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RESUMO

Uma das preocupacdes, que se tem mostrado um desafio para a comunidade analitica, € a
crescente contaminacdo do solo e da agua com residuos oriundos de antibiéticos de uso
veterinario. Este trabalho mostra as interagfes que podem ocorrer com 0s antimicrobianos
tetraciclina e sulfaquinoxalina e fragbes da matéria organica do solo. Neste trabalho,
empregou-se substancias humicas oriunda de turfa da regido do rio Mogi (Ribeiréo Preto-SP).
Uma amostra de turfa foi submetida a extracdo e fracionamento a partir de procedimentos
adotados pela Sociedade Internacional de substancias humicas. A partir do processo de
caracterizagdo, foi identificada a composicdo elementar e o teor de matéria organica. O maior
valor para razdo E4/Es foi de 3,67 para a turfa, enquanto que a humina apresentou 1,15. Na
analise dos grupos funcionais, empregou-se RMN *C indicando a presenca majoritaria de
carbono aromatico na turfa, substancias humicas e acidos fulvicos. Estudos de adsorcdo e
capacidade de complexagdo foram efetuados, visando avaliar a afinidade da substéncia
humica e suas fragcbes com a tetraciclina simulando condi¢6es ambientais. Os resultados
obtidos permitiram inferir que a interacdo mais forte ocorreu entre a humina e a tetraciclina
com capacidade de complexacdo igual 59,19 mg g, em pH 5. Para o sistema com a turfa e a
tetraciclina, 0 modelo cinético que melhor descreveu o processo de interagdo foi de pseudo-
segunda ordem, enquanto que para as isotermas de adsorcdo o modelo que melhor se ajustou
aos resultados experimentais foi o de Freundlich em pH 5. Quando se utilizou a humina (pH
5) os resultados quanto aos modelos cinéticos e de adsorcdo indicaram que, assim como
avaliado para o sistema turfa e tetraciclina, o0 modelo da isoterma de Freundlich é o que
descreve melhor o sistema. Em seguida, estudos por fluorescéncia molecular explorando a
fluorescéncia intrinseca da substdncia hdmica com sulfaquinoxalina, em diferentes
temperaturas, foram realizados visando propor o possivel mecanismo de interacdo. A
constante de Stern-Volmer (Ksy) diminui gradualmente com a elevacdo da temperatura,
indicando que o processo preferencial de quenching foi estatico, e os estudos por ultravioleta-
visivel confirmaram. Com base nos parametros termodinamicos (AH > 0 e AS > 0), as forcas
preferencias na interagdo substancias himicas e sulfaquinoxalina sdo hidrofobicas, sendo o
valor da constante de interacdo (K,) em pH 5 de 2,04(+0,01)x10* L mol™. A variacéo da forca
ibnica do meio indicou que houve um aumento de 69% da constante de ligacdo Ky Os
estudos por fluorescéncia em 3D e fluorescéncia sincronizada permitiram concluir a presenga
de um pico de emissdo entre 357 — 365 nm, e que apds a adicdo de sulfaquinoxalina ocorreu a
diminuigdo da intensidade de fluorescéncia nessa regido de emissdo que é especifica para
acido humico. A presenca de possiveis competidores (cations e anion) indicaram que houve
interacdo efetiva para as espécies idnicas Mg(ll), AI(I), Cr(lll) e Cr(VI), pois
K competidores/ Ksn > 1, assim indicativo de mudanca conformacional da macromolécula. Assim,
este trabalho pode contribuir para entender o comportamento de residuos gerados a partir de
farmacos veterinarios, buscando formas de minimizar a mobilidade e disponibilidade desses
poluentes no meio, contribuindo assim para a reducdo de residuos e danos ambientais.

Palavras-chaves: substancias hdmicas, adsor¢do, contaminacdo ambiental, capacidade de
complexacéo, técnicas espectroscopicas.



ABSTRACT

One of the worries, which has been shown as a challenge to the analytical community, is the
growing contamination of the soil and water through waste originated from veterinary
antibiotics. This work shows the interactions that can happen with the antimicrobials
tetracycline and sulphaquinoxaline and fractions of soil organic matter. In this work, it was
used the SH from peat of the Mogi River (Ribeirdo Preto-SP). A sample of peat was
submitted to the extraction and fractionation based on procedures adopted by the International
Society of humic substances. From the characterization process, it was identified the
elemental composition and the content of organic matter. The highest value for E4/Eg ratio
was 3,67 to the peat, whereas the humin presented 1,15. In the analysis of the functional
groups was used RMN *C indicating the major presence of aromatic carbon in Peat, humic
substances and fulvic acid. Adsorption studies and complexing ability were done, aiming to
evaluate the affinity of the humic substance and its fractions with the tetracycline simulating
environmental conditions. The results obtained permitted to infer that the strongest interaction
occurred between the humin and the tetracycline with complexation capacity equal to 59,19
mg g, in pH 5. For the system with the Peat and the tetracycline the kinetic model that best
described the interaction process was of pseudo-second order, while for the isotherms of
adsorption the model that best fit to the experimental results was that of Freundlich in pH 5.
When it was used the humin (pH 5), the results about the kinetic models and adsorption
indicated that, as well as evaluated to the Peat and tetracycline system, the Freundlich
isotherm model is the one that best describes the system. Then, studies through molecular
fluorescence exploring the intrinsic fluorescence of the humic substance with
sulphaquinoxaline, in different temperatures, were carried out aiming to propose the possible
mechanism of interaction. The Stern-Volmer constant (Ksy) gradually decreases with the
elevation of the temperature, indicating that the preferential process of quenching was static,
and the studies by ultraviolet visible confirmed. Based on the thermodynamic parameters (AH
> 0 e AS > 0), the preferential forces in the interaction humic substances and
sulphaquinoxaline are hydrophobic, being the value of the interaction constant (Ky) in pH 5 of
2,04(+0,01)x10* L mol™. The variation of the ionic strength of the medium indicated that
there was an increase of 69% of the connection constant Ky, The studies through 3D
fluorescence and synchronized fluorescence permitted to conclude the presence of an
emission peak between 357 — 365 nm, and that, after an addition of sulphaquinoxaline, there
was the decrease of the intensity of fluorescence in this emission region which is specific for
humic acid. The presence of possible competitors (cations and anions) indicated that there
was effective interaction to the ionic species Mg(ll), Al(I1I), Cr(1ll) and Cr(VI), because
Keompetitors/ Ksu > 1, thus indicative of conformational change of the macromolecule.
Therefore, this work can contribute for the understanding of the behavior of waste generated
from veterinary drugs, searching for ways to minimize mobility and availability of these
pollutants in the environment, contributing, this way, to the waste reduction and
environmental damage.

Keywords: humic substances, adsorption, environmental contamination, comple>
capacity, spectroscopic techniques.
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1. INTRODUCAO

A composicao da matéria organica (MO) esta na dependéncia da fonte ambiental, ela é
constituida de diversos compostos organicos encontrados em aguas naturais, sedimentos e
solos (AIKEN & COSTARIS, 1995; RODRIGUEZ et al., 2014). Em geral os compostos
organicos no solo podem ser encontrados em duas formas, Substancias ndo-Humicas e
Hamicas. As Substancias Humicas (SH) geralmente sdo descritas como substancias organicas
naturais, altamente decomposta, polimerizada em uma estrutura de grande complexidade.

As SH podem ser classificadas de acordo com a sua solubilidade em trés frages,
humina (HUM), &cido fulvico (AF) e &cido hamico (AH), sua solubilidade varia em meio
acido ou alcalino, a depender da fragdo de estudo. O AH apresenta reduzida solubilidade em
meio acido em condicdes de pH < 2, entretanto € solUvel em valores mais elevados,
geralmente € mencionada como a fragdo de maior massa molecular, para o AF destaca-se a
sua capacidade de ser solivel em agua em toda faixa de pH, contrapondo-se a essa fracdo
temos a HUM que possui baixa solubilidade em &gua em quaisquer condi¢des de pH e seu
peso molecular é consideravelmente superior aos das fracdes citadas, motivo que justifica o
seu processo de sedimentacdo e acumulacdo (SOUZA et al., 2016).

Além das fracOes da matéria organica, destaca-se a turfa, material complexo e que
possui diversos componentes organicos, como a lignina, a celulose e os AH (STEVENSON,
1994; CUNHA et al., 2010).

As SH e a turfa atuam como excelentes agentes complexantes dadas a diversidade de
grupos funcionais com diferentes cargas produzidas pela variacdo de pH, portanto
influenciam no processo de adsorcdo de diferentes espécies, como ions metélicos
influenciando em diferentes a¢Ges no ambiente, minimizando seus efeitos toxicologicos e
associados a processos de (bio)remediacdo, visando a remoc¢do de metais potencialmente
toxicos (KULIKOWSKA et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2014).

O crescente desenvolvimento de produtos e o uso intensivo do solo permitiram a
introducé@o no ambiente de compostos com diferente poder poluidor e toxicidade, tanto para a
salide humana guanto de animais. Os antibidticos de uso humano e animal, tetraciclina (TC) e
a sulfaquinoxalina (SQX), se enquadram nesse grupo de substancias que sdo intensamente
utilizadas. A adsorcéo e a fixacdo desses compostos no solo dependem de suas propriedades
fisico-quimicas e de uma serie de outros fatores associados ao ambiente em que esses estdo
sendo descartados ou inseridos, como as caracteristicas do solo, tipo de matéria organica
predominante, clima e humidade (TASHO & CHO, 2016).
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A presenca de farmacos, como é o caso da TC, Figura 1, entre outros compostos
organicos em diferentes compartimentos ambientais € uma questdo emergente, dada a
escassez de informacdes sobre o potencial impacto intimamente relacionado a sua ocorréncia,
seu destino e principalmente a efeitos ecotoxicoldgicos (BITTENCOUR et al., 2016). Este
antibidtico é empregado tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria. Seu uso é
comum na criacdo de animais que sdo produtores de alimentos como gado e aves, assim este
antimicrobiano estd relacionado a promocdo do crescimento dessas espécies, prevencdo e
controle de doencas e parasitas (GU et al. 2007). Apesar de desempenhar um papel importante
para a medicina veterinaria, a TC foi inserida recentemente no grupo dos contaminantes
organicos emergentes, dada a sua presenga em excrementos de animais, no leite, ovos e carne
(MAHAMALLIK et al. 2015; SHALABY et al., 2011).

BORGHI & PALMA (2014) destacaram o uso agricola de lodo de esgoto e
fertilizantes organicos contaminados com residuos de TC como fonte de exposicdo ambiental,
além de medicamentos descartados de forma inadequada (MAHAMALLIK et al., 2015). Eles
mostraram que a principal via de entrada de produtos farmacéuticos no meio ambiente é por
meio do esgoto domeéstico, tratado ou ndo. Esses produtos podem estar presentes em aguas
superficiais através de tratamento de &guas residuais efluentes de plantas ou de escoamento
agricola, essas agdes contribuem para ampliar os efeitos negativos no ambiente aquético e no
solo (INOSTROZA et al., 2017).

Assim, deve-se considerar que a bioacumulacdo da TC em espécies vegetais e em
microrganismos esta associada a sua disponibilidade no solo e em aguas (PEREIRA et al.,
2012). Este processo pode ser verificado a partir da interacdo deste fA&rmaco com espécies
existentes no solo.

A interacdo da TC com macromoléculas presentes no solo como as SH pode
apresentar comportamentos diferentes. Neste caso, verifica-se que conforme os valores dos
pK, para a TC, Figura 1, podem existir até quatro espécies diferentes da molécula susceptiveis
a interacéo, tais como HsT*, H,T, HT e T%, e o maior ou menor distribuicio das espécies

presentes estdo relacionado diretamente ao pH do meio.
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Figura 1 — Grupos funcionais da tetraciclina e associacdo com os valores de pKa,.

sistema cetona fenolico
(pKa; =7,60)

H,N
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(pKa, = 3,30) HO

~

m—"0

grupo dimetilamoénio
(pKa3=9,88)

Fonte: Souza et al., 2016

Diante de uma diversidade de principios ativos de uso veterinario, posterior a TC, as
sulfonamidas correspondem a classe de antimicrobianos mais convencionalmente utilizada
com esse objetivo, utilizada h& quase 50 anos. A SQX é um N-derivado da 4-aminobenzeno-
sulfonamida, uma categoria de antibioticos sintéticos (JAMAL et al., 2014), seu emprego é
devido ao amplo espectro de acdo em bactérias Gram positivas, Gram negativas e
protozoarios, além de apresentar um valor acessivel (HOFF & KIST, 2009).

A SQX desempenha atividade bactericida e é utilizada em larga escala no tratamento
contra infeccdes causadas por microrganismos principalmente em aves. Ela atua inibindo a
sintese do &cido folico e também apresentacdo bacteriostatica, sua atividade como bactericida
da-se por acdo combinada, assim pode agir como um potente agente antimicrobiano. E
relatado na literatura que o aspecto benéfico de antibidticos adicionados na alimentagédo
animal foi descoberto em 1950 (PEREIRA et al., 2012; SILVA et al., 2014).

Assim como a TC, o uso da SQX para tratamento e profilaxia de doengas na medicina
veterinaria pode gerar residuos que chegam ao meio ambiente, motivo este que é necessario
cuidado ao se fazer o uso desse farmaco. A prescricdo de forma indiscriminada e sem controle
potencializa a geracdo de residuos, acarretando efeitos toxicos, possiveis reacdes alérgicas e
principalmente resisténcia bacteriana (SILVA FILHO et al., 2013). A seguir é apresentada na
Figura 2 a formula estrutural da sulfaquinoxalina.

Estudo realizado por MASELLI et al. (2013), relatam que j& foram detectados residuos
de antibidtico veterinario no solo, sedimento, no lodo de tratamento de esgoto, nas aguas

superficiais e subterraneas e em efluente industrial. Também ja foi identificada a presenca de
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residuos proibitivos de sulfas em carne e ovos. E de responsabilidade da rede de laboratérios
do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) atuar na identificacdo de
residuos de antibioticos presentes em alimentos de origem animal. (LINDSEY et al., 2001;
MIAO et al., 2004).

Figura 2 — Formula estrutural da sulfaquinoxalina.

pKaz2 = 6,01
(amida sulfonica)
/”—‘___,——"\“\ N
{o_ o\ A
Ny L
¥~ NT N
77777777777777777 H_/
. L
H3N
pKai = 2,62

(amina aromatica protonada)

Fonte: Hoff, R., 2014

A presenca de diversos grupos funcionais na estrutura das SH e nas suas fracOes
possibilita a sua interacdo com essas espécies poluentes no meio ambiente, podendo produzir
diferentes efeitos em seu comportamento ambiental (KUN et al., 2014). As sulfonamidas
apresentam uma a¢do mais intensa em valores de pH que variam de 7 a 8, acrescido ao tempo
de exposicdo (TASHO & CHO, 2016). Vale ressaltar que, normalmente, o limite de
concentracdo de antibidticos utilizados no ambiente ndo € totalmente regulamentado e a lei
ndo exige que os residuos animais sejam tratados na maioria dos casos, sendo, portanto uma
das grandes preocupacdes relacionadas ao uso das sulfas e sua exposicdo ao meio, uma vez
que o uso de antibidticos é um dos principais contribuintes para o0 surgimento de
microrganismos resistentes (TAPPE et al., 2013; TASHO & CHO, 2016).

Estudos relacionados as fragbes da SH tém expandido a questdo ambiental no que
tange a interacdo com outros farmacos. Existem algumas pesquisas realizadas por Carlos et al.
(2012) com seis poluentes emergentes (&cido clofibrico, amoxicilina, acetamiprida,
acetaminofeno, carbamazepina, e cafeina) que mostram a influéncia do AH, fracdo da SH, no
processo de degradacdo fotoguimica de efluentes sintéticos contendo a mistura destes
compostos, inferindo sobre a importancia de se considerar tais interacbes das SH com

possiveis poluentes no ambiente.
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2. JUSTIFICATIVA

Os impactos ambientais vém se intensificando dada de uma série de fatores. Observa-
se que o crescimento da populacdo de forma desenfreada, ocupacdes de areas inadequadas,
agricultura intensiva que leva o uso de agroquimicos, além de farmacos, o aumento da
producdo de diversos residuos atrelado a sua periculosidade sdo fatores mais do que
suficientes para impactar o ambiente.

Por meio dos fatores que geram danos ambientais oriundos da acdo humana, o solo é
conduzido a degradacdo e concomitante perda de sua capacidade de suporte aos processos
naturais necessarios ao equilibrio.

Desta forma, € importante compreender os fatores que afetam a mobilidade dos
antibioticos no solo, quando se faz necessario minimizar o seu transporte para as aguas
subterraneas e evitar o escoamento resultante da poluicdo de fontes ndo pontuais, assim este
trabalho teve como objetivo avaliar o papel das fragdes da matéria organica como possiveis
agentes complexantes, estudar a interacdo dessas fracbes com o antibidtico TC e SQX,
visando entender o comportamento desses contaminantes no meio e assim minimizar danos

ambientais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho visa avaliar a influéncia das fracbes da matéria organica (MO), como
substancias himicas (SH) extraidas de turfa, &cido himico (AH), &cido fulvico (AF) e humina
(HUM) como possiveis agentes complexantes, além de estudar a interacdo dessas fragdes com
0 antibidtico TC por meio da técnica de adsorgdo, e para a SQX empregando-se ensaios
espectroscopicos. Desta maneira, busca-se entender a acdo desses contaminantes no meio para

que assim seja possivel minimizar danos ambientais.

3.2 Objetivos especificos
a) Avaliar as contribui¢des das fracdes de MO (SH, AF, AH) na retencdo/complexacdo da TC
por ultrafiltracdo tangencial,
b) Realizar estudos de adsor¢do da TC com turfa e humina, visando avaliar a viabilidade da
aplicacdo desses adsorventes naturais no processo de remedia¢do ambiental.
c¢) Avaliar a interacdo da TC e da SQX com SH extraidas de amostras de turfa in natura;
d) Estudar a interacdo da SQX com as fraces da matéria organica (MO), presentes no solo,
para entender o comportamento desses poluentes no ambiente, por meio de ensaios

espectroscépicos, simulando condi¢des ambientais.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados sdo de pureza analitica. Para ajuste do pH dos sistemas
avaliados se empregou HCI 2 M (Suprapure, Merck AG, Alemanha) ou NaOH 1 M
(Suprapure, Merck AG, Alemanha) em agua de alta pureza (resistividade de 18,2 MQ Cm a
25°C, sistema Milli-Q, Millipore, Billerica, MA, EUA).

Foram preparadas solucdes estoque a 50 mg L™ de SH em tampéo fosfato 10 mM.
Para o estudo de interacéo das fracbes de MO com TC, as solucdes estoque do antimicrobiano
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e as de trabalho foram preparadas em agua Milli-Q e
submetidas a ajuste de pH para 5,0. Preparou-se uma solucdo estoque de TC a 500 mg L™,
dissolvendo-se aproximadamente 0,05 g desse antibidtico em metanol para um volume final
de 100 mL.

As solugdes de trabalho de tetraciclina para analise quantitativa foram preparadas em
solucdo tampéo, a qual foi preparada a partir da dissolucao de 0,62 g de &cido borico (0,1 M),
0,64 g de acetato de magnésio (30 mM), 0,28 g de hidréxido de potassio (5 mM), 0,18 ¢
EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) (5 mM) e brometo de cetiltrimetilaménio (1 mM)
para 100 mL, sendo o pH ajustado para 9,2 com hidréxido de sodio 1 M.

Para medicao dos espectros de absorbancia a concentracao final de SH foi fixada em 5
mg L. Neste estudo, empregou-se uma solucéo estoque de TC 500 em metanol foram obtidas
solucdes de trabalho a concentracéo final correspondem a 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e
20,0 uM.

Nos ensaios com a sulfaquinoxalina (SQX) foram preparadas solugdes estoque de SH
e AH a 50 mg L™ em pH 6. Nos estudos iniciais, se avaliou as concentracdes 5,0; 10,0 e 20,0
mg L™ para ambos os sistemas, SH e AH. Todos os ensaios com sulfaquinoxalina foram
realizados com SH a 20,0 mg L. Para o preparo da solugdo do antibiético SQX se dissolveu
3,22 mg em 1 mL de DMSO, e em seguida, o sistema foi avolumado para 10 mL com tampéo
fosfato. Todas as solugdes foram preparadas com tampéo fosfato a pH 6. Adicionalmente,
para ensaios de interacdo foram preparadas solucBes estoque de NaCl e Kl a2 e 1 M,

respectivamente.

4.2 Turfa: amostragem
As amostras de turfa foram coletadas na regido do rio Mogi do municipio de Ribeirdo

Preto, estado de Sdo Paulo, Brasil, conforme informado por Souza e colaboradores, 2016.
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No processo de amostragem, foram coletados 25 kg de turfa da regido do rio Mogi no
municipio de Ribeirdo Preto, Estado de Sdo Paulo. As amostras foram transferidas para

tabuleiros de madeira, secadas ao ar e submetidas a peneiracdo com malha de 2 mm.

4.3 Substéancias humicas e humina

4.3.1 Extracgéo e fracionamento

Embora ndo seja possivel detalhar com precisdo a estrutura de uma SH, faz-se
necessario entendé-la a partir de procedimentos que fornecam informagfes seguras a respeito
da sua complexidade. As etapas de extracdo, fracionamento e purificagdo com as amostras
neste estudo foram realizadas no grupo Quimica Ambiental do Instituto de Quimica da
UNESP-Araraquara.

Realizou-se a extracdo de SH de turfa a partir do procedimento adotado pela
Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS), utilizando como extrator uma
solugdo de NaOH a 0,1 M, na razéo 1:10 (m/v), durante 4 h em atmosfera de N, esse
procedimento a priori garante a obtencdo de um extrato de baixa solubilidade, denominado
humina (IHSS 2015). De acordo com Rocha et al. (2009) esse método é capaz de extrair até
80% de MO do solo, todavia é importante destacar que esse procedimento pode levar a
alterac@es estruturais. Um segundo processo é o fracionamento, tem como papel obter fracGes
bem distintas. Essa etapa tem como objetivo compreender melhor matrizes complexas de MO,
assim ela corresponde a uma das técnicas mais relevantes para o estudo do comportamento de
SH. Toda a etapa de separacdo baseou-se na solubilidade das fracbes de MO frente a
determinados valores de pH, tal procedimento segue as normas adotadas pela IHSS.

Inicialmente isolou-se a HUM, considerada uma fracdo de baixa solubilidade em
qualquer intervalo de pH, a mesma foi encaminhada cuidadosamente a lavagem com agua
ultrapura, separada por centrifugacao e submetida a secagem em uma temperatura de 60°C por
24 h, até que fosse verificada a constancia da massa obtida. Para a obtencdo das demais
fracdes, foi necessario acidificar o meio com uma solucdo de HCI 0,1 M, (pH ~1) submetido
ao processo de centrifugacdo e sedimentacdo para que assim fosse precipitado o AH que é
solivel apenas em meio alcalino. Apds a coleta do AH, apenas a fracdo de AF ficou em

solucdo, a qual é soluvel em qualquer faixa de pH.

4.3.2 Purificacdo de SH, AH e AF
As SH, AF e AH extraidas de amostras de turfa foram submetidas a purificacéo.

Foram realizadas dialises para a eliminacdo de sais solGveis, com todas as amostras em
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estudo, segundo procedimento descrito por Town et al. (1992). A agua externa foi substituida
trés vezes, a cada 3-5 h, e posteriormente a cada 12 h, para garantir a auséncia de ions cloreto
(CI e consequentemente evitar a precipitacdo e ou a formacdo de complexos dado a sua
presenca. Os extratos foram submetidos a evaporagédo e posteriormente secos em um forno de

ar circulante a uma temperatura de 50°C.

4.4 Caracterizacao das amostras de turfa, substancias humicas, acidos fulvicos e
acidos humicos

O processo de caracterizacdo das amostras foi realizado pelo grupo de Quimica
Ambiental do Instituto de Quimica da UNESP- Araraquara, conforme procedimentos
adotados pela IHSS.

A composicdo elementar das amostras de turfa, SH, AH e AF foi obtida utilizando um
analisador elementar (Thermo Finnigan, modelo Flash EA 1112). O teor de MO das amostras
foi determinado por anélise gravimétrica, em triplicata, calcinando 10 g da amostra a 750°C,
durante 4 h, de forma que a matéria inorganica foi considerada como o residuo final
calcinado. O célculo do teor de MO foi obtido fazendo-se a diferenca entre a amostra
calcinada com a in natura seca (ROSA et al., 2000).

As técnicas espectroscopicas foram utilizadas nos estudos de SH e suas fragfes. A
espectroscopia no UV-vis suporte 0s experimentos iniciais e traz informagdes importantes
acerca da estrutura quimica (SANTOS, 2014). Para a obtencao dos espectros foram medidas
massas de 2,0 mg de amostras de turfa, SH, AF e AH, em seguida submetidas a dissolucdo em
um volume de 10 mL de solugéo 0,05 M de NaHCO:s.

As medicgOes da absorvancia foram realizadas nos seguintes comprimentos de onda,
465 e 665 nm, em um espectrometro DR 3900 (modelo Rack), no Laboratério de Ciéncias
Ambientais do Agreste (LCCA) localizado no campus UFAL Arapiraca. Os espectros nestes
valores estabelecem a razéo E4/Es, que permitem avaliar o grau de humificacdo e a capacidade
de complexacéo das SH e de suas fragdes.

No processo de caracterizacdo dessas espécies, para auxilio na identificacdo dos
grupos funcionais emprega-se a técnica de ressonancia magnética nuclear *C (RMN) com
polarizacdo cruzada (PC) (SANTQOS, 2014).

Na andlise espectroscopica foi utilizada uma cubeta de vidro, de caminho 6ptico de 10
mm, e as medi¢Oes foram obtidas em um espectrometro modelo Hitachi U2000 (GAO et al.,
1999; KONONOVA, 1966). Os experimentos de RMN *3C com polarizacdo cruzada foram

realizados em um espectrometro Varian (modelo Unity Inova 400).
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No estudo por de RMN **C, as amostras preparadas foram colocadas em um rotor de
zirconio com um cilindro de didmetro de 5 mm e centrifugada a 3 kHz numa sonda Doty
Supersonic especifica para teste de sélidos. As condi¢gbes experimentais foram as seguintes
frequéncia de ressonancia 100,05 MHz para **C, banda espectral de 20 KHz para PC, impulso
de preparacgdo de protons de 3,8 ps, tempo de contato de 1 ms, tempo de aquisi¢do 12,8 ms e
tempo de espera para relaxacdo de 500 ms. Os valores do deslocamento quimico (Ad) foram
referenciados ao hexametil benzeno (HMB), que tem uma linha bem definida em 17,2 ppm.

Posterior aos estudos de caracterizagdo, foram realizados estudos de interacdo entre
fracdes da MO e TC. Todo o experimento foi baseado no procedimento analitico proposto por
Burba et al. (2001), que se baseia na ultrafiltragdo em fluxo tangencial (UF-FT), realizada
com as SH, AH, AF, HUM e a TC. O sistema de ultrafiltracdo é equipado por uma membrana
de 1 kDa (Gelman Pall-Filtron Omega), onde ocorre a separacao, da TC livre daquela que nédo
complexou com as fragdes da MO, pois esta apresenta uma massa menor que 1 kDa, principio
este que explica o processo de separagédo por tamanho molecular (BERGH et al., 2001).

4.5 Determinacdo da concentracao de TC por espectrometria de fluorescéncia

A determinacdo da concentracdo de TC livre realizada por espectrofluorimetria,
utilizando um espectrofluorimetro Shimadzu (modelo RF5301PC, Japdo), realizado no
Laboratorio de Instrumentacdo e Desenvolvimento em Quimica Analitica (LINQA) localizado
no campus A.C. Simdes da Universidade Federal de Alagoas.

A construcdo da curva de analitica para determinar a TC livre de 0,025 a 0,500 mg L™,
e todas as solugbes foram preparadas em solugdo tampédo (pH 9,2). Em tubos falcon,
adicionou-se 1 mL da solugdo tampéo e 2 mL da solucdo de TC, amostra ou 0 padrdo, que em
seguida foi encaminhada para as medigoes espectrofluorimétricas (Aex = 380 nm e Agm = 502

nm), em cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm (PENA et al., 1998).

4.6 Determinacdo do tempo de equilibrio de complexacéo

Com base neste estudo cinético de complexacdo da TC com a SH, se obtém o tempo
minimo necessario para que uma espécie de interesse forme complexo com as SH.
Para tanto, utilizou-se um sistema de ultrafiltragdo em fluxo tangencial desenvolvido
(BURBA et al., 2001). Esta técnica de separagdo é formada por um sistema conectado a uma
membrana de 1 kDa e 47 mm de didmetro (polietersulfénica, Gelman Pall-Filtron

OMEGA/Celulose regenerada) que sé permite a passagem da TC na forma livre.
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E um sistema versatil e de facil manuseio, sem a necessidade de adi¢io de reagentes,
dessa forma ndo acarreta alteracbes significativas as amostras originais, todavia alguns
cuidados deve-se tomar, por exemplo, verificar a montagem correta do sistema para garantir
que esta ocorrendo a filtragdo, observar imediatamente se ao iniciar o sistema em fluxo se ndo
estd ocorrendo vazamento da solucédo de trabalho.

Faz-se necessario verificar a aposi¢ao correta da membrana, além disso, deve-se ter
cuidado para ndo ocorrer entupimento da mesma que € utilizada no sistema, esse fato pode
ocorrer dado o aumento da concentracdo do soluto na superficie ou quando se faz uso de um
soluto que apresenta baixa solubilidade no meio.

Mediu-se uma massa de 4,0 mg de SH que foram dissolvidas em 192 mL de agua pura
a fim de obter uma solugdo 20,83 mg L™. Nesta solucdo, foram adicionados 8 mL de uma
solucdo de cloridrato de tetraciclina a 125 mg L™ cuja concentracdo final deste
antimicrobiano foi de 5,0 mg L™ e para a SH de 20 mg L™. Em intervalos, que variaram de 10
a 120 min foram coletadas 10 aliquotas, de aproximadamente 1,0 mL cada, para a
determinacédo do tempo de equilibrio de complexacéo.

Todas as amostras coletadas foram encaminhadas para determinacdo da concentracao
da TC livre por espectrometria de fluorescéncia molecular e diante dos resultados lancados,

tragou-se uma curva referente a porcentagem de TC complexada em funcéo do tempo.

4.7 Capacidade de complexacéo de SH, AF, AH e HUM com TC

Para a determinacdo da capacidade de complexacdo (CC) foram medidas massas de
4,0 mg de SH, AF, AH e HUM e em seguida dissolveram-nas em agua até obterem-se
soluges dessas amostras a 20 mg L™, com excecéo da humina é apresenta baixa solubilidade.
Exatos 200 mL dessas solucbes foram empregados em titulagbes, com pH ajustado para 5,0.
A principio foi necessario deixar o sistema montado bombeando a solucéo inicial por 5 min,
antes de adicionar a solucdo de TC, esse tempo foi necessario para o condicionamento da
membrana ao meio que iria ser submetida.

Apls o ajuste do sistema de UF-FT, coletou-se por filtracdo uma aliquota
correspondente a 2,0 mL, referente ao tempo zero (branco), antes de adicionar a solucdo de
TC. Em seguida, foram adicionando-se volumes da solucéo estoque de TC as solugdes de SH,
AF, AH e HUM para a obtencéo de concentracdes finais equivalentes a 0,05; 0,20; 0,40; 1,00;
2,00; 3,00; 4,00; 5,00 e 10,00 mg L™. Apés a adicdo de TC nas concentracdes mencionadas, a
solucdo resultante permaneceu por 20 min sob agitacdo, para que posteriormente fosse filtrada

(Figura 3), e encaminhada para determinacdo da concentracdo de TC livre por fluorescéncia



25

molecular. Para determinar a capacidade de complexacdo (CC) tragou-se uma curva referente
a concentracdo de TC total (adicionada) versus a concentracdo de TC livre.

Figura 3 — Esquema do procedimento analitico utilizado para estudo de complexacdo entre
Substancias Hamicas de turfa e TC. Condices: sistema de ultrafiltracdo em fluxo tangencial,
equipado com membrana de porosidade 1 kDa e 47 mm de didmetro (polietersulfonica, Gelman
Pall-Filtron).

> 2

ultrafiltracdo em fluxo tangencial

Membrana: 1 KDa

1 Vazdo: 2,0 mL min*

E Dg 2,0 mL (filtrado)

Fluorescéncia Molecular

Fonte: Autora deste trabalho, 2018

Apos a adicdo de TC nas concentragfes mencionadas, a solucdo resultante permaneceu
por 20 minutos sob agitacdo, para que posteriormente fosse filtrada e fosse obtido o equilibrio
de troca. Conforme Figura 3, volumes de aproximadamente 2,0 mL foram coletados e
encaminhados para determinacdo da concentracdo de TC livre por espectrometria de
fluorescéncia.

Para determinar a CC tragou-se uma curva referente a concentragdo de TC adicionada

versus a concentracdo de TC livre, esta obtida por meio do sistema de UF-FT.

4.8 Cinética de adsorcéo

Os estudos cinéticos de adsorcdo foram realizados a uma temperatura de 25+1°C e a
uma agitacdo constante a 125 rpm. Em seguida aliquotas de 15,0 mL de solucdo do
antimicrobiano TC a 17,0 mg L™ foi transferida, usando uma pipeta, para frascos de
polietileno com capacidade para 25,0 mL. Para determinar a influéncia do pH no processo de
adsorcdo, foram realizados experimentos em diferentes valores de pH, 3, 4 e 5. Neste caso,
adicionou-se 50,0 mg de turfa in natura em recipientes e ajustaram-se os valores de pH
desejados com solucdo de HCI 1 M. Apos o ajuste do pH, o sistema ficou sob agitacdo em
intervalo de tempo que variou de 10 min a 50 h, para cada pH em estudo. Todas as misturas

foram filtradas utilizando um sistema adaptado com membrana de filtragdo Millipore de 0,45
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pum (celulose). Cada filtrado apds ser recolhido foi encaminhado para determinacdo da TC
remanescente (livre) por espectrometria de fluorescéncia molecular.

Diante dos dados, a quantidade de TC adsorvida no material foi calculada fazendo-se a
diferenca entre as concentracOes inicial e final, e para isso utilizou-se a seguinte equacao, (eq.
1):

_ G- Oxv Equacéo 1
m

q

Sendo g a capacidade de adsorcdo da TC por mg por grama de turfa, Co corresponde a
concentracdo inicial de TC em mg L™, C a concentragdo final em mg L™, V o volume da

solucédo em litro e m a massa do adsorvente em g.

4.9 Isotermas de adsorcao

Os experimentos voltados para o estudo da cinética de adsorgdo, realizados com a TC
e a turfa in natura, foram desenvolvidos em pH 5 e temperatura de 25+1°C.

Durante o processo experimental, as amostras de turfa com TC foram submetidas a
agitacdo, em mesa agitadora, em intervalos de tempo correspondentes a 1, 4 e 24 h. Para isso,
pesaram-se amostras de 50 mg de turfa e em seguida foram transferidas para recipientes de
polietileno. Cada recipiente recebia 15 mL de solugcdo de TC nas seguintes concentragdes: 5,0;
10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 75,0 e 100,0 mg L.

Esse procedimento experimental foi empregado com o sistema HUM e TC, de forma
semelhante ao realizado com a turfa. Pesou-se 5,0 mg de amostras de HUM, em seguida as
massas pesadas foram encaminhadas para recipientes de polietileno. Em cada tubo, foi
inserido 200 mL de solugdo de TC em diferentes concentragdes, necessarias para a obtengédo
da cinética de adsorcdo com essa fracdo da SH. As solucBes de TC utilizadas foram de
diferentes concentrag®es, tais valores foram 0,10; 0,20; 0,40; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00 e
10,00 mg L', Estabeleceu-se 20 min como o tempo necessario para agitacdo durante o
processo de adsorcao, apds o termino do procedimento o filtrado submetido a determinacéo

da concentracdo da TC nas amostras quantificadas.

4.10 Modelos para o estudo de adsorcéo

O primeiro modelo proposto é o de Lagergren. Este modelo foi desenvolvido para
adsorcdo de sistemas sélido-liquido, ele é indicado quando se deseja determinar a taxa de
adsorcdo de um determinado soluto em uma solucdo liquida. Neste caso, a equacdo que €

utilizada é representada por:
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dq,

t

= K1(qe — q¢) Equagéo 2

De acordo com a férmula apresentada, g, € a quantidade de adsorvato que ficou na
superficie do sélido retido em equilibrio, dado em mg g™, g, representa a quantidade de
adsorvato que foi retida no tempo t, dado em mg g™, K, é uma constante para a taxa de reacio
de pseudo-primeira ordem e t € o tempo em minutos. Por meio da linearizacdo da eq. 2,
obtém-se a eq. 3:

In(q, — q¢) =Inq, — Kjt Equacao 3

Entretanto para experimentos que se estendem em tempos maiores, a equacao
fornecida acima ndo apresenta bons resultados, assim ela é mais adequada para modelos de
adsorcdo nos 20 a 30 min iniciais (AKSU, 2001).

Além do modelo de Lagergren, o modelo de pseudo-segunda ordem também é
baseado na capacidade de adsorcdo do adsorvente. Ao contrario do que foi apresentado, este
modelo pode ser aplicado para o estudo do comportamento cinético ao longo de todo o tempo
experimental, sem nenhuma restricdo quanto ao tempo de equilibrio. A seguir € apresentada a
equacdo 4 que é indicada para este modelo:

dq .
q—tt = ky (e — q¢)? Equagdo 4

K, é a constante de velocidade da equacdo do modelo de pseudo-segunda ordem, e que

apos integracdo e linearizacao, ela pode ser descrita da seguinte forma. eq. 5.
t 1 t
E B ks qé " E

No modelo intraparticular, a cinética de adsorcdo é controlada por difusdo da

Equacao 5

superficie para os locais intraparticulares (SOUSA et al., 2007). Este modelo de difusédo
intraparticular é expresso pela seguinte expressao cinética, eq. 6:
qQe = kpt®+ C Equacéo 6

Nesta expressao, q; é a capacidade de adsorcdo individual considerando o tempo em
estudo, K, a constante de difusdo intraparticular, t € o tempo em minutos e C a concentragéo
emmg L™

Além dos modelos de adsorcdo apresentados, 0 modelo cinético de Elovich envolve
um processo de quimissorcdo, neste caso € que a superficie adsorvente é heterogénea (HO,
2006), a seguir € apresenta a equacao 7 para 0 modelo de Elovich.

da;

= qe(7Fav) Equacio 7
de
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Nesta expressdo o € P sdo as constantes ¢ ¢ @ massa das espécies adsorvidas. A
constante o corresponde & velocidade inicial, dada em mg g™ min™ e B indica o numero de
locais adequado para a adsorcdo no sistema, dado em mg g™. Assim, apés o processo de
integracdo da equacéo 7, temos a seguinte expressao:

q: = a + Plng, Equacao 8

A aplicabilidade dos modelos apresentados foi verificada pelos graficos In(qe — Q)

t .
Versus t, q_ VEersus t, q; versus t1/2 e q; versus In;, respectivamente.
t

4.11 Carga no ponto zero

Inicialmente ajustou-se o pH de uma solucéo de NaCl para valores entre 2 e 12 por
adicdo de solucbes de HCI ou NaOH. Foi necessario borbulhar N, na solucdo, a uma
temperatura de 25°C, para que ocorresse a remo¢do do dioxido de carbono dissolvido,
atingindo um equilibrio do pH inicial. Em seguida, em um volume de 50 mL de solucdo, foi
adicionado uma massa de 0,10 g de turfa e 0 mesmo foi empregado para a HUM, e aguardou-
se uma nova estabilizacdo do valor do pH. Transcorridos 24 h, fez-se o registro do valor para
o pH final.

Com os dados obtidos por meio do procedimento experimental, construiu-se um
grafico pH final versus pH inicial, os dados foram utilizados para determinar o ponto em que
os valores de pH inicial e final permaneceram iguais ou onde mostraram uma minima
diferenca (KHAN & SARWAR, 2007).

4.12 Espectroscopia de UV-vis nos estudos com sulfaquinoxalina

As medidas espectroscépicas foram realizadas em um espectrofotdmetro de duplo
feixe Micronal (AJX-6100PC modelo, Brasil) utilizando cubetas de quartzo com 10 mm de
caminho éptico, no Laboratério de Instrumentacdo em Quimica Analitica — LINQA da UFAL
campus A.C. Simdes. Para esse ensaio foi avaliado o sinal de absorvéancia da SQX na
auséncia e na presenca da SH, bem como a absorvancia da SH livre. As concentracfes
utilizadas foram de 10 e 25 pM para a SQX e 10 mg L™ para a SH e o registro dos espectros
na faixa de 200 a 500 nm.

4.13 Ensaios por fluorescéncia molecular de SH e AH com SQX
As medidas espectrofluorimétricas foram realizadas usando um espectrofluorimetro

Shimadzu RF (5301PC, Japdo), localizado na Central Analitica do Instituto de Quimica e
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Biotecnologia da UFAL, tendo como fonte de radiacdo uma lampada de xenénio (150 W) e
empregando cubetas de quartzo de 10 mm de caminho Optico, com as quatro faces
transparentes. Durante as titulacdes espectrofluorimétricas manteve-se a concentracdo de SH
(20 mg L™ constante, com adic&o de quantidades crescentes de SQX, variando de 0-250 uM.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia da SH foram obtidos empregando-se Aex =
310 nm e Aem = 497 nm, com slit de 10 nm para excitacdo e emissdo. Apds o tempo de
incubacdo (20 min) as medidas analiticas foram realizadas a temperatura ambiente e em
triplicata. Para determinacdo dos parametros termodindmicos, foram realizadas titulagdes
empregando-se trés valores de temperatura 295, 303 e 311 K.

O efeito do pH em diferentes fracdes da matéria organica foi avaliado em solucGes de
SH e AH a 20 mg L™, as quais foram tituladas com SQX em trés valores de pH, os quais sdo
5, 6 e 7. Para a avaliagdo do efeito da forca ionica foi utilizada uma solugéo de NaCl, em
valores de concentragdo na faixa de 50-300 mM.

Os estudos por fluorescéncia 3D tém como objetivo obter informacgfes acerca das
variacgdes estruturais, da origem e da presenca dos possiveis grupos funcionais predominantes
nas SH na presenca da SQX (RODRIGUEZ et al., 2014). Os espectros de fluorescéncia 3D
foram obtidos a partir da SH 20 mg L™ em pH 6, na auséncia e na presenca de SQX a 125 M.
As medidas espectrofluorimétricas para excitagdo foram realizadas de 240-500 nm, enquanto
para emissdo de 250-700 nm.

O estudo de fluorescéncia sincronizada baseia-se na medicdo da intensidade de
fluorescéncia ao mesmo tempo em que se varre 0s comprimentos de onda de excitagdo (Aex) €
de emissdo (Aem), Mantendo uma diferenca constante de comprimento de onda otimizado em
ALl(Aem - Aex) = 18 nm . O objetivo deste estudo consistiu em identificar os grupos funcionais
presentes na SH, assim como a investigacdo de presenca de estruturas monoaromaticas,
indicativo do grau de humificagdo (SHIRSHOVA et al, 2009). As amostras foram excitadas
em 222 nm e a emisséo registrada na faixa 240 a 700 nm.

Titulagdes com solucdo de iodeto (1) promovem o quenching dindmico de moléculas
fluorescentes em solucao, entretanto é necessario que o ligante esteja acessivel para que assim
ocorra a interacdo. Dado a avaliagdo do tipo de quenching, essas titulagdes com Kl destinam-
se avaliar o grau de exposicao dos fluoréforos da SH (20 mg L") na presenca e na auséncia da
SQX, para tal fim determinou-se a constante de Stern-Volmer (Ksy) como parametro para
inferirmos 0 modo de ligacdo dado a presenca do KI (PACHECO & BRUZZONE, 2012).
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Para tanto se empregou solugdes de SQX a 0, 25 e 100 uM e de KI de 0-250 mM neste
procedimento experimental.

Por fim, foi avaliada a influéncia de possiveis espécies competidoras no processo de
interacdo da SH com a SQX. Para esta etapa experimental, selecionaram-se as seguintes
espécies idnicas: Ca(ll), Mg(l1), Al(I11), Cu(ll), Zn(11), Fe(ll), Fe(lll), Cr(lll), Cr(VI) e
Mn(ll), as quais foram mantidas a concentragédo de 10 uM. De forma geral, empregaram-se
como parametros de avaliacdo os valores de Ksy (constante de Stern-Volmer) e K}, (constante

de ligacédo) nos estudos por fluorescéncia molecular.

4.14 Estudo por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN *H)

O estudo da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear para o nacleo de
hidrogénio (RMN *H) necessitou de solucdo estoque de SQX a 3,3 mg mL™* em DMSO-d6
(Sigma). A solucéo estoque de SH a 3,3 mg L™ foi preparada em &gua deuterada (D,0). O
ajuste do pH do meio foi dado pelo uso de solugdo tampdo fosfato a 10 mM em &gua
deuterada e pH 6. Para ajuste da referéncia (zero) empregou-se 10 pL de
trimetilsililpropionato de sodio (TPSA) preparado em agua deuterada em tubos criogénicos. A
partir dessas solucBes, quatro diferentes sistemas foram utilizados no estudo de RMN *H
mantendo-se a concentracdo de SQX fixa em 0,66 mg mL™ e variando a concentracéo da SH
em 0; 0,17; 0,33 e 0,66 mg L™. O volume final de todos os sistemas foi de 600 pL. O perfil do
sinal e o deslocamento quimico (em ppm) foram os principais parametros utilizados para
avaliar a influéncia da concentragédo da SH no processo de interagdo com a SQX. Os valores
para o deslocamento quimico foram calculados a partir da equagéo 14.

AS = 5complexo — blivre Equagao 14
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Estudo de SH e fracdes de matéria organica com TC

5.1.1 Caracterizacgdo

Foram realizadas a caracterizacdo das amostras de turfa in natura, SH, AH, AF e
HUM e determinado o teor de MO. A matéria organica se apresenta como o principal
componente responsavel pela biodisponibilidade de diversas espécies organicas e inorganicas
no ambiente. A analise elementar (H, C, O) permitiu determinar a razdo elementar H/C e C/O.
Para os grupos funcionais foram empregados estudos de RMN *3C e razdo E4/Es, que
corresponde a um parametro utilizado nos estudos por espectroscopia de UV-vis. A avaliagdo
da razdo E4/E¢ foi realizada nos seguintes comprimentos de onda, 465 nm e 665 nm,
respectivamente. Os resultados obtidos das absorvancias sdo Uteis para se chegar ao valor da
razdo E4/Es. E importante destacar que esta razdo independe dos valores da concentracdo da
SH, AH, AF nas solugdes, entretanto pode-se observar variagdes a depender do valor do pH
da solucdo. De forma geral, o valor da razdo E4/E¢ esta associado ao grau de condensagdo dos
constituintes aromaticos nas espécies himicas.

A Tabela 1 a seguir mostra os niveis de MO total, determinado por calcinacdo. Os
valores apresentados indicam o teor de matéria organica para a turfa, SH e HUM, porém para
as fracdoes AF e AH o parametro néo foi avaliado. Os dados mostram que a turfa in natura
apresentou um teor de MO de 58,44%, entretanto para a SH esse parametro foi maior,
78,70%, dessa forma pode-se inferir que a SH apresenta niveis mais elevados ainda quando
esta isolada. Para a amostra de HUM foi observado o menor teor de MO.

Tabela 1. Caracterizacdo do teor de matéria organica (MO) das amostras de turfa, substancias humicas

(SH), éacido fdlvico (AF), acido humico (AH) e humina (HUM), razdo elementar (H/C e C/O)

calculada pelos dados da analise elementar, quantificacdo de grupos funcionais por RMN **C e razdo

E./Es.
Parametro Método Amostras
turfa SH AF AH HUM
MO(%) Calcinagdo 58,44 78,70 - -- 27,50
H/C AE 1,13 1,16 1,18 1,20 -
C/O 1,87 0,81 0,88 0,96 -
Alifatico (%) RMN *C 20,8 23,7 28,8 34,0 32,0
Eter (%) 7,2 42 8,9 12,0 13,0
Aromatico (%) 60,6 61,6 34,0 23,0 33,0
Carboxilico, éster, 10,5 10,5 29,3 31,0 22,0
e amida (%)
E4Es UV-vis 3,67 3,47 3,38 3,21 1,15

Fonte: Autora deste trabalho, 2018. (--) indicando que o parametro ndo foi determinado
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Os resultados da andlise elementar mostram que as raz6es atbmicas H/C sdo essenciais
para entender os possiveis grupos funcionais presentes e também a composicao da MO. Esses
valores estdo relacionados ao grau de condensacdo ou aromaticidade e isto por sua vez ao
grau de humificacdo. Quanto menor for a razdo atbmica maior serd a aromaticidade, portanto
um aumento no teor de H significa um maior nimero de &tomos de carbonos alifaticos (CHy)
em vez de insaturados, e isto mostra a presenca de materiais menos humificados (H,C = CH,)
(JACUNDINO et al., 2015 e BOTERO et al., 2010).

A Tabela 1 consta razbes H/C para cada amostra. Os valores para as razdes foram
1,13; 1,16; 1,18 e 1,20 para turfa, SH, AF e AH, respectivamente, isto significa que a turfa e
as SH apresentam maiores propor¢fes de estruturas arométicas condensadas se comparadas
aos acidos fulvico e htmico.

Em estudo desenvolvido com acido humico extraido do sedimento do fundo de uma
microbacia subtropical brasileira, Giovanela e colaboradores (2010) mostraram que os valores
da razdo H/C variaram de 1,15 a 1,24, assim os resultados apresentados neste trabalho estdo
em conformidade com os dados da literatura, uma vez que razées H/C maiores que 1 indica
que as amostras trabalhadas s@o, provavelmente, originarias de plantas vasculares ao invés de
MO oriunda de algas ou bactérias.

A segunda informacdo obtida por meio da AE mostra que o teor de carboidratos é
verificado a partir da razdo C/O. Valores mais elevados desta razdo indicam um maior grau de
humificacdo causado por uma reducdo no teor de carboidratos (SANCHES et al., 2007;
GOVEIA et al., 2013).

Das fragOes analisadas, o AF apresentou uma relagdo C/O menor quando comparada
ao AH, 0,88 e 0,96, respectivamente. Isto pode esta relacionado a presenca de grupos
funcionais oxigenados em proporcBes diferentes nestas amostras analisadas, resultantes do
processo de humificacéo.

Os resultados destacados acima na Tabela 1 estdo em conformidade com o que foi
apresentado por Chang et al. (2014). Observando os valores da AE apresentados por estes
pesquisadores, percebe-se que 0s AFs possuem um maior teor de O e um menor de C quando
comparados com 0s AHs, 0 mesmo comportamento foi identificado nos dados apresentados
neste trabalho. Portanto, conclui-se que o AF por apresentar uma menor relagdo C/O possui
um maior teor de O e um menor teor de C, indicativo, portanto de um menor grau de
humificacéo.

Os ensaios por UV-vis em 465 e 665 nm mostraram o seguinte comportamento, em

ordem decrescente, para as razdes E/Eg: turfa > SH > AF > AH > HUM. E importante
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destacar que todos os valores foram inferiores a 4, indicativo da presenca expressiva de
estruturas aromaticas condensadas. Esses dados permitem concluir que a HUM foi a amostra
com maior grau de humificacdo dada a menor razdo E4/Es seguida do AH.

O aumento da razdo E4/Eg indica uma estrutura com baixa aromaticidade,
consequentemente, a diminuicdo da razdo indica uma alta aromaticidade, logo esta
diretamente associada ao aumento da massa molar. (BOTERO, 2010; BOTERO et al., 2014;
GIOVANELA et al., 2010).

Jacundino et al. (2015) relatam que razdes E4/Eg menores estdo ligadas ao aumento da
humificacdo de estruturas aromaticas e maior conjugacao de ligac6es duplas e simples, dado
que a aromaticidade apresenta relacdo inversa com o nimero de grupos alifaticos (DOBBSS
et al., 2009; CHANG et al., 2014).

Os ensaios realizados, visando compreender as caracteristicas das amostras estudadas,
apresentam relacdes entre si. Sendo assim, por meio do estudo de RMN **C foi possivel
entender e identificar a presenca dos possiveis grupos funcionais. Os espectros obtidos
mostram dados que estdo em concordancia com os demais resultados ja apresentados, ou seja,
mostram tendéncias semelhantes.

A partir dos ensaios de RMN de *C concluiu-se que o AH apresentou a maior
porcentagem de C alifatico, 34,0% e a turfa a menor, 20,8%. Dada a existéncia de grupos
etoxis, a HUM e os AHs foram as fragdes com as maiores proporgdes, respectivamente 13,0%
e 12,0%, entretanto 0 mesmo nao foi observado para a SH, cuja porcentagem foi de 4,2%. De
todas as espécies estudadas, a SH apresentou a maior porcentagem de estruturas com
carbonos arométicos 61,6%.

De certa forma, as diferencas que foram observadas podem estar diretamente ligadas
ao processo de decomposicao influenciado pelo tipo de microrganismos envolvidos, além dos
fatores ambientais que estdo associados a essa decomposicdo. Sun et al. (2010) e Ding et al.
(2013) sugeriram que a abundancia de aneis aromaticos na estrutura da MO é um fator
importante que esta diretamente ligado ao processo de adsorcdo de residuos de antibiotico.
Uma vez que se estas moléculas estdo ligadas as fracdes de MO, elas podem alterar

substancialmente o seu comportamento, além do destino e da mobilidade no ambiente.
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5.1.2 Estudo de interacéo entre as fracbes de MO e TC

5.1.2.1 Capacidade de complexacao e o0 processo de adsorcdo

A capacidade de complexacdo (CC) é caracterizada pela maxima quantidade de TC
livre que pode ser complexada pelas SH e suas fracfes em solucdo aquosa, cujo objetivo é
entender a afinidade das mesmas por diferentes espécies contaminantes.

Figura 4 —a) Tempo de equilibrio entre tetraciclina e substéncias humicas extraidas de amostras
de turfa. b) Curva de capacidade de complexacéo para SH, AF, AH e HUM com TC utilizando a
técnica de UF-FT. Concentracdo da amostra: 20 mg L™ a pH 5 e concentracdo maxima de TC
avaliada de 10 mg L™.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Assim, utilizando solugdes de SH, AH, AF e HUM adicionadas a TC foram obtidas
informacbes sobre a CC dessas espécies por meio do sistema de ultrafiltracdo em fluxo
tangencial (UF-FT).

A Figura 4a refere-se a uma curva tipica para determinacdo do tempo de equilibrio de
complexacdo, neste caso da SH com TC. De acordo com Jacundino et al. (2015), os
complexos formados com MO tendem a estabilizar-se em funcdo do tempo, dada a
possibilidade de intensificar a interacdo entres as espécies. Isso se deve a rearranjos
intermoleculares e/ou intramoleculares, além das transferéncias de espécies complexas para
locais onde ocorre o processo de complexacdo mais profundos dentro da molécula.

Assim, a partir da anélise da Figura 4a identifica-se que o equilibrio de complexacéo
foi alcancado ap6s cerca de 20 minutos. Os resultados obtidos sdo comparaveis aos de outras
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pesquisas anteriores sobre complexacdo com SH, extraidas de diferentes matrizes, com uma
diversidade de espécies inorganicas e organicas potencialmente téxicas, mostrando que a
cinética de complexacdo foi de 20 minutos (BOTERO et al., 2011).

Determinar a contribuicdo de cada fracdo de MO nas amostras de turfa durante a
adsorcdo da TC e o processo de complexacdo em solugdo € fundamental para que possamos
compreender os possiveis mecanismos e a afinidade dessas fragdes relacionadas ao antibidtico
(bio)disponivel no ambiente. Os dados da capacidade da CC sdo uteis, fornecem as
concentragGes maximas de TC que podem complexar com as SH, AH, AF e HUM.

Durante o procedimento de titulagdo com a TC, ocorreu inicialmente a saturagdo dos
sitios de ligacdo mais fortes da SH, seguido pela saturacdo dos sitios mais fracos. A Figura 4b
mostra a titulacdo da SH e suas fragfes com uma solucdo padrdo de TC, utilizando a técnica
de ultrafiltracdo por fluxo tangencial. A capacidade de complexacéo foi determinada tragando
uma curva concentracdo de TC livre (mg L) em funcdo da concentracdo total de TC (mg L’
1. As curvas mostram uma mudanca no declive e como a capacidade de complexacéo foi
obtida a partir da intersecdo dos dois trechos lineares (BOTERO et al., 2011). A Tabela 2
mostra a CC das fracdes de MO para diferentes espécies, inorganicas e organica, comparado

comaTC.

Tabela 2. Capacidade de complexagdo (CC) para diferentes espécies comparando-se com fracdes de
MOeTC.

Espécies Fracéo de MO Origem CC (mg g™ Referéncia
4-Nitrocatecol SH Turfa 20,30 Pacheco et al. (2003)
1-Naftol AH Solo 28,40 Chen et al. (1992)
Bisfenol A SH Aquética 2,07 Botero et al. (2011)
17a-Etinilestadiol 18,53
Cu(ln SH Aquatica 16,21 Rosa et al. (2006)
Cu(ln SH Turfa 8,73 Botero et al. (2013)
Pb(Il) 17,24
AI(IT) 3,67
CN’ SH Solo 3,69 Souza et al. (2014)

Aquatica 2,07
Tetraciclina SH Turfa 43,46 Este trabalho
AF 26,16
AH 33,03
HUM 59,19

Fonte: Autora deste trabalho, 2018

De acordo com o que esta apresentada na Tabela 2, a maioria dos trabalhos utiliza a
SH em estudos de capacidade de complexacdo, entretanto existe um pequeno numero de
publicacdes verificando a influéncia de diferentes fracbes no processo de interagdo. Das

pesquisas apresentadas, apenas Chen et al. (1992) destacou o estudo do AH de solo com
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relacdo a sua CC com a espécie 1-naftol. Cabe aqui ressaltar que a HUM € uma fragdo que
historicamente ndo tem sido utilizada para avaliar a interacdo de espécies que atuam como
contaminantes no ambiente. Este trabalho mostra as contribuicbes para a avaliacdo de
diferentes fragdes de MO com TC em condic¢des similares ao ambiente (Tabela 2), visto a
necessidade de entender mais a fundo o papel das fragbes orgénicas como agentes que
interferem no meio ambiente.

Os valores obtidos para a CC das SH, AH, AF e HUM trazem dados quantitativos
importantes, tais como a quantidade complexada de TC, bem como informacéo sobre o grau
de afinidade das diferentes fragdes de MO. A andlise dos dados permitiu inferir que a
interagdo mais forte se deu com a HUM e TC (59,19 mg g™), seguida pela SH e TC (43,36 mg
g™l), uma vez que essas fragdes sdo as que apresentam maiores massas e principalmente dada
a presenca de uma diversidade de grupos funcionais. Além disso, a humina no valor de pH
deste estudo comportou-se como uma estrutura neutra, 0 mesmo verificado coma TC, cujo
somatoério das cargas foi zero, justificando-se a sua carga global neutra nas condi¢bes do
experimento, este fato intensificou o processo de interacdo entre as duas espécies. Percebe-se
que o valor da CC da SH com a TC foi o valor mais elevado, se comparado a todas as outras
espécies ja estudadas conforme constam os dados na Tabela 2, indicativo de uma forte
interacdo deste antibiotico com aquela fracdo de MO. Constata-se também que, todos os
valores da CC das fragcdes de MO oriundas do solo ou turfa foram maiores para as espécies
organicas se comparados aos estudos citados com as especies inorganicas.

As demais fracdes, AH, fracdo soltvel em meio alcalino e que precipitaem pH < 2, e
AF, fracdo soltvel em qualquer faixa de pH, apresentam caracteristicas diferentes, como o
peso molecular e o teor de grupos funcionais. Nesse contexto o AF apresenta a menor
proporcao no peso molecular, menos carbono e nitrogénio e uma maior quantidade de grupos
funcionais contendo oxigénio (-CO,H, -OH, -C=0) por unidade de peso do que a outra fragdo
(Tabela 1), motivo esse que foi observado menor CC para estas fragOes diante dos valores
citados paraa SH e a HUM.
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Figura 5 — a) Estrutura da TC com os valores das suas constantes de acidez. b) Gréfico da
distribuicdo de espécies em solu¢do em funcao da variacédo do pH.

a)

Fonte: Autora deste trabalho, 2018

E importante frisar que a SH é formada pela mistura de AH e AF, e que a maior
contribuicdo para a CC da SH com a TC é da fracdo humica, conforme valores apresentados
por Goveia et al., 2013. A determinacdo da CC promoveu a saturacdo dos sitios de ligacao,
assim os valores observados nas condi¢fes da CC mostraram as diferencas entre as fracoes
provenientes do processo de extragdo e que também ha diferenca no numero total de locais
disponiveis para a ligacdo dessas espécies.

O trabalho, desenvolvido por Gu et al., (2007), avaliou a complexacdo da TC com a
HUM mostrando a interagdo relativamente forte entre esse antimicrobiano e SH, e como se
esperava influenciou significativamente a reatividade, a mobilidade e a biodisponibilidade
desse antibidtico em ambientes de solo e subsuperficiais. Este trabalho sugeriu que a
agregacao de constituintes humicos levou a formacao de dominios hidrofébicos e hidrofilicos
e que poderiam resultar em interacbes complexas com contaminantes organicos. As
interacdes, entre as espécies organicas e inorganicas com as SH, dependem fortemente do tipo
de espécie envolvida e do valor do pH. Neste estudo, o pH da molécula TC estd com carga
zero em virtude do grupo tricarbonilamida negativo (pKy = 3,3) e do grupo dimetilamino
protonado (pKas = 9,7), como mostrado esquematicamente na Figura 5.

Conforme proposto pelo modelo de Donnan (BOTERO et al., 2013), observou-se que
em pH 5 as interagdes preferidas foram do tipo eletrostatica e que o pH afeta a conformacéo
das SH e suas fracdes (SCHLAUTMAN & MORGAN, 1993; FERREIRA et al., 2001, 2002).
De acordo com Ferreira et al., (2001, 2002), a diminuicdo do pH ocorre quando a protonacédo
dos grupos esta presente na estrutura humica, o que favorece a interagdo intermolecular por

ligacdo de hidrogénio, tornando a molécula com uma conformacdo mais condensada.  Na



38

Figura 6 estdo propostas possiveis interacdes entre a TC e a superficie heterogénea da SH em
pH 5. Os tipos de interacdo destacados sdo as interacdes por forcas eletrostaticas,
hidrofdbicas, ligacdo de hidrogénio e forcas de van der Waals.

Em pH 5, os grupos relacionados com a funcdo acido carboxilico sdo parcialmente ou
completamente dissociados dependendo do valor do pK, e, em seguida sdo capazes de
interagir com a molécula da TC por ligacdo de hidrogénio ou por efeito eletrostatico. Em
relacdo ao grupo amino capazes de protonacdo, ocorre a formacdo de um centro positivo, que
pode interagir com a carga negativa do oxigénio presente na molécula do antibidtico. Além
disso, também podem ocorrer interacfes por ligagdo de hidrogénio com grupos hidroxilas e
interacdes fracas como forgas de van der Waals e hidrofdbicas nas regides da SH em contato
com a TC onde ha a predominancia de regides apolares, estrutura com atomos de carbono e

hidrogénio apenas.

Figura 6 — Proposta do tipo de interagdo que pode ocorrer entre os grupos funcionais presentes
nas SHe TC (pH =5).

(Sc——=J Ligagdo de == Interao eletrostatica | «@MM®  Interacdo hidrofébica | Forgas de Van der Walls
hidrogénio

Fonte: Autora deste trabalho, 2018

Os resultados para a capacidade de complexagdo e caracterizacdo das amostras
mostraram uma forte interacdo entre a fracdo HUM durante o processo de complexacao e
retencdo de tetraciclina, considerando a avaliacdo da adsor¢do de metais potencialmente
toxicos por HUM (GOVEIA et al., 2013). Além disso, alguns pesquisadores tém estudado o
uso de turfa em amostras in natura e HUM para retengdo ou adsor¢do de contaminantes no
ambiente, com objetivos de aplica-los na remediacdo ambiental de areas contaminadas
(OLIVEIRA et al., 2015; JESUS et al., 2011).
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5.1.3 Interacdo da turfa com tetraciclina: cinética e estudos de adsorgao

A influéncia do pH foi inicialmente avaliada na adsorcdo de TC (concentracdo
constante) e de amostras de turfa. Nesse sentido, avaliamos a adsor¢do do antibiotico nos
valores de pH 3, 4 e 5 e os perfis das curvas cinéticas para esta avaliacdo (Figura 7).

De acordo com a Figura 7, observou-se uma menor interagédo da TC com amostras de
turfa em pH 3 e, portanto, menor fator de retencdo deste antibitico na turfa, expresso pela
capacidade de adsorcdo (q). Este resultado pode estar associado a existéncia de uma
distribuicdo semelhante das espécies H;TC" e H,TC em pH 3 (Figura 5b), com cargas positiva
e zero, respectivamente, relacionadas a condi¢do da maioria dos grupos que derivam de &cidos
mais fracos presentes na turfa que estdo protonados. Dessa forma, observou-se uma
diminuicdo do carater eletrostatico das interagdes, resultando em uma menor adsorcdo do
antibidtico neste biomaterial.

Figura 7 — Influéncia do pH no processo de adsorcéo de TC e turfa.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018

Nos valores de pH 4 e 5, observou-se um perfil semelhante, isso se deve a maior
proporcao de espécies H,T (Figura 5b) e possivelmente devido a um aumento nas interacGes
eletrostaticas. Adicionalmente, o pHpzc da turfa in natura foi de 5,17 conforme mostra a
Figura 8; desta forma em pH 3, as cargas preferenciais da TC e da turfa foram positivas. Com
0 aumento do pH do meio, a densidade de carga superficial positiva foi reduzida e o processo

de interacao foi mais efetivo para valores de pH 4 e 5.



Figura 8. Valor do pHpzc em turfa in natura.
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Os principais parametros descritos em relacdo aos modelos de adsorcdo foram
calculados e apresentados na Tabela 3.

40
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Tabela 3. Relacdo dos pardmetros cinéticos na adsorcao de tetraciclina em turfa em fungdo da variagdo de pH.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem Difusdo Intraparticula Elovich
mggy S ke . Ke os - C R ‘ ‘
(mggh) (min?) (mgg”) (g mg min”) (mg g"min®?)  (mgg) (mgg'min™) (mgg”)
3,0 4,46 3,36 0,0023 0,9952 4,61 0,0017 0,9998 0,089 0,96 0,9787 0,75 1,47 0,9970
4,0 4,88 3,50 0,0042 0,9794 4,95 0,0033 0,9997 0,184 0,89 0,9418 0,41 0,70 0,9824
5,0 4,82 3,58 0,0055  0,9866 4,92 0,0034 0,9997 0,197 0,73 0,9663 0,62 0,74 0,9328

*qexp = capacidade de adsor¢do experimental

Fonte: Autora deste trabalho, 2018
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De acordo com os dados da Tabela 3, 0 modelo de pseudo-segunda ordem foi 0 que se
adaptou mais satisfatoriamente conforme o sistema avaliado e considerando todos os valores
de pH. Esse modelo apresentou a melhor correlagao (r > 0,9997) em relacao aos demais
modelos e apresentou valores coerentes de g obtidos experimentalmente com uma diferenca
méaxima de 3,36%.

Com base nestes resultados cinéticos, o pH 5 apresentou as melhores constantes de
adsorcdo em funcdo do tempo para 0 modelo de pseudo-segunda ordem. Assim, os estudos
subsequentes realizados sobre as isotermas de adsor¢do deste pH foram mantidos. Foram
também levados em conta: (i) assegurar que a Unica espécie ao balanco acido-base da TC
(H.T, Figura 5b) e (ii) um pH que esteja mais proximo das condi¢des ambientais.

Os dados do equilibrio de adsorcdo da TC foram explorados utilizando o modelo de
isoterma de Langmuir e Freundlich para estabelecer a correlacdo entre a massa de adsorvato e
a concentracao de equilibrio na fase aquosa (pH 5) de antibiético.

De acordo com o0 modelo de Langmuir, a capacidade de adsorc¢do é dada pela Eq. (9):

_ KLCe
e — qmaxl +KLCe

onde gma é @ quantidade maxima de adsorvato retido no material sélido (mg g™), K. (L

q Equacao 9

mg™) sdo as constantes de Langmuir relacionadas com a capacidade de adsorcdo e C. é a
concentracdo de equilibrio (mg L?). Esta equacdo pode ser escrita como uma forma
linearizada como segue (Eq. (10)).
C_l., 1
de  dm K1.qm
O parémetro R, (Eq. (11)) é um parametro adimensional chamado fator de separagéo,

Equacdo 10

que ¢ definido da seguinte forma:
R, = _
1+K,C
Onde C é a concentracdo mais alta (mg L™) e K, a constante de Langmuir. Os valores

Equacao 11

de R_ > 1 indicam que o processo é desfavoravel, R = 1 indica uma isoterma linear, 0 < R <1
indica adsor¢édo favoravel e R = 0 indica que o processo € irreversivel (NGAH et al. 2002).

A isoterma de Freundlich € um modelo empirico, que pressupde que 0 processo de
adsorcdo ocorre em multicamadas em superficies heterogéneas (HO et al., 2002). O modelo
de Freundlich é descrito pela Equacéo (12):

qe = KpC'/™ Equagdo 12
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Onde C. é a concentracdo de equilibrio do adsorvato (mg L™). K¢ e n sdo as constantes
relacionadas com a capacidade e intensidade de adsorcdo de Freundlich, respectivamente. A
equacdo de Freundlich pode ser escrita na forma linear (Equacdo (13)):

1
logq. = logKr + ;logCe Equacao 13

Os resultados destes estudos para as isotermas de adsor¢éo estdo ilustrados na Figura 9

e Tabela 4.
Figura 9 — a) Isotermas de adsorg¢éo para o sistema TC em turfa in natura em funcéo do tempo.
b) Isotermas para o modelo de Langmuir. ¢) Isotermas para o modelo de Freundlich.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018
De acordo com os resultados da Figura 9 e da Tabela 4, pode-se observar que, para 0s

tempos de contato entre 1 e 4 h, ndo houve definicdo de qual modelo se ajusta aos dados

experimentais com base na similaridade dos valores dos coeficientes de regresséo.

Tabela 4. Pardmetros de Langmuir e Freundlich para as isotermas do sistema tetraciclina e turfa.
Sendo: gexp a capacidade de adsorgdo experimental

Isoterma de Langmuir Isoterma de Freundlich

Tempo qexp_1
(h) (mg ] ) Omax KL Ry R I/n Ke R
(mgg") (Lmg? (L mg?)
1 8,32 10,29 0,058 0,20 0,9893 0,39 1,62 0,9983
4 9,41 11,76 0,069 0,22 0,9992 0,40 2,40 0,9996
24 10,33 14,64 0,073 0,29 0,9938 0,48 2,43 0,9993

Fonte: Autora deste trabalho, 2018.
Esse fato pode ser associado ao tempo de equilibrio termodindmico que ainda ndo

havia sido atingido (Figura 9). Assim, durante 24 h, o sistema estd em equilibrio, e nestas

condigdes, o melhor modelo para descrever o sistema que esta sendo considerado seria o de

Freundlich.
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A adsorcdo envolve normalmente dois tipos de mecanismos dependendo das
condicdes de pH. O primeiro sdo as reacBes de permuta cationica entre as superficies de argila
e 0 grupo amina protonado da TC em condi¢Ges acidas (SITHOLE & GUY, 1987,
FIGUEROA et al., 2004; KULSHRESTHA et al., 2004; PILS & LAIRD, 2007; LI et al.,
2015; WANG et al., 2010). O segundo é a complexacao de ions anfotéricos sobre a superficie
de argila acompanhada com uma captacdo de protons, que é mais favoravel em uma condicéo
acida e neutra (FIGUEROA et al., 2004). Kulshrestha (2004) sugeriu o possivel mecanismo
hidrofobico no processo de interagdo. Com a presenca de cations bivalentes, a adsor¢do da TC
foi melhorada e um mecanismo de ponte de superficie pode estar envolvido, especialmente
em condicGes neutras ou alcalinas (FIGUEROA et al. 2004; PILS & LAIRD, 2007;WANG et
al., 2008).

As Substancias Humicas do solo também podem interferir na interacdo entre as
superficies da TC e a argila. Foi relatado que com uma grande quantidade de AH, a adsorcéo
foi reduzida, porque o AH mascarou os locais de adsor¢do ou a difusdo intercalada da TC
(KULSHRESTHA et al., 2004; PILS & LAIRD 2007; ZHANG, 2014). Devido a TC ser
amplamente utilizada como antibiotico veterinario, descobriu-se estes compostos adsorvem
em superficies minerais ou na MO do solo através de troca catidnica ou por ligagdes ibnicas
(FIGUEROA et al., 2004; PILS & LAIRD 2007; PAROLO et al., 2008; KANG et al., 2012).

Estudo de adsorcéo foi desenvolvido com a fracdo ndo soltvel da SH, a HUM, sua
isoterma de adsor¢do em pH 5 foi avaliada conforme Figura 10. Simulando as condicdes
ambientais durante o processo de interacdo TC com HUM, ja que pensando em um ambiente
real, para uma possivel aplicacdo da HUM como remediadora ambiental, a faixa de pH ~ 6 é
mais comum. A cinética de interacdo entre TC e HUM mostrou-se rapida e atingiu um nivel

de retencdo de aproximadamente 70%, ap6s 20 min do inicio.
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Figura 10 — Isoterma de adsor¢do para o sistema tetraciclina e humina.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Em pH 5, condicdo de trabalho, a TC tinha uma carga liquida zero dependendo do
grupo dimetilamino protonado (pKas= 9,7) e da dissociacdo do acido protdnico do sistema
conjugado tricarbonilamida (pKy1=3,3) (Figura 5). Esse fato permitiu que a molécula
interagisse com diferentes locais presentes no hdmico, o que levou a uma melhoria na
interacdo com esse biomaterial. Além disso, 0 pHpzc da HUM foi de 6,41 (Figura 11),
indicando que no pH avaliado, o adsorvente tinha uma carga superficial predominantemente
positiva. Assim, existe a probabilidade de que o processo de interacio HUM e TC ocorra
preferencialmente pelo sistema conjugado tricarbonilamida dissociado. Portanto, os dados
experimentais (Figura 9) foram tratados com os modelos de isotermas de Langmuir e de

Freundlich.
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Figura 11 — Valor do pHpzc determinado na humina.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Considerando a isoterma de Langmuir, os parametros obtidos foram os seguintes: K.
=6,42 L mg", Gnax=158,7 mg g™ (Qexp = 136,1 mg g), R =0:02, e
r = 0,9768, enquanto as isotermas de Freundlich foram as seguintes: Ke = 14,64 L mg ™, 1/n =
0,70 e r = 0,9898. Os dados obtidos a partir da isoterma de adsorcdo TC e HUM seguem
muito melhor o modelo de Freundlich, considerando o valor do coeficiente de correlagdo
linear (r) e os respectivos valores das constantes para cada modelo (K. e Kg), pois em ambos
0s casos apresentam valores mais elevados. O modelo de Freundlich considera que 0 processo
de adsorcdo ocorre com um material adsorvente que apresenta uma superficie heterogénea e

de adsorcdo em multicamadas, que se relaciona com o material avaliado satisfatoriamente.

5.2 Estudos espectroscéopicos de SH com SQX

5.2.1 Parametros de ligacao e termodinamicos

A partir da titulacdo espectrofluorimétrica da SH com a SQX pode-se determinar os
principais parametros de ligacdo e termodindmicos que governam o processo de interagdo
entre a macromolécula (SH) e o ligante (SQX). As informacBes quanto ao mecanismo de
guenching foram obtidas por meio da equacdo de Stern-Volmer (equacdo 15), na qual se
relaciona a razdo da intensidade de fluorescéncia, na presenca e auséncia em funcdo da

concentragdo do quencher.
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Fo K .
7= 1+ Kgy[Q] ou F:1+ K,%[Q] Equagido 15

Em que Fp é a intensidade de fluorescéncia da SH livre e F a intensidade de
fluorescéncia do complexo SQX-SH no estado fundamental, [Q] a concentracdo da SQX que
atua como quencher, Ksy € a constante de quenching que pode ser obtida pelo coeficiente
angular do grafico Fo/F versus [Q] (POURESHGHI et al., 2017).

Os possiveis mecanismos de quenching podem ser de dois tipos, quenching dinamico
e quenching estatico. O quenching dinamico compreende um processo em que o fluoroforo no
estado excitado entra em contato com a espécie quencher, isso ocorre por meio de colisdo
entre ambos e consequentemente resulta na desativacdo do fluoréforo. Portanto, é observado é
que posterior a colisdo, ha uma transferéncia de energia do fluor6foro no estado excitado para
a espécie quencher, acarretando a diminuicdo do sinal de fluorescéncia. No quenching
estatico, o fluor6foro no estado excitado ao entrar em contato com o quencher leva a
formagdo do complexo nédo fluorescente no estado fundamental, resultando assim na
desativacdo do fluoroforo, liberacdo de calor e como consequéncia uma reducdo no sinal
analitico (MOLINA-BOLIVAR, et al., 2014).

O mecanismo do tipo de quenching foi definido por meio de ensaios com variacdo da
temperatura, observado a variacdo do valor da constante de Stern-Volmer (Ksy) ou ainda, a
partir do estudo por UV-vis, uma vez que esta técnica possibilita avaliar a formacdo do
complexo (SH-SQX) no estado fundamental.

Diante de resultados da Tabela 5, consegue-se inferir que, dada a diminuicdo do valor
de Ksy a medida que a temperatura aumenta, sugere-se que 0 mecanismo de interagdo é por
quenching estatico, caso contrario, para 0o quenching dindmico seria aumento de Ksy com
elevacdo da temperatura do meio (WANG et al., 2014; PRAVEEN et al., 2015). Q. Wan et al.
(2014) estudaram a interag@o do antibiotico sulfametoxazol (uma sulfonamida) com albumina
de soro humano (HSA), e os resultados para a constante de Stern-Volmer (Ksy) apresentaram
o mesmo perfil do observado neste trabalho. Este resultado para o Ksy indica que a interacdo
SH-SQX é dada pela formacdo do complexo no estado fundamental, e que o emprego de
temperaturas elevadas resulta em uma diminui¢do da estabilidade de complexo formado.
Adicionalmente, a Tabela 5 apresenta outros parametros de ligacdo e termodinamicos para

caracterizacdo do processo de interacéo.
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Tabela 5. Pardmetros de ligacéo e termodindmicos resultantes do estudo de interacdo por fluorescéncia molecular da SH titulada com SQX em trés valores de temperatura,
295,303 e 311 K.

Parametros de ligacdo

Parametros termodinamicos

T (K) Ksv R Kb N R AH AS AG
(10° L mol™®) (10° L mol™) (KJ mol™) (I molK™) (kJ mol™)
295 4,23+0,10 0,9965 2,67 +0,01 0,95 + 0,03 0,9964 -19,53
303 3,99 £0,11 0,9955 2,97 £0,01 0,97 £ 0,03 0,9941 +9,32 +97,8 -20,31
311 3,68 £0,11 0,9955 3,26 +0,01 0,99 + 0,03 0,9931 -21,09

Fonte: Autora deste trabalho, 2018.
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Por meio da Equacéo de Hill (equacdo 16), calculou-se a constante de ligacdo (Ky) e 0
numero de sitios de ligacdo (n), este parametro refere-se a estequiometria do complexo

supramolecular.
F) ~
———— = logK;, + n.log[Q] Equacao 16

Nesta equacdo Fy e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do

ligante, respectivamente, [Q] é a concentracdo do ligante. Os valores para K, e n foram

calculados a partir da inclinacdo e intercepto do grafico log (F"F—_F) versus log[Q],

respectivamente. Conforme dados mencionados na Tabela 5 observou-se um aumento na
estabilidade no complexo formado SQX-SH, justificada pelo aumento na constante de ligacéo
Kp com a elevacdo da temperatura.

A Tabela 6 mostra um comparativo com outras pesquisas desenvolvidas, propondo
ensaios que obtiveram perfis opostos a este trabalho. Praveen et al. (2015) em estudo
realizado com o antimicrobiano sulfametoxazol (SMZ), da mesma classe da sulfaguinoxalina,
identificaram uma diminuicdo na estabilidade (Kp) do complexo do sulfametoxazol e
albumina de soro humano (HSA), o0 mesmo padrdo foi observado por Q. Wang et al. (2014).
Adicionalmente, Yang et al., (2015) estudando a interacdo entre o0 AH e o anion dicromato
(Cr,0+%), obteve valores de Ky, da mesma magnitude que SH-SQX.

Tabela 6. Relacdo entre a temperatura e valores de K, em diferentes complexos estudados.

Complexo T(K) K(10° L mol™) Referéncia
SH-SQX 295 2,67

303 2,97 Este trabalho
311 3,26

AH-Cr,0/* 298 3,01 Y.-L. GU et al.(2015)
310 2,50

HSA-SMZ 293 4,28
298 3,55 QIN WANG et al. (2014)
303 3,35
308 3,17

HSA-SMZ 288 22,5
298 15,60 PRAVEEN et al.(2015)
308 8,50

Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Para o numero de sitios de ligacdo (n) variou de 0,95 a 0,99, assim infere-se que a
estequiometria do complexo formado foi 1:1, indicando a possibilidade de regides
preferenciais para ligacdo na SH pela SQX, comparando-se ao comportamento das proteinas,

ja que estas apresentam estruturas definidas.
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Os parametros termodinamicos foram calculados a partir das equagdes (3) e (4) e

foram apresentados na Tabela 5.

InK, anl + =l E ao 3
nkp- R T R quacgao
AG = AH —TAS Equacao 4

O estudo termodindmico nas temperaturas, 295, 303 e 311 K possibilitou constatar a
natureza das ligacGes envolvidas, além da descricdo da espontaneidade do processo. Os dados
da Tabela 5 permitem-nos inferir que o processo de interacdo foi espontaneo, dado os valores
de AG terem sido menores do que zero. Um fator identificado é que com a elevacdo da
temperatura obteve-se valores mais negativos de AG, sugerindo que o processo de interacdo
seja endotérmico, sendo confirmado com o valor de AH > 0 (WANG et al., 2015).

Quanto ao tipo de ligacdo envolvida sdo destacadas forcas hidrofobicas AH > 0 e AS >
0, forgas eletrostaticas, AH < 0 e AS > 0 e liga¢gOes de hidrogénio e forcas de van der Waals
para AH <0 e AS <0 (ZHANG, Y., et al, 2009), para tanto os dados apresentados para a SQX
informam que esse antimicrobiano interage com a SH por meio de forcas hidrofobicas, ja que
o valor AH e AS foram respectivamente, + 9,32 kJ mol™ e + 97,8 J mol™ K. Em pesquisa
desenvolvida por Islam et al. (2016) identificaram semelhante comportamento, seus estudos

basearam-se na interagdo entre HSA-SDZ (sulfadiazina).

5.2.2 Efeito da concentragédo e do pH no processo de interagdo da SH com SQX

Inicialmente avaliou-se a influéncia da concentracdo de SH quanto ao perfil espectral e
intensidade de fluorescéncia. A solugdo da SH utilizada apresentou uma banda larga de
emissdo com méaximo em 493 nm relativo & presenca de diferentes grupos quimicos
carateristicos das SH, como grupos oxigenados, como carboxilas, hidroxilas fenolicas e
carbonilas de varios tipos (BOTERO et al., 2014). A intensidade de emissdo de fluorescéncia
foi proporcional ao aumento da concentragédo da SQX (Figura 12), devido ao aumento da
concentracdo dos grupos fluoréforos no meio, contudo, parte da fluorescéncia da
macromolécula € suprimida em funcéo da concentracdo da SQX . Em seguida, solucdes com
diferentes concentragdes de SH (5, 10 e 20 mg L™) foram tituladas com SQX (pH = 6).
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Figura 12 — Espectros de fluorescéncia de SH a 20 mg L™ na auséncia e na presenca de SQX (0-
250 uM), pH 6, identificando-se a presenca em A, = 410 nm a existéncia do ponto isosbéstico.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Pela Figura 12 observa-se uma reducdo gradativa na intensidade de fluorescéncia da
SH livre devido ao aumento da concentracdo de SQX, essa diminuicdo da fluorescéncia
intrinseca pode ser ocasionada por diversos fatores como interagdes moleculares com a
macromolécula, transferéncia de energia, quenching por formacdo de complexo no estado
fundamental ou por colisdo (QIN WANG et al., 2014). Assim, devido ao processo de
interacdo, entre a SQX e a SH, as propriedades fluorescentes da macromolécula podem ser
alteradas, dado diversos fatores como, por exemplo, mudancas conformacionais na SH e
interacdo com o solvente. Observou-se comportamento similar em estudo realizado por Ali &
Al-Lohedan (2014), onde descreveram o processo de interacdo entre o antibiotico sulfadiazina
e a proteina albumina de soro humano (HSA) e, por Naik et al. (2015) em que se avaliou a
interacdo do sulfametoxazol com HSA.

A Figura 13 mostra a influéncia do aumento da concentracdo da SH em relacdo aos
valores de Ky Assim, ha a formacdo preferencial do complexo, em funcdo da maior
quantidade de sitios de interacdo disponiveis, uma vez que a SH se caracteriza como um
conjunto de agregados com diferentes macromoléculas com uma grande diversidade de
grupos funcionais (BOTERO et al., 2014). Para os experimentos posteriores se fixou a
concentracdo da SH em 20 mg L™,
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Figura 13 — Grafico do comportamento de K, em funcdo do aumento da concentracido da
macromolécula no meio.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Adicionalmente, a Figura 14 mostra a distribuicao das espécies da SQX em func¢éo do
pH, e os respectivos valores de pKa; = 2,61 e pKa, = 6,01. E observado que no pH 5 ha uma
distribuicdo maior de espécies neutras, tanto para a SH, carga global neutra em pHpzc = 5,1,
quanto para a SQX. Esses dados obtidos, com os ensaios de pH na auséncia e na presenga de
SQX com SH, possibilitaram a partir dos estudos de fluorescéncia molecular, em pH 6,
identificar um ponto isoshéstico (Figura 12) em A¢m de 410 nm, ponto no qual duas espécies
em equilibrio quimico possuem a mesma intensidade de fluorescéncia. Isso significa que neste
valor de comprimento de onda para a emissao de fluorescéncia, h&d uma distribuicdo igual nas
concentracOes das espécies livre e complexada da SH.

Uma vez estabelecida a concentracao da SH se avaliou o efeito do pH no sistema, pois
tanto a macromolécula como o ligante sdo derivados de acidos fracos, e assim, a carga e
natureza &cido-base das diferentes espécies em solucdo sdo dependentes do pH. Para explorar
os efeitos do pH no processo de interacéo se avaliou a variagdo da constante de ligacdo (Kp)
em pH 5, 6 e 7. Estes valores de pH foram selecionados visando simular as condi¢Ges de
concentracdo hidrogenionica no solo (PEDROTTI et al., 2015). Como observado na Figura
15, 0 aumento do pH levou a reducédo do valor da constante de ligacdo (Ky), sendo observado

maximo interacdo em pH 5.



53

Figura 14 — Distribuicio das espécies de SQX. Estudo da SH na presenga de SQX em funcéo do
pH(5,6¢e7).
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018

Figura 15 — Gréfico da constante de ligagdo K, da SH (20 mg L™) em funcéo de trés valores de
pH,5,6e7.
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A SQX apresenta dois grupos ionizaveis, o0 grupo amino do anel aromético (pKa =
2,62) e grupo amino da amida sulfénica (pKa2 = 6,01), assim, podem ser formadas até trés
espécies diferentes em meio aquoso, em funcédo da variacdo do pH, como observado na Figura
14. Como pode ser visto, em pH 5 tem-se aproximadamente 91% da SQX na forma neutra,
enquanto que para pH 6 se observa uma distribuicdo de 50% na forma neutra e anibnica, ja
em pH 7 tem-se 90% na forma anidnica. Como o valor de pHpzc da SH é 5,15 (Figura 11), ou
seja, neste pH a SH encontra-se com carga global neutra, isso justifica que em pH 5 se tenha
obtido o maior valor de Ky, visto que tanto a SH como a SQX estarem preferencialmente
neutras. Por outro lado, com aumento do pH, tanto a SH como a SQX aumentam a fracéo
anidnica, o que pode levar a repulsdes, e desta forma, reduzir o valor de Ky no processo de
interacao.

Por fim, o pH 6 foi selecionado para os estudos subsequentes, por ser o valor
intermediario de pH da faixa avaliada, e ser a condi¢do que mais ser assemelha as condicGes

ambientais de solos brasileiros em situacdo agronémica (PEDROTTI et al., 2015).

5.2.3 Espectroscopia UV-vis

A técnica de espectroscopia de absor¢do UV-vis pode ser utilizada para verificar se
ocorreram alteragdes estruturais na molécula de interesse, ou ainda para investigar e confirmar
a interacéo entre a SH e o ligante em estudo, neste caso a SQX.

Os espectros de absorvancia referentes a SQX e SH livres e o respectivo complexo
SH-SQX estdo apresentados na Figura 16. A SQX apresentou maximo de absor¢do em 354
nm, relativo a transicdes n — w*. Apos adicdo da SH ocorreu deslocamento hipsocromico de
3 nm, devido a formacdo do complexo SH-SQX (Amax = 351 nm), comportamento similar foi
observado em estudo realizado por Naik et al. (2015), onde o deslocamento da banda de
absorcdo do complexo HSA-sulfametoxazol foi para o azul, ou seja, deslocamento para
menores comprimentos de onda. Todavia Wang et al. (2014), em estudo para 0 mesmo
complexo, observaram deslocamento da banda de absorcdo de 213 para 219 nm (efeito
batocrdmico), isso permite concluir que os espectros de absorcdo, para 0s antibidticos da
classe das sulfonamidas, ndo apresentam uma regularidade de resposta quando se comparam
os deslocamentos das bandas ao interagir com macromoléculas, entretanto todas as situages
estdo em conformidade, dada a diminuicdo da intensidade de absorcdo (efeito hipocrémico)
apos a formacdo do complexo. Assim, por meio do resultado deste trabalho conclui-se que o
microambiente na SH que interagiu com a SQX permitiu um aumento no grau de
hidrofobicidade.
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Para avaliagdo da formacdo do complexo, realizou-se a diferenca do espectro
referente ao sistema da mistura (SH + SQX) em relacdo ao espectro da SH livre. Caso a
formacédo do espectro ndo seja evidenciada, o espectro resultante deve ser sobreponivel ao
espectro da SQX livre. Na Figura 16, observa-se que independentemente da concentracdo da
SQX no meio, ndo ocorreu sobreposicao espectral, evidenciando a formacdo do complexo

SH-SQX. Contudo, conforme esperado a concentracdo do antibi6tico influenciou no grau de

interacdo com a SH, como pode ser observado nos valores de variacao apresentados na Tabela
7.

Em uma avaliagdo quantitativa, a partir dos valores das absorvancias dos diferentes
sistemas avaliados, se comparou se Asgx + AsH # Acomplexo (VAZ JUNIOR et al., 2017). Nesse
contexto, por meio dos dados da Tabela 7 pdde-se observar que os valores de AA foram

diferentes de zero, sugerindo que houve formacgéo de complexo supramolecular entre a SQX e
a SH, e que a concentracdo do ligante influéncia no processo de interagéo.

Assim, percebe-se que o processo de quenching estatico pode ser confirmado a partir
do espectro de UV-vis da Figura 16 a seguir, uma vez que a técnica monitora a formacao do
complexo no estado fundamental. Mostrando que o resultado obtido por fluorescéncia

molecular estd em conformidade com os espectros por UV-vis verificados a seguir.

Figura 16 — Espectros no UV-vis dos sistemas avaliados em diferentes concentracdes de SQX,
sendoa)SHa5mg L' eSQXa25uMeb)SHa20mgL™eSQX a25pM, todos os sistemas em
pH 6.
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56

Tabela 7. Valores de intensidade de absorvancia em diferentes concentragbes de SH e SQX do
complexo formado e do AA em A = 354 nm. (1) SH (5 mg L™) — SQX 10 pM, (2) SH (5 mg L™) —
SQX (25 uM), (3) SH (10 mg L™) — SQX (10 uM), (4) SH (10 mg L™) — SQX (25 uM).

SH - SQX SH - SQX SH - SOX SH - SQX
@ 2 (€)) 4)
Asn 0,054 0,054 0,119 0,119
Asox 0,063 0,140 0,063 0,140
AcompLEXO 0,114 0,215 0,176 0,281
Ash + Asox 0,117 0,194 0,182 0,259
AcompLexo— (ASH + Asgx) -0,003 +0,021 - 0,006 +0,022

Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

5.2.4 Efeito da forca ionica

A forca ibnica € avaliada a partir da adi¢do de NaCl no meio. A influéncia da forga
ibnica na interacdo entre SH e SQX, foi avaliada a partir da titulacdo espectrofluorimétrica
realizada na auséncia e na presenca de diferentes concentracGes de NaCl (100-300 mM).

Figura 17 — Avaliacdo da forga ibnica na interacdo entre SH e SQX, grafico de K, na auséncia e
na presenca de solugdo de concentracao de NaCl 100, 200 e 300 mM.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 17, apds a adi¢do da concentracao
de solucdo de NaCl, verificou-se um aumento de até 69% da constante de ligacdo Kj,
comparando-se a condicdo na auséncia e na presenca de NaCl. Percebe-se que os valores para
Ky, variaram de 5,10x10°% a 20,52x10° L mol™. Este perfil pode ser justificado com base nos
parametros termodindmicos, cuja forca preferencial de interacdo € pelo mecanismo
hidrofobico, sugere-se que provavelmente ocorreu uma reducdo das cargas superficiais e 0
ligante migrou para regides mais internas da macromolécula, aumentando sua afinidade pela

SH no processo de interacdo, e por consequéncia isto é refletido na elevacéo do valor de Kp.

5.2.5 Estudo de fluorescéncia 3D

A espectroscopia de fluorescéncia 3D permite obter informacdes quanto a estrutura,
origem e presenca de possiveis grupos funcionais existentes na SH. Os espectros foram
obtidos a partir de SH na auséncia e na presenca de SQX (125 uM) e as solucdes excitadas no
intervalo de 240-500 nm e a emissdo registrada de 250-700 nm.

O estudo de fluorescéncia 3D a seguir mostra 0 comportamento antes e apds a adi¢ao
de SQX a solucdo de SH. Assim, foi possivel averiguar as possiveis mudancas na
macroestrutura, em que visto uma maior variacdo do sinal da banda referente ao &cido
hamico.

Figura 18 — a) Espectro de fluorescéncia 3D de SH. b) Espectros de fluorescéncia 3D de SH na
presenca de SQX 125 M.
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De acordo com Jacquin et al. (2017), a regido do fluoréforo Ae de 200-250 nm e
emissdo de 250-380 nm é destinada a regido semelhante a composicdo like-protein, é
observado que na presenca de SQX houve uma supressdo da fluorescéncia nesta regido,
indicativo, portanto de mudanca na macroestrutura da SH nesta condicdo. Também, é
perceptivel outra mudanca na regido do fluoréforo referente ao AH, que se situa na faixa de
comprimento de onda de excitagdo que vai de 250 — 500 nm, com emisséo registrada entre
380 — 500 nm.

Em estudo semelhante, desenvolvido com matéria organica, Park & Snyder (2018)
informaram o mesmo perfil de emisséo, na faixa de 380 — 550 nm apresentada. Comparando-
se 0 espectro em 3D de SH, na auséncia de SQX, com o obtido apds a adi¢do do antibiotico
SQX a 125 uM, percebe-se que ocorreu uma mudanga na estrutura da macromolécula,
identificada pela diminuigdo da intensidade de fluorescéncia na regido de emissdo especifica
para acido humico (Figura 18b).

Essa macromolécula apresenta varios grupos funcionais, com caracteristicas
hidrofilica ou hidrofobica, o que permite a interacdo com diferentes espécies em solucéo.
Dessa forma, mudangas na estrutura de SH in natura foram evidenciadas através desse teste,
devido maior variacdo da banda referente a fracdo de A&cido hdmico presente na

macroestrutura da substancia hiimica.

5.2.6 Estudo por espectroscopia por fluorescéncia sincronizada

Por meio de estudos de fluorescéncia sincronizada buscou-se identificar os grupos
funcionais existentes na SH, assim como a investigagdo de presenca de estruturas
monoaromaticas, uma vez que sao indicativas do grau de humificacdo. Para que fosse possivel
a obtencdo dos espectros se fez necessario variar simultaneamente a excitacdo e a emisséo,
mantendo-se fixo o valor de AL (Aem - Aex) €ntre 0s comprimentos de onda de emissdo e
excitacdo (VARLAN & HILLEBRAND, 2010). A escolha do valor AX\ foi baseada em quem
melhor forneceu uma resolucdo otimizada do sinal sincrono. Estudos realizados mostram que
AM de 15 e 60 nm fornecem, respectivamente, informacdes a respeito de residuos de tirosina e
triptofano (WANG et al., 2013), todavia para este trabalho desenvolvido foi utilizado um AL
de 18 nm, uma vez que Peuravuori et al. (2002) mostraram melhores resolucdes na analise dos

fluoréfos nesta solugéo de trabalho.
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Figura 19 — Espectros de fluorescéncia sincronizada (AA= 18 nm) de amostras de SH (extraidas
de turfa) com SQX 0-250 M. Aex = 222 NM € Aer, de 240-700 nm.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Os espectros de varredura no estudo de fluorescéncia sincronizada sao representagdes
da soma de espectros de diversos fluorofos diferentes presentes na macromolécula analisada.
De forma geral, eles permitem uma melhor separacdo espectral dos sinais dos fluoréforos em
picos individuais (PROVENZANO et al., 2004), também oferecem um potencial uso para
reduzir as interferéncias sobrepostas (UYGUNER & BEKBOLET, 2005).

Guo et al. (2013) realizaram estudo de fluorescéncia sincronizada com MO com
deslocamento de 18 nm, e o decaimento nos sinais foi observado na faixa de emissdo de SH
referente aos fluoréforos que se comportam semelhantes as proteinas, logo ndo observando
alteracdo na regido especifica para a SH.

Guo et al. (2013) identificaram trés picos nas regides compreendidas entre 270 — 285
nm, destinada a regido para materiais semelhantes a proteinas, o segundo pico de 342 — 350
nm, correspondente ao AF e o ultimo pico entre 357 — 365 nm, para o0 AH. Fazendo-se uma
correlagdo com os resultados apresentados na Figura 19, percebe-se que ha nessas regides
citadas pelos autores, picos onde se presencia uma maior intensidade de fluorescéncia,
exatamente em 272 nm, 348 nm e 357 nm, valores que estdo compreendidos nas faixas
mencionadas. Além dos 3 picos destacados, nos espectros acima identificou-se um quarto
pico em 495 nm, este foi 0 que apresentou a maior intensidade nos ensaios de fluorescéncia

sincronizada. De acordo com Peuravuori et al. (2002) o sinal em 348 nm corresponde a
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presenca de naftaleno e seus derivados e que espectros emitidos entre 370 e 480 nm s&o

atribuidos a aromaticos policiclicos .

5.2.7 Ensaios com iodeto de potassio (KI)

O iodeto (I") é capaz de promover o quenching dindmico de moléculas fluorescentes
em solucdo, entretanto o ligante precisar estar acessivel para que ocorra a interagdo com este
fon, assim, neste trabalho analisou-se a acessibilidade do I" & macromolécula SH. O ensaio
com KI busca avaliar o grau de exposicdo dos fluoréforos, como uma alternativa para auxiliar
no entendimento do modo de ligagdo. Para tanto, se utiliza como pardmetro os valores da
constante de Stern-Volmer (Ksy) para um melhor entendimento do processo de formacéo do
complexo ligante-macromolécula.

Figura 20 — Intensidade de fluorescéncia em funcdo de valores de concentracGes crescentes de

sulfaquinoxalina na presenca de iodeto.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Conforme Figura 20, o ensaio de Kl indica que a acessibilidade dos ions iodetos ao
fluor6foro diminuiu com aumento da concentragdo SQX, percebe-se que houve uma
diminuigdo na razdo Fo/F resultante do aumento da concentragdo do ligante, e
consequentemente do sinal de fluorescéncia. Pode-se confirmar este fato a partir dos valores

obtidos do Ksy e do K, presentes na Tabela 8 a seguir.
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Tabela 8. Valores de Ksy obtidos por fluorescéncia molecular no estudo de interacdo SH e SQX na
presenca de iodeto.

C sox Ksv (10° L mol™) R

0pM 8,21+0,19 0,9980
25 UM 7,95+0,13 0,9990
100 pM 7,16+0,13 0,9989

Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Os dados da Tabela 8 indicam que os valores do Ksy foram menores na presenca de
maiores concentracfes de SQX, sugerindo-se que a SH estd mais protegida e o ion iodeto nao
teve expressivo acesso a mesma, caso 0s valores tivessem sido maiores, significaria que o

iodeto teria acesso a SH. O valor do Ksy foi calculado por meio da equagdo 15, onde [Q]

corresponde a concentracao do iodeto de potassio.

5.2.8 Estudo do efeito dos competidores: ions metalicos
Os ions metalicos podem influenciar no processo de interacdo de fracbes da MO de

turfa com farmacos de uso veterinario, logo, os seus efeitos em pH 6,0 estdo expressos pela

constante de ligagédo Ky, esta foi apresentada na Figura 21 abaixo.
Figura 21 — Efeito da presenca de ions metéalicos no processo de interacdo entre SH e a SQX.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018

Os dados apresentados mostram que, para os ions Ca(ll), Zn(1l), Cu(ll), Mn(ll), Fe(ll)
e Fe (Ill), os valores da relacdo da constante de ligacdo na presenca e na auséncia dos

competidores foram menores do que 1, isto significa que a adi¢cdo desses ions ndo favorece a
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formacdo do complexo. Dessa forma, a diminuicdo da constante de ligacdo (Kcompetidores)
sugere que ocorreu competicdo entre os ions apresentados e a SQX pelo mesmo sitio de
ligacdo da SH. Ja para as demais espécies, Mg(ll), Al(II1), Cr(Ill) e Cr(VI), conforme se
verifica na Figura 21, Keompetidores/Ks > 1 @ presenca desses competidores favorece a interagéo
entre SH e SQX, indicativo de mudanca conformacional da macromolécula.

Comportamento semelhante foi observado em pesquisa desenvolvida por Yang et al.
(2015), estes investigaram a interacdo entre a lisozima e o antibiotico cefalotina na presenca
de espécies idnicas metélicas como Ca(ll), Mg(Il), Zn(1l), Cu(ll) e Fe(lIl). Mostraram que na
presenca de determinados ions metalicos observava-se o aumento de K, em relagdo a
constante na auséncia dos competidores, indicativo de mudanga conformacional na
macromolécula, ja que nao houve competicdo dos ions pelo sitio de ligacdo. Comportamento
oposto foi identificado com outro grupo de ions metélicos, motivo que justificaram a

diminuicdo de K, dada a competicdo pelo mesmo sitio de ligacdo da cefalotina.

5.2.9 Estudo espectroscopico por ressonancia magnética nuclear (RMN)

O estudo por espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de *H foi utilizado
para monitorar o epitopo da SQX durante o processo de interacdo com a SH. Essas alteracdes
sdo decorrentes da formacdo do complexo supramolecular com a SH (FIGUEIREDO &
MARSAIOLI 2007), logo o ensaio foi realizado na auséncia e na presenga da macromolécula
em pH 6,0.

Por meio do perfil espectral foi possivel determinar os valores do deslocamento
quimico dos sinais dos hidrogénios da SQX. A Figura 22 a seguir mostra 0s espectros de
RMN *H da sulfaquinoxalina na auséncia e na presenca de substancias himicas em trés

concentraces diferentes.
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Figura 22 — Espectros de RMN ‘H de SQX na auséncia e na presenca de SH em pH 6.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

A Figura 22 mostra os espectros de RMN *H para SQX na auséncia e na presenca de
SH. Analisando os valores de variacdo de deslocamento quimico (Ad) pdde-se observar que 0s
hidrogénios 2, 6, 7, 9 e 12 da SQX sdo o0s que estdo provavelmente interagindo com a SH. Os
sinais mostrados para os hidrogénios aromaticos aparecem entre 7,4 ¢ 8,3 ppm e em ~ 6,7
ppm, porém neste Ultimo ndo foi notada uma variacdo no Ad, sugerindo que possivelmente
ndo ocorreu uma interacdo entre ligante e macromolécula neste hidrogénio.

Em pesquisas realizadas por Francioso et al., (2001) e Batista et al., (2016) constam
que a faixa de 6,0 a 8,5 ppm esté relacionada & presenca de *H de anel aromético heterociclico
ou altamente substituido, incluindo quinonas e fendis. Chamundeeswari et al. (2014)
mostraram os espectros de RMN *H para o antibiético sulfametoxazol. Comparando-se esse
espectro com o apresentado para a SQX neste trabalho, foram identificados dois picos com o
mesmo perfil, o primeiro situado em ~ 6,7 ppm e o0 segundo em ~ 7,5 ppm. Assim, a regido de
6,0 a 9,0 ppm é destinada a regido aromatica.

Srivastava &Sun (2017) em estudo desenvolvido com sulfadiazina (SDZ) mostraram
perfis espectrais de RMN 'H. Eles destacaram sinais na faixa de 6,01 a 8,50 ppm, que Se
mostraram referentes a hidrogénios do grupo fenil e do grupo pirimidina (Figura 23).
Portanto, verifica-se que esses estudos destacados nos permitem concluir a existéncia de uma
similaridade no perfil espectral dos antibidticos que fazem parte da classe das sulfonamidas.
Além disto, a interagdo SH-SQX se da preferencialmente pela regido aromatica, ja que esses
hidrogénios pertencem a estas regides no antimicrobiano estudado.
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Figura 23 — Estruturas dos antimicrobianos sulfadiazina (SDZ) e SQX apresentando 0s grupos

fenil e pirimidina.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Os dados obtidos a partir da Figura 22 mostram uma diminuicdo da intensidade do
sinal de ressonancia, em todos os picos, comparado ao sinal de SQX na auséncia de SH e 0s
valores para o deslocamento quimico (A8), de RMN 'H (em ppm), estdo apresentados na
Tabela 9 a seguir.

Tabela 9. Deslocamento quimico (8) RMN 'H na auséncia e presenca de SQX em diferentes
propor¢oes de massa de SH. a) SQX (0,66 mg), b) 1: 4, SQX + SH (0,17 mg), c¢) 1: 2, SQX + SH (0,33
mg), d) 1: 1, SQX + SH (0,66 mg) em tamp&o de fosfato (10 mmol L™) e pH 6. VVolume final de 600
pL.

d/ppm
Hidrogénio s0X SQX:SH/proporgéo em massa A
1:4 1:2 1:1
2,6 7,781 7,812 7,811 7,808 +0.027
3,5 6,789 6,789 6,789 6,789 + 0.000
7 8,254 8,262 8,264 8,268 +0.014
9,12 7,685 7,681 7,680 7,677 +0.008
10 7,843 7,841 7,840 7,836 - 0.007
11 7,507 7,502 7,503 7,497 -0.010

0 A3 foi calculado na diferenca entre 5(SQX:SH = 1) e §(SQX).

Fonte: Autora deste trabalho, 2018.

Para os hidrogénios 2, 6 e 7 percebe-se que houve um maior deslocamento quimico,
seguido dos hidrogénios 9 e 12 (Tabela 9), diante disso é possivel concluir que esta regido
(epitopo) é onde esta ocorrendo a maior interacdo com SH. Entretanto ndo foi observado uma
variacdo no deslocamento para os hidrogénios 3 e 5, provavelmente ndo deve estar ocorrendo
interacdo da SH com esses hidrogénios da SQX. Por fim, os hidrogénios 10 e 11 apresentaram

0s menores valores de Ad, respectivamente — 0,007 e — 0,010 ppm.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados baseado nos estudos de caracterizacdo das fracGes
de MO da turfa in natura, péde-se concluir que a SH apresentara o maior teor de MO dentre
as fracOes analisadas. Todas as fracdes possuem estruturas aromaticas condensadas, logo
indicativas de um elevado grau de humificacdo, constatado pelos valores das raz6es E4/Eg < 4,
indicando a predominancia de estruturas aromaticas condensadas.

Os experimentos de adsorcdo realizados mostraram que das fracdes de MO as SH e a
HUM apresentaram os maiores valores para a CC em pH 5 com a TC, logo essas fracoes
mostram potencial para serem utilizadas na remediagdo ambiental como adsorventes naturais.
A aplicacdo de SH e HUM pode ser futuramente utilizada em solos contaminados com
residuos de TC e, quando possivel, estender a outros farmacos de uso veterinario.

Os estudos espectroscépicos simulando condi¢gdes ambientais mostraram que a
interacdo entre a SH e a SQX foi por quenching estatico e que uma maior estabilidade entre as
espécies foi apresentada em temperatura mais elevada. Os ensaios para 0Ss parametros
termodinamicos mostraram que essas espécies se ligam por forcas hidrofébicas e maiores
concentracbes da SH e menores valores de pH favorecem a interacdo. Esses dados sdo
importantes para que assim seja possivel compreender o comportamento da SQX no
ambiente.

Pelo que foi apresentado, pode-se concluir que antibidticos de uso veterinario no solo
interagem com SH e suas fragcdes. Sua maior ou menor interacdo depende de fatores como pH,
temperatura, cations e anions presentes, forca idnica, entre outros aspectos. Assim, conhecer o
comportamento desses poluentes e seus efeitos € uma demanda atual e necesséria, pois
permite entender como as SH e suas fragfes atuam por processos de adsorc¢do e complexagédo
com espécies presentes no ambiente. Tais informacdes podem ser para tracar metas que
possibilitem minimizar o efeito poluidor e consequentemente toxicoldgico desses
antimicrobianos nos extratos ambientais, além de disponibilizar informagdes que nos orientem
como lidar com uma carga de residuos da industria farmacéutica com aplicacdo em medicina

veterinaria de forma mais cautelosa.
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