriz e
ndo seguem um comportamento ambiental
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idéntico, mesmo se padronizando variaveis como
tipo de matriz, dosagens e tempo de exposi¢do a
essas substancias.
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