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RESUME FRANCAIS
Ces travaux de thése ont été développés sous imerélg cotutelle dans le cadre du
projet de recherche international TRANSMETH de CAREOFECUB, N° 677/10.
Dans un contexte de surexploitation des milieuxursds (anthropisation acceélérée)
conduisant a la dégradation de leur qualité hydoegBochimique, les objectifs
généraux de la thése étaient d’évaluer le devédimgact des antibiotiques dans les
sols. Plus particulierement, il s’agissait d’étudike maniere couplée les interactions
physico-chimiques, biologiques, I'impact associ& aésistances bactériennes et le
transport d’'un antibiotigue modéle, le Sulfametmtaz (SMX) dans deux sols
pédologiguement proches (Limoneux) mais contras&s termes d’origine
géographique (Brésil et France) et de contexteatlque (tropical et tempéré). Dans ce
contexte, le travail de thése s’est focalisé pléxigément sur 1) I'étude de la sorption
du SMX dans les 2 sols modeles et les mécanismagjums, 2) I'analyse de I'impact
du SMX sur les populations microbiennes des 2 saidéles, 3) I'évaluation de I'effet
du type de sol (statut biologique) et de la comagioin en antibiotique appliquée, sur
les cinétiqgues et mécanismes de dégradation du 8MXK) I'étude des cinétiques et
processus de transfert du SMX en colonnes de sodeles pour évaluer sa mobilité et
le risque de dissémination et de contaminationedes naturelles. L'ensemble de nos
résultats a montré que le SMX est une moléculezgsse réactive avec les constituants
des deux sols et présente donc une mobilité immetaliminuée notamment par la
présence de matiere organique dans le sol Macpardes oxydes de fer dans le sol
Recife. Cet antibiotiqgue est également dégradé deiare importante et rapide selon
des mécanismes biotiques et abiotiques, ce guiolifiére une persistance faible, mais
contrastée, dans les deux sols étudiés. Malgré ¢aitble persistance, et comme la
plupart des molécules bioactives, cet antibiotigpparait tres biodisponible dans les
deux sols expliquant le fort impact sur les micrgamismes de deux sols observé méme
a faible concentration, en modifiant la structueeleurs communautés bactériennes, et
en favorisant 'émergence stable de populationptééa a sa présence et a sa rapide
biodégradation. L’ensemble de ces résultats ousre dle nouveaux questionnements
notamment sur le risque associé a la disséminatioissante des antibiotiques dans
I'environnement faisant clairement ressortir 2 typée risques bien distincts: la
contaminations des eaux souterraines par des c@wmpmganiques potentiellement
toxiques et le développement de résistances bawchéas dans les sols de surface,

pouvant potentiellement induire des nuisances @agst dramatiques.






RESUMO

A disponibilidade de agua doce, em diversas regi@® diminuindo em funcdo do
crescimento da demanda de recursos hidricos, decimrento da demanda por
alimentos (agricultura e pecuaria) e dos efeitomddanca climatica em nivel mundial
devido ao crescimento da populacdo mundial. Asgasagricolas inadequadas podem
levar & poluicdo das aguas superficiais e subtemsircom pesticidas, farmacos,
poluentes, nutrientes e sedimentos. O aumentordardéa na pecuaria € um dos fatores
que conduziu a um aumento do uso de antibidtiamapm sulfametoxazol, e apesar da
grande quantidade utilizada tanto na medicina hant@mo na veterinaria, e do risco
de contaminacdo dos aquiferos associados a essautaglseu destino no solo ainda
nao esta claro e € pobremente documentado. Osvobkjeleste trabalho foram estudar
as interacdes fisico-quimicas e bioldgicas, o ingpassociado a resisténcia bacteriana e
o transporte do sulfametoxazol (SMX) em dois solfistintos, embora com
caracteristicas granulométricas semelhantes. Oss ssfio de diferentes origens
geograficas (Recife, Brasil e Macon, Franca), usmbano e agricola) e condigcbes
climaticas (tropical e temperada). Os ensaios degisoforam divididos em: cinética,
isoterma de sor¢do e sorcdo em funcdo do pH, umawe o sulfametoxazol € uma
molécula ionizavel. Os ensaios de biodegradacd@nforrealizados em trés
concentracdes diferentes do sulfametoxazof,(10* e 10°M) para avaliar o efeito das
caracteristicas dos solos e da concentracdo do €M a biodegradacdo da molécula
do SMX. Os solos néo tratados Macon e Recife térna diversidade equivalente,
segundo o calculo do indice de Shannon (H'), endiwé de Simpson. Os ensaios de
deslocamento miscivel em colunas de solo com o &By sulfametoxazol foram
satisfatorios para as vazdes de 0,2; 0,45 e 0,7mmt. A identificacdo dos
mecanismos envolvidos no processo de transportedeteaminacdo dos parametros
hidrodispersivos dos solos, através das curvasuiige do KBr e do sulfametoxazol,
foram realizadas utilizando o modelo CDE (conveetidpersdo). A cinética de sorcao
foi melhor descrita com o0 modelo de segunda ordesiisotermas de sorcéo foram nao
lineares. O modelo CDE representou adequadamemtados experimentais das curvas
de eluicdo do sulfametoxazol. O solo Recife, eracd@ ao Macon, apresentou o menor
risco de contaminacéao do lencol freatico existertsa regiao.

Palavras chave: SMX, sorcéo, transporte, biodegéadaolo.






ABSTRACT

This PhD work was conducted under a co-tutelle megiin the frame of the
TRANSMETH international project funded by CAPES/EFUB N°677/10.

In a context of natural media over-exploitationc@erated anthropogenization) leading
to the degradation of their hydro-bio-geochemiazhldy, the main goal of this thesis
was to evaluate the fate and impact of antibiofitssoils. A specific coupled
approached was developed to study the biogeochkrmteractions, the impact
associated to bacterial resistance and the mobibfy a model antibiotic,
Sulfomethoxazole (SMX), in two model soils of siamiltexture (clay loams) but
contrasted in terms of geographical origin (Braitl France) and of climatic context
(tropical and temperate). In this context the stémlyused more specifically on four
aspects: 1) the study of SMX sorption kinetics am@thanisms in the two soils, 2) the
analysis of SMX impact on the microbial communitadsthe two model soils, 3) the
effect of the soil type (biological status) andtleé applied antibiotic concentration on
the degradation kinetics and mechanisms of SMX 4)nhdhe study of the transfer
kinetics and mechanisms of SMX in soil columnsyaleate its mobility and the risk of
dissemination and contamination of aquifers. Osulte showed that SMX is a weakly
reactive molecule in soils and presents a sigmificaobility, limited especially by soil
organic matter content in the temperate soil (Ma@d by iron oxides in the tropical
soil (Recife). This antibiotic is also strongly agdickly degraded by biotic and abiotic
processes, conferring to the molecule a low perst&t, which is however contrasted in
the two soils. Despite this low persistence, andsstently with most biologically
active molecules, this antibiotic appears highlgabviailable in the two soils, thus
explaining its strong impact on soil microorganisregen at low concentration, as it
modified significantly the structure of the micrabcommunities of the two soils, and
induced the durable emergence of bacterial popuatiadapted to its impact and
biodegradation. These results open new questioecedly on the risk associated with
the increasing dissemination of antibiotic molesul® the environment, clearly
evidencing two specific risks: aquifer contaminatlwy potentially toxic molecules and
the development of resistance mechanisms in battpopulations of surface soils,

which can in turn potentially induce heavy sanitargblems.
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1/ INTRODUCTION GENERALE

L'alerte donnée par le 4e rapport mondial des MatidJnies sur le
développement des ressources en eau (WWDR4) égaheea mesure que la demande
en eau potable augmente dans le monde en lienlawksmographie, la probabilité de
fournir de I'eau douce en quantité suffisante ptmutes les populations diminue, en
relation notamment avec le changement global ».

Parmi tous les défis mondiaux en lien avec I'eadinhitation de la ressource en
eau, la préservation de sa qualité, les relatiatre €eau et la sécurité alimentaire, ainsi
gue la nécessité d’améliorer sa gestion sont les piégnants dans un contexte d’'acces
et de contréle de la ressource en eau. Ces défteengore s’intensifier dans le futur, en
lien avec l'incertitude croissante et le risqueoasss a la disponibilité et la qualité des
ressources en eau et en sols, a cause aussi gméatation de la demande spécifiqgue
de divers usages, de la variabilité climatiquestdatastrophes naturelles.

En effet, I'agriculture, la production d’énergieesl usages industriels et la
consommation humaine représentent la quasi-totalité la demande en
eau.L’agriculture et I'élevage consomment 'eau rdaniere intensive. L'agriculture
utilise a elle seule 70% de la ressource en edav@e La croissance importante de la
demandeen eau pour I'élevage est spécifiquemepbmeable d’'une grande partie de
'augmentation de la demande en eau potable. dmesjue la demande mondiale en
aliments va augmenter de 70% d’ici a 2050.

La croissance démographique, la demande -croissantealiments et le
changement climatique vont donc exercer une éngumession sur les ressources
naturelles et en particulier sur I'eau et le sokau est un élément indispensable pour
tous les principaux secteurs socioéconomiques, aveapport spécifigue pour chacun
d’eux. L'agriculture, en particulier, requiert deedu de bonne qualité pour divers
processus de production. L'acces a l'approvisiorer@nen eau potable et de bonne
qualité sanitaire est nécessaire pour le mainteladanté publique.

En paralléle, le marché mondial d’aliments devigrdque jour plus controlé par
les changements de régimes alimentaires et lesukdabi de consommation vers des
produits animaux (FAO, 2006). En 2008, 3.350 mmilfiod’hectares de sol ont été
utilisés comme paturages—plus de deux fois lesasesf utilisées pour les cultures en

rotation et permanentes. Le développement galagabagriculture et de I'industrie est
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considérée frequemment comme la principale causdédérioration de la qualité des
eaux de surface et souterraines (WWAP, 2006). teesede I'élevage, en particulier,
évolue a un rythme sans précédent en fonction derfeande dans les économies, avec
les plus forts taux de croissance dans le monde g@es aliments d’origine animale
(Steinfeld et al., 2006). L’élevage contribue aiaglus de 40% de la valeur globale de
la production agricole et constitue une des patéesplus dynamiques de I'économie
agricole, poussée par la croissance démographidue,pouvoir d'achat et de
'urbanisation.En parallele, I'élevage, tout comtiagriculture intensive, constitue un
consommateur majeur de substances ou élémentaptsiipour I'environnement et en
particulier pour les eaux et les sols. Ces acBv#ignt notamment tres consommatrices
de produits de protection sanitaire des animausg,dee les antibiotiques, molécules
bioactives qui ont des effets néfastes sur les sblsotamment sur les microorganismes
et donc indirectement des effets potentiels sumtime, via I'induction de résistance de
microorganismes pathogenes.

Le sol est en effet un des plus importants résexde biodiversité de notre planéte, et
en particulier de biodiversité microbienne. On rastiqgu’'un gramme de sol abrite
plusieurs milliards de bactéries et champignonscaltus de 1000 especes difféerentes
(Curtis & Sloan, 2005). Cette grande diversité /@ termes de richesse taxonomique,
d’abondance et de distribution en fonction du tgpesol, des conditions climatiques, de
la végétation et de I'utilisation des terres. Atérface des quatre autres grands milieux
naturels (lithosphere, hydrosphere, atmospheresphere), le sol occupe une position
centrale ou se déroulent de nombreux processudrilmgnt ainsi a un nombre
considérable de services écosystémiques. ParmetgiEes environnementaux, sociaux
et économiques identifiés, le sol joue un réle danetgulation et la purification de
'eau, le recyclage des éléments minéraux ou oggsi a travers l'altération des
roches, la dégradation de la matiére organigustplekage du carbone...

Les communautés microbiennes sont des acteurs mmajeu fonctionnement
biologique du sol a travers notamment leur impigatdans les transformations liées
aux cycles biogéochimiques (C, N, P...). Dans les, daldiversité de ces communautés
est régulierement modifiée par des perturbaticgFesliaux activités humaines (pratiques
agricoles, pollutions, inondations...) et la questioles conséquences de ces
modifications pour le maintien des fonctionnalitdes écosystemes terrestres est
aujourd’hui centrale. En particulier, la questianlgffet des contaminations chimiques

des sols est centrale dans le contexte de forteapisation de nos milieux de vie décrit
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précédemment. Les connaissances sur certains dgoeslluants tels que les métaux
lourds ou les pesticides sont aujourd’hui impodangt permettent de proposer des
prédictions relativement fiables de leurs impadisde leur mobilité. En revanche,
développer des connaissances sur le devenir gbdtindes polluants nouveaux, dits
émergents, tels que les produits pharmaceutiquesle®nu une urgence car il est
nécessaire de définir de nouvelles pratiques dernant ou de confinement des déchets
dans lesquels s’accumulent ces produits. Ceciidtpour un fonctionnement durable
des écosystemes terrestres et permettra de présergaalité de la ressource en eau
ainsi que la santé humaine, mise en danger paekoppements de multi-résistances
aux produits pharmaceutiques.

En effet, parmi ces produits pharmaceutiques, oave les antibiotiques qui
sont utilisés de maniere intensive en médecine mamet vétérinaire, ainsi qu’en
aquaculture avec I'objectif de prévenir (prophy&xou traiter (thérapie) des infections
microbiennes. Des centaines de substances argiléstiet antimycotiques différentes
sont utilisées dans ces domaines. On dénombre parsexemple, plus de 250 de ces
substances en Allemagne (Kummerer and Henning@B8)2Qes données comparables
internationalement sur la consommation d’antibiadis) sont plutét rares, et les quelque
informations disponibles restent hétérogenes (Kurame009). Wise (2002) estime
qgue la quantité d’antibiotiques utilisée dans lendeest d’environ 100.000 a 200.000
tonnes/an. De tous les antibiotiques utilisés em@aiet en Suisse, 65% ont été utilisés
en meédicine humaine. Aux USA, on estime plutbt ecajuantité d’antimicrobiens
consommeés a 22.700 tonnes/an, avec une répardtipart égale entre la médecine
humaine et animale (Kummerer, 2009). Un rappor$ pacent estime que la production
de troupeaux nord-américains requiert plus de D1t6Ones d’agents antimicrobiens a
des fins non-thérapeutiques, principalement powrfaer la croissance bovine, porcine
et aviaire. Les utilisations cliniques sont estiméeenviron 10% de l'utilisation totale
d’agents antimicrobiens (Union of Concerned Sc#siti2001).

Des pratiques inadaptées en agriculture ou engdewansi que des systemes de
traitement de ces produits inadaptés ou inexisi@tésions d’épuration) peuvent donc
conduire a la pollution de ces eaux par des predoliarmaceutiques, polluants, et
autres nutriments. L’lmpact inclut aussi la contaation des sources d'eau par des
organismes pathogénes potentiellement résistardesaproduits a partir de fumier
animal par exemple. Les eaux contaminées peuvest fciliterla transmission de

maladies quand les eaux résiduaires des statiépsi@tion sont utilisées pour irriguer
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ou fertiliser les plantations. Ces pratiques sanpllis en plus utilisées dans beaucoup
de zones péri-urbaines a travers le monde, spéwalieen zones arides et semi-arides.
Ces zones sont caractérisées par une intense é¢oomp@bur l'usage de I'eau entre
I'agriculture et I'utilisation urbaine. La combirsain avec les changements d’habitudes
alimentaires des populations urbaines représeng wiaie menace pour la santé
humaine (Drechsel et al., 2010), d'autant que ksistances aux antibiotiqgues se
développent actuellement de maniere quasimenteirséye et constituent un des plus
importants enjeux de santé publique mondiale.

En effet, ces derniéres années, une grande vaeétésidus pharmaceutiques a
été détectée dans tous les compartiments de lemeément. L'apparition dans
I'environnement de ces composés organiques (ditagms émergeants), a fait naitre
de fortes préoccupations au sein des populatiaianmment car ces contaminants sont
bioactifs, c’est a dire qu’ils sont synthétisés pprésenter une action spécifique sur les
étres humains, mais ils induisent également I'dpparde résistances au sein des
communautés microbiennes, y compris parmi les miganismes pathogéenes.

L’entrée principale de ces composeés actifs damvifennement résulte de leur
utilisation en médecine humaine et vétérinairetesaileur métabolisation partielle et
excrétion aprés leur administration thérapeuti@iexi est renforcé par leurs propriétés
physico-chimiques qui sont justement choisies pesirendre persistants afin que leur
activité soit maintenue suffisamment longtemps passurer leur efficacitén vivo
(Pedroso et al., 2012). La conséquence directeleest persistance accrue dans
I'environnement telle que constatée aujourd’huisdaus les compartiments étudiés.

C’est dans ce contexte qu’ a été développé ceitrdwahese dont I'originalité
principale repose sur I'évaluation simultanée emloimée des interactions physico-
chimiques, de la dégradation, de l'impact associ@ &ésistance bactérienne et du
transport d’un antibiotique dans des sols issudiffierents usages (urbain et agricole) et
condition climatiques (tropical et tempéré). Ce etyg’étude n’'a encore, a notre
connaissance, jamais été realisé a ce jour.

Ces travaux de these ont été développés sous umeréte cotutelle dans le
cadre du projet de recherche international CAPE&ECUB, N° 677/10, sur I'étude
des interactions, des mécanismes de biodégradstiodes microorganismes spécifiqgues
et du transport de composés organiques en solmsirie projet s'intitule : « Transfert et
transformation de métaux lourds et de HAP en sulsrepisés (TRANSMETH)”, avec

une convention entre I'Universidade Federal de &mwabuco-UFPE, via les
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départements de Energia Nuclear(DEN), de Engenkavia (DECIV), de Engenharia

Quimica (DEQ), de Antibiéticos (DANTI) et de Quiraidcundamental (DQF); et
I'Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRR& les Départements de
Agronomia (DEPA) etde Tecnologia Rural (DTR); dUdiversité de Grenoble —GU
(Grenoble - Institut National Polytechnique et UJBniversité Joseph Fourier) via le
Laboratoire des Transferts en Hydrologie et Envneament (LTHE) et le Laboratoire
de Géotechnique Interne et Tectonophysique (LGEMedu aujourd’hui I'Institut des

Sciences de la Terre (ISTerre, Grenoble, Frande)Eeole Nationale des Travaux
Publique de I'Etat via le Laboratoire des Sciencks 'Environnement, devenu
aujourd’hui le Laboratoire d’Ecologie des Hydrogyses Naturels et Anthropisés
(LEHNA) (Lyon, France).

2/ OBJECTIFS DE LA THESE

Dans un contexte de surexploitation des milieuxurmeds (anthropisation
accélérée) conduisant a la dégradation de leurit§ualdro-bio-géochimique, les
objectifs généraux de la these sont d’évaluer keewnie et I'impact des antibiotiques
dans les sols. Plus particulierement, il s’agittader les interactions physico-
chimiques, biologiques, l'impact associé aux résises bactériennes et le transport
d’un antibiotigue modéle, le Sulfametoxazole (SM¥é)ns deux sols pédologiquement
proches (Limoneux) mais contrastés en termes dh@rigéographique (Recife, Brésil et

Macon, France), de contexte climatique (tropicatezhpéré). De nombreux travaux

(Kim et al. 2014et références citées) ont en effet montré unetatiap progressive des

communautés microbiennes a leur contexte pédodtjogtce qui suggere que des sols

de zones géographiques différentes pourraient miegsdes réponses tres différentes a

des contaminations par des polluants émergearigpdeantibiotique.

Dans ce contexte, le travail de thése se focalisegrécisément sur :

i) L’étude de la sorption du SMX dans les deux solsiéhes et la compréhension des
meécanismes impliqués et des effets de facteur églaghimportants tel que le pH;

i) L’analyse de I'impact du SMX sur les populationsrobiennes des 2 sols modéles
en termes quantitatifs (énumeérations) et qualdatiodiversité) et sur I'évolution
temporelle des bactéries hétérotrophes cultivabteses et résistantes au SMX.

iii) L'évaluation de I'effet du type de sol (statut loigique) et de la concentration en
antibiotique appliquée sur les cinétiques de laatfmtion de la molécule de SMX et

sur les mécanismes impliqués.
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iv) L’étude des cinétiques et processus de transierSeIX en colonnes de sols
modéles pour évaluer sa mobilité et le risque dsénination et de contamination

des eaux naturelles.

3/ DEMARCHE GENERALE ET APPROCHES SUIVIES
La démarche générale retenue pour le développetecoétte thése est une démarche
de laboratoire faisant appel a des approches c@mbide dynamique des systemes,
permettant de découpler les processus grace é&ishtiobn de colonnes de sols de
caractéristiques et conditions aux limites cong$léet de microcosmes (batch)
permettant de caractériser finement les processug@nismes biologiques et physico-
chimiques contrélant la transformation et la rédigi du SMX dans les deux sols
modeles étudiés. Ces approches expérimentaleséonddplétées par une approche de
modélisation afin de confronter les observationsled modélisations déterministes
(convection dispersion et réaction) ou plus empeg] (type GUS) pour une évaluation
et prédiction du risque associé a la disséminatitoa la persistance de I'antibiotique

SMX dans les écosystemes terrestres.

Ce travall est structuré en 5 parties distincteoquifait ou font actuellement I'objet de

la rédaction d’un article scientifique nationaliaternational :

1/ La premiére partie est une introduction générale présentant le comtdxtce travalil

et la problématique scientifique globale liée aweh®r des antibiotiques dans
I'environnement et notamment dans les sols.

2/ La seconde partigorésente les objectifs de la thése et la démabbetée.

3/ La troisiéme partie présente une revue de la littérature sur les aidjoies, leur
réactivité dans les sols, leur dégradabilité et teansfert, donnant les bases nécessaires
a la compréhension des travaux présentés dans feuseréd. Apres une bréve
présentation des antibiotiques et des sols, ungrigien approfondie de I'antibiotique
modele ainsi que des sols modéles est fournieptiesipaux processus gouvernant le
devenir de polluants organiques dans les solsppésentés en termes de mécanismes et
de modélisation associée.

La dégradation biotique et abiotique de ces moéicubioactives est également

présentée, de méme que leur modélisation.
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4/ La quatrieme partie présente le matériel et les méthodes utilisées ldath&se pour

le développement des travaux expérimentaux etithés (modélisation).

5/ La cinquieme partie,la plus importante, présente les résultats s€igméis obtenus
au cours de la thése. Ces résultats et leur discussent organisés en 4 sous-parties
centrés sur 1) les interactions de l'antibiotiqgudXSdans les sols et les principaux
facteurs qui les contrélent, tels que le pH ou &iéne organique, 2) I'impact du SMX
dans les deux sols modeéles et l'isolement de bast@ésistantes et dégradant la
molécule antibiotique, 3) la biodégradation du SMahs les deux sols modéles et
également en milieux de culture par une bactéakésdu sol de Recife présentant de
fortes capacités de dégradation et enfin 4) lesprart du SMX dans les sols avec un
focus sur I'effet de concentration et de I'’hydrodgmque par une approche en colonnes
de laboratoire.

6/ La sixieme partieprésente les principales conclusions des travaeneésidans cette

thése ainsi que les perspectives révélées pavdesées effectuées dans ce travail.

3. MATERIEL ET METHODES

3.1 L’antibiotique modéle : le sulfamétoxazole

Le Sulfamethoxazole (SMX) est un antibiotique defdmille des sulfonamides. Le
SMX est un des antibiotiques les plus utilisés damaonde. On I'utilise communément
en santé humaine et animale, raison pour laquellaaétecté dans les sols de diverses
régions du globe (Kemper 2007, Mickael et al. 2013 SMX est une molécule
ionisable (Figure 6) qui présente un comportemaniaile en fonction du pH du sol
dans lequel elle se retrouve. Elle contient ent eféeix protons échangeables (pKal =
1.6; pKa2 = 5.7) et présente une masse molaires828 g.mof et un Log Kow 0,89
(Kolpin et al., 2002).

3.2 Les sols modeéles

Dans cette étude, deux types de sols présentanpradgsiétés physico-chimiques
proches (classification de Koppen) ont été utilisks différent par leur contexte
géographique et climatique. Il s’agit d’'un cambieatrique prélevé sur un site viticole
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au nord de Macon (Bourgogne, France, 46°24'59”Ni8%64"E) et d’'un sol limoneux
prélevé a Recife sur le campus universitaire deFPH (8° 02°31.14" S,
34°56°36.86"0). Les caractéristiques physico-chimijdes sols sont présentées dans

le Tableau 4.

Aprés I'échantillonnage, une partie des sols aséthée a l'air, tamisée a 2 mm et
stockée a I'air libre et a température ambiantesdattente des essais de sorption et de
transfert en colonnes. Le reste du sol a été stogkéde et a 4°C a I'abri de la lumiere
dans l'attente des essais d'impact et de dégraddticSMX.

3.3 Sorption du SMX dans les sols

Les expériences de sorption du SMX sont menées Byeate sol sec suspendus dans
une solution aqueuse de SMX de concentration Varetbsans modification du pH des

sols. Les échantillons sont collectés et centrgugé facon a suivre la disparition

(correspondant a de I'adsorption) de I'antibiotigleela solution. Tous les échantillons

ont été triplés et des contrbles ont été prépanépagalleéle de fagon a prendre en
considération une possible précipitation du SMXuoe rétention sur la verrerie.

3.3.1 Cinétiques de sorption du SMX

Le temps d’équilibre de la réaction de sorptioniéad&terminé avec des échantillons de
5 ml prélevés a intervalles de temps réguliers dagssolution initiale de 200 ml de
SMX &10°M sur une période de 24 h, de facon & suivre dpatition du SMX de la
suspension de sol et déterminer le temps d'équiltte sorption (stabilité de la

concentration en solution).

3.3.2 Isothermes de sorption du SMX

Comme pour la cinétique de sorption, les isotherd@dsorption ont été effectuées en
pots fermés (batchs) contenant 30 ml de solutionease d’antibiotique a des
concentrations croissantes (1@ 10°M) dans lesquels sont introduits 5g de sol sec
(dans 50 mL d’eau déminéralisée) préalablemeniiséou non (autoclavage a 120°C
et 1 bar). Apres équilibre, la concentration en Sid3tant en solution (Ce) est analysée

selon la méthode décrite dans la section 3.6.
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3.3.3 Effet du pH du sol sur la sorption du SMX

L'effet du pH du sol sur I'adsorption du SMX a ééterminé dans les deux sols en
ajustant leur pH a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 12gpants de quantités connues d’HNGu

de NaOH pour un volume final de 50 mL. L’adsorpttanSMX a alors été suivie dans
ces sols modifiés pour une concentration uniqu&M& (10*M) en suivant le méme

protocole que pour les isothermes de sorption.

3.4 Impact du SMX dans les sols

Pour évaluer I'impact du SMX dans les sols de Reetfde Macon, nous avons suivi 3
types de bioindicateurs : 1/ le ratio de bactéhégérotrophes résistantes au SMX
(B>™) et totales(B”), 2/ lindice de diversité bactérienne des solslé& par
empreintes génétiques (DGGE) et 3/ les ga&nkél, 2 et 3) connus pour étre impliqués
dans la résistance bactérienne au SMX (en paral@®utres mécanismes). Pour le
premier bioindicateur, nous avons également cherahédentifier les bactéries
hétérotrophes cultivables®8* et B™ qui dominent la communauté bactérienne des
deux sols en présence de SMX. L'objectif était dlaer la pertinence de I'utilisation de
ces bactéries comme bioindicateurs spécifiques’iogdct de cet antibiotique et
€également pour évaluer leurs capacités de biodagpad du SMX pour mieux
comprendre I'implication des bactéries résistagi@sinantes dans le fonctionnement

biologique des sols contaminés aux antibiotiques.

3.4.1Suivi des bactéries hétérotrophes cultivablekans les sols contaminés au SMX

Pour le suivi de ce bioindicateur, des échantilldassg de chaque sol non incubé (TO)
et incubé 30, 60 ou 90 jours avec 0,1 mM de SMX sais en suspension dans 50 mL
d’une solution de NaCl a 0,9% stérile. La suspensiasi obtenue aux différents temps
d’'incubation est broyée (Waring blender) pendant 30 sec. Apres 2 minutes de
sédimentation, une aliquote de suspension de suobgene est prélevée et diluée en
série d'un facteur 10. 100 puL de chaque dilutiont gtalés sur un milieu gélosé YG
constitué d’extraits de levures a 1g/L, dHRO, a 0,3 g/L, de KKHPO, a 0,2 g/L, de

MgSQ:-7H,O & 0,2 g/L et de glucose a 1g/L supplémenté oudeB50 pg.mt de

SMX (bactéries résistantes). Les unités formanbries (UFC) observées apres une
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semaine d’incubation a 30°C et a l'obscurité soémainbrées visuellement, ce qui

permet de quantifier les bactéries présentes dass |

L’effet du SMX sur les sols a été déterminé partest de Student ou t-test (P<0,05)
effectué sur les résultats de I'évolution du radi®o nombre de bactéries totales et

résistantes dans les deux sols.

3.4.2 Isolement et identification des bactéries hétotrophes cultivables dominantes

dans les sols contaminés au SMX.
a) Isolement des bactéries hétérotrophes cultivalde

Pour isoler les bactéries ainsi cultivées, lesmie®m sont individuellement prélevées sur
les boites de Pétri et placées dans 2 mL de n¥idiquide. Apres agitation a 225 rpm
et a 30°C pendant 24h, un étalement par striesisément est réalisé sur milieu gélosé
YG supplémenté ou non de 250 pg:inde SMX. Cette étape est réalisée 3 fois afin de
s’assurer de la pureté des souches bactérienriéssso

b) Identification des bactéries résistantes au SM}ar séquencage de 'ADNr 16S

bY

Pour limiter le nombre de bactéries a identifieou$ avons d'abord caractérisé les
bactéries redondantes dans notre banque de clarigsde de la technique ARDRA
(coupure de I'ADN par une enzyme de restrictionnpattant d’obtenir des profils de
restriction spécifiques de chaque bactérie). Geitdyse permet ainsi d’'identifier, avant

leur séquencage, les séquences d’ADNr 16S redagslant

Environ 1 pg d’ADNr 16S amplifié sont digérés pad Winités d’enzyme Haelll
(Invitrogen) pendant 3 heures a 37°C. Les profis rdstriction sont obtenus par
électrophorese sur gel d’agarose 2% pendant 2 eus® V. La taille des fragments
de restriction est appréciée a l'aide du logicialaftity One (Bio-Rad).L’analyse
statistique des profils « ARDRA » est effectuée cave logiciel XLSTAT. Les
similitudes entre les profils de restriction sontlgsées en utilisant le coefficient de
corrélation de Pearson. Ces similitudes sont reptéss graphiquement sous forme
d’'un dendrogramme. L’algorithme de clusterisatiotilisé pour construire le

dendrogramme est celui de la méthode UPGMA.
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Pour ne pas séquencer des fragments d’ADN redaosdi@st séquences présentant un
profil ARDRA identique a 80% sont regroupées erstedu Un représentant de chaque
cluster et toutes les séquences unigues ont étéerségps par la société Genoscreen
(Lille, F).

L’ADN génomique de chacune des souches bactériergsstantes au SMX isolées
précédemment a été extrait suivant la méthodetdégear Loncle et al., 1993. Il s’agit
d'une extraction par lyse chimique (lysozyme + SDssjvi d’'un traitement au

phenol/chloroforme.

L’amplification par PCR est effectuée avec le ceufmorces 27F (AGA GTT TGA
TCM TGG CTC AG) et 1492R (TAC GGM TAC CTT GTT ACGOH T). Il permet
d’amplifier la quasi-totalité de '’'ADNr 16S, soied fragments d’environ 1600 paires de
bases (pb).

Le milieu réactionnel (50 pL) est composé de: 36,5d’eau; 10 uL de tampon PCR
Green GoTaq® Flexi (Promega) concentré 5X; 4 uMd€l, a 25mM; 4 uL de dNTP
a 2,5 mM; 1 puL de chaque amorce & 10uM; 1,25 uBgla & 10 mg.mL* et 0,25 pL
de GoTag® Flexi DNA Polymerase & 5U:fiLlCe milieu réactionnel, additionné de 2
puL d’ADN génomique, est placé dans un thermocycl€&000, Biorad) et subit le
programme suivant : une dénaturation initiale denfif a 94°C suivie de 29 cycles
d’amplification composés chacun d'une dénaturatde 1 min a 94°C, d'une
hybridation de 1 min a 55°C et d’'une élongation2denin & 72°C. Le programme
s’achéve par une élongation finale de 10 min a 7R¥aille des amplifias obtenus est
vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose l&quliantité d’ADN est estimée par
fluorométrie (QuBiIt, Invitrogen).

c) Analyse bio-informatique des séquences des génesdant 'ADNr 16S des
souches résistantes au SMX

Les ségquences obtenues sont comparées par BLAST BEguences de génes d’ARNr
16S de la base de données GenBank. Les séquersc8sodganismes les plus proches
sont sélectionnées, ainsi que quelques séquenagsédence de chaque grand phylum
bactérien. L'algorithme UCHIME présent dans le @apk de logiciels MOTHUR

v1.31.2 (Schloss, 2009) a été utilisé pour la redie de séquences chimériques.
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L’ensemble des séquences ont été alignées avec ME/SCuN arbre phylogénétique a

été construit par Neighbor Joining disponible suplateforme SeaView.

3.4.3 Suivi de la diversité bactérienne dans lesuesols contaminés au SMX

La biodiversité bactérienne des deux sols a étméstpar une approche d’empreintes
génétiques obtenues par DGGE (Muyzer, G. 1999¢tdrahinées a différents temps
apres la contamination des sols au SMX.

a) Extraction des acides nucléiques des sols

L’ADN métagénomique des différents échantillonssdés étudiés a été extrait a l'aide
du kit FastDNA™ SPIN for Soil (MP Biomedicals) suivant les indioats du fabricant.

La quantité d’ADN de chaque échantillon a été agipeé par électrophorese sur gel
d’agarose 1% par comparaison avec une gamme d’A®tthyimus de veau (Biorad) et

par fluorométrie (QuBit, Invitrogen).

b) Caractérisation des empreintes génétiques dedspar DGGE

L’amplification de I'ADN par PCR précédent 'analyOGGE est effectuée avec le
couple d’'amorces 515F-GC (GTG CCA GCM GCC GCG GT¥e806R (GGA CTA
CHV GGG TWT CTA AT) (Caporaso et al., 2012). Ceermpet d’amplifier la région
hypervariable V4 de '’ADNr 16S, soit un fragmeneiron 250 pb. Un clamp GC de
40 pb (CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GG/ GGG G) a
été ajouté a I'extrémité 5’ de 'amorce 515F afigviter une dissociation totale des
fragments d’ADN lors de la DGGE. Afin de compardugpeurs gels DGGE ente eux,
un marqueur de taille est préparé en mélangeantrdgions V4 de 6 souches
bactériennes de référencesAcinetobacter sp. XXI:6 Cellulomonas sp. VI-6
Pseudomonas sp [|i4 Pseudomonas aureofaciensEscherichia coli Kilzt
Streptomyces sp VIII-8Ce marqueur de taille est déposé dans chaqub@EE. Le
milieu réactionnel (25uL) est composé de : 13.25d#au ; 5 uL de tampon PCR
Green GoTaq® Flexi (Promega) concentré 5X; 2 uMd€l,; a 25mM; 2 uL de dNTP
a 2,5 mM; 0,5 uL de chaque amorce & 10pM; 0,628@BSA a 10 mg.mt et 0,125
uL de GoTaq® Flexi DNA Polymerase & 5UlilCe milieu réactionnel, additionné
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d’un microlitre d’extrait brut ’ADN métagénomiquie chaque sol & 10 ng.jiLest
placé dans un thermocycleur (Biorad) et subit tgpamme suivant : une dénaturation
initiale de 3 min a 94°C suivie de 29 cycles d’aifigation composés chacun d’une
dénaturation de 45 sec a 94°C, d’'une hybridatiod d&n a 50°C et d’'une élongation
de 1 min et 30 sec a 72°C. Le programme s’achévarmeélongation finale de 10 min
a 72°C. La taille des amplifias obtenus est véifi@ar électrophorese sur gel d’agarose
1%. La quantité d’ADN est estimée comme précédennpam comparaison avec une

gamme d’ADN de thymus de veau.

L’analyse DGGE est effectuée avec un systeme D(®ideRad). Des quantités égales
de produits PCR (~ 300 ng) sont déposées sur udegpblyacrylamide 6% (m/v). Les
gels de polyacrylamide contiennent un gradient wlestances dénaturantes allant de
40% en haut du gel a 60% en bas du gel (une spla®% dénaturante contient 40%
de formamide (v/v) et 7M d’urée). La séparation gesduits PCR s’effectue pendant
16h a 60V dans un bain de TAE 1X (40mM Tris, 20 rabétate de sodium, 1 mM
EDTA) maintenu a 60°C. Les gels sont colorés aecSYBR Gold (Invitrogen)
1/10000 (v/v) pendant 30 min a l'obscurité, déposas une plague UV afin de
visualiser les fragments d’ADN, et photographiéBaale d’'un systéeme GelDoc XR
(Bio-Rad).

Chaque bande observée est considérée comme ugetaxvinomique opérationnelle
(OTU). L’analyse des profils de bandes (communaaigérienne) a été effectuée avec
le logiciel Quantity One (BioRad). Le bruit de fortks gels a été soustrait par
I'algorithme « rollingball » avec un rayon de 5keds. Aprés normalisation des gels,
seules les bandes avec un pic d’intensité supé&i@d de I'intensité du pic maximum
ont été utilisées. L'intensité relative de chaqie(pi) correspond a sa surface relative
dans chaque profiRj=n;/N, oun; est I'aire sous le pic i, & est la somme des aires de
tous les pics d’'un méme profil). L'intensité relatide chague bande a été utilisée pour
calculer les indices de diversité de Shannon-Weéder - XPiln Pi) et de Simpson
(D=1-[Zini(ni-1)]/[N(N-1)]). La richesse spécifique (S) correspondam@ubre total de
bande (OTU) par profil DGGE, ainsi que l'indice B&lou (J'= H'/LnS), représentant
I'équitabilité du nombre d’espéces bactériennes ddraque échantillon, ont également

été calculés.
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Les données étant distribuée de facon non-unifoten€omparaison des indices de

diversité est effectuée a I'aide d’un test non peataique (test U de Mann-Whitney).

Les similitudes entre les profils de bandes ontétdysées en utilisant le coefficient de
corrélation de Pearson. Ces similitudes sont reptéss graphiquement sous forme
d’'un dendrogramme. L’algorithme de regroupementug@risation) des OTU par

similarité utilisé pour construire le dendrogramesé celui de la méthode UPGMA.

Les bandes d'intéréts ont été excisées du gel D@BEoutes dans 20 pL d’eau ultra-
pure pendant une nuit a 4°C, ré-amplifiées avandene jeu d’amorces et séquencées
(Genoscreen, Lille, France). L'analyse bio-inforipaé est réalisée comme
précédemment. Une recherche d’homologie avec tpsesées d’ADNr 16S complétes
des souches bactériennes isolées et résistant&881Xude notre banque de clones a

eégalement été réalisée.

3.4.4 Suivi des génesull, sul2 et sul3 indicateurs de résistance au SMX

Cette amplification est réalisée afin de détermiaeprésence de genes plasmidiques
(les plus mobiles entre bactéries par transferizbotal) de résistance au SMXu(L,
sul2 et/ousul3) dans les sols étudiés ainsi que dans les sobeltddriennes résistantes
isolées. Le milieu réactionnel est identique a iceécrit précédemment. Les amorces
utilisées pour détecter les gersesl et sul2 sont SullF 5-TCA CCG AGG ACT CCT
TCT TC-3’, SullR 5- CAG TCC GCC TCA GCA ATA TC-3Sul2F 5- CCT GTT
TCG TCC GAC ACA GA-3 et Sul2R 5- GAA GCG CAG CCGAA TTC AT-3,
dont la température d’hybridation est de 55°C (Cle¢ral., 2014). Pousul3 les
amorces Sul3F 5’- GAG CAA GAT TTT TGG AAT CG-3' &ul3R 5- CAT CTG
CAG CTA ACC TAG GGC TTT GGA-3' sont utilisées a unempeérature
d’hybridation de 51°C (Perreten and Boerlin, 2003).

3.5 Dégradation du SMX dans les sols
3.5.1 Dégradation biotique et abiotique du SMX dankes sols

La dégradation du SMX dans les deux sols a étérrdigtée en batchs en suivant

I’évolution temporelle de la concentration en SMafid la phase liquide de suspensions
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de sols. Pour cela, les sols ont été homogénéisgsgmisés a 2 mm et des aliquotes de

sols humides (50g équivalent sec) ont été mélangeées 200 mL d’une solution de
SMX (LKT Laboratories, Inc) a 1, 0,1 et 0,01 mM. Rarallele, le méme protocole

expérimental est réalisé avec des aliquotes destidisés par autoclavage et avec des

témoins sans sol. Chaque condition expérimentaied@sliquée (Tableau R1). Les

différents microcosmes ont été incubés a I'obséweita 20°C pendant 30 jours et des

préléevements ont été effectués régulierement ars chutemps.

Tableau R1: Conditions expérimentales testées pour I'étuddaddégradation du

SMX.

1 Flacons de 250 mL SMX Sol Solnon Sol stérile  Sol non
stérile  stérile Recife stérile
Macon  Macon Recife

2 Témoin SMX 200 mL

3 Témoin SMX Cu

4 Sol Macon -SMX a 200 mL 50g

5 Sol Macon -SMX b 200 mL 50g

6 Sol Macon stérile SMX 200mL  50g

7 Sol Macon SMXCu a 50g

8 Sol Macon SMXCu b 50g

9 Sol Macon stérile SMX-Cu 50g

10 Sol Recife -SMX a 200 mL 50g

11 Sol Recife -SMX b 200 mL 50g

12 Sol Recife stérile SMX 200 mL 50g

13 Sol Recife -SMXCu a 50g

14 Sol Recife -SMXCu b 50g

15  Sol Recife stérile SMX-Cu 50g

Ma : Macon, Rec : Recife
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3.5.2 Biodégradation du SMX par les bactéries cultables isolées

Deux bactéries cultivables résistantes au SMX éotfu sol de Recife et dominant les
profils DGGE ont été sélectionnées pour tester tapacité a dégrader le SMX en
batchs. Le protocole suivi est celui décrit parcbhar et al, 2011. Ces souches
environnementales, ainsi qu’une soucheé.d’colDH50 (contréle négatif), sont
indépendamment pré-inoculées dans 100 mL de ndkeaulture minéral contenant 6
mg/L de SMX et 0,5 g/L de glucose. Le milieu minmmuwitilisé est composé de
NaoEDTA-2H,0 a 0,018 g/L, de FeS&QH,0 a 0,013 g/L, de Cag&kH,0 a 0,013 g/L,
de MgSQ-7H,0 a 0,25 g/L, de N®PO, a 7,5 g/L, de KRPO, a5 g/L, de NENOz a 5
g/L, et d’extrait de levures a 0,6 g/L. Apres 24hadoissance, un nombre équivalent de
cellules bactériennes de chaque pré-culture estéptlans 350 mL gsp de milieu
minimum supplémenté en SMX (6 mg/L soit 24uM) etghucose (0,5 g/L). Chaque
culture est dupliquée et des contréles avec unmdsee stérile (inoculation avec une
pré-culture autoclavée) et sans biomasse sonti@®pén de déterminer la quantité de
SMX adsorbée sur les cellules bactériennes et leene. Les différents batch sont
incubés a l'obscurité, a 30°C et agités a 150 rpancroissance bactérienne (DO 600

nm) et la concentration en SMX (HPLC) sont mesuegeés 1 et 7 jours d’incubation.

3.5 Transfert du SMX dans les sols

Les procédures de préparation et d'utilisationcdésnnes de sols sont celles décrits par
Martins et Mermoud (1999) et Martins (2008). Lepénxences de transfert consistent a
introduire dans une colonne de sol soumise a unléo@nt permanent d'eau (ou de
solution a fond ionique connu) a saturation, umeag& de solution aqueuse de traceur
(ion bromure sous la forme KBr a 1 ¢)Lou de SMX (préparé a 2010* ou 10°M) et

a suivre et analyser le volume et la concentraties effluents récoltés en sortie de
colonne avec un collecteur de fractions. L'analges échantillons collectés permet de
tracer les courbes d'élutio@=f(t) qui sont présentées sous forme adimensionnelle
(CIC=f (VI\Vy)) pour faciliter leur comparaison et leur analysepgprmet d'identifier les
mécanismes de transfert impliqués (Martins 20A8gst la concentration mesurée en
sortie de colonneCy est la concentration en bromure ou SMX injectéerdrée de la
colonne,V le volume élué et yle volume d'eau contenu dans la colonne (volume de

pore). Le bilan de masse (BM) et le facteur derde(R) permettent de quantifier les
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interactions entre la matrice et la solution irgect(Equation3.15). Les parametres
physico-chimiques tels que la concentration en SbtXle débit ont été modifiés
indépendamment pour comprendre leur influence estrahsfert de I'antibiotique dans
les sols.

Les courbes d’élution du traceur et du SMX ontatistées avec Hydrus 1D résolvant
'équation 3.24 (Simunek et al. 1999) afin de ct¥aser les propriétés
hydrodynamiques des 2 sols ainsi que les paramiddraansfert réactif du SMX.

3.6 Analyses chimiques

Les analyses chimiques effectuées dans cette tms&té menées au LTHE selon les
procédures décrites ci-apres, avec les équipendegsnibles dans le plateau ATOMS
de I'équipe Transpore. Dans le cas du SMX, certaiaealyses ont été effectuées
également a 'UFPE a Recife (soit plus de 1500yaseslde SMX au total).

L’ion bromure a été utilisé comme traceur de I'eau dans lesieskatransfert en
colonnes pour caractériser les propriétés hydradymze des sols. Les analyses de
bromures contenus dans les effluents de colonnétérgffectuées en chromatographie
ionique (Metrohm 732/733 separation center, Mepose Supp 16 — 150mm, et
Metrosep C2-150mm colonne pour anions et catidres.solutions de bromure ont été

préparées sous la forme KBr & une concentratidigde’.

Le SMX a été analysé dans les suspensions de sol (des#égradation et de sorption),
dans des milieux de culture (dégradation et impact)dans des lixiviats de sols
(transport en colonnes de sols). Dans le cas dggessions de sols, les suspensions de
sols sont centrifugées 10 min a 10000 rpm puieék a travers un filtre PVDF de 0,22
pum et placées dans une fiole ambrée. Dans lessardse les solutions sont directement
filtrées a 0,22um. La quantité de SMX est détermiagec un systéme HPLC équipé
d'un détecteur UV (Spectra system UV 100, ThermpaBstion Products) et d’'une
colonne C-18 (EC 125/3 NUCLEOSIL 100-5 C18, 5 pid. détection du SMX
s’effectue a une longueur d’onde de 260 nm et atempérature de 40°C. La phase
mobile utilisée est un mélange d’'acétonitrile (15%© méthanol (15%), d’eau milli-Q
(70%) et d’acide formique (0,02%) et la vitessefldu est de 0,5 mL.minh. Le temps
d’analyse pour chaque échantillon est de 10 mie gblume d’injection est de 20uL.
La limite de quantification du SMX est de 0,5 md.L
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4. RESULTATS ET DISCUSSIONS

4.1 Sorption du SMX dans les sols

La caractérisation de la rétention du sulfametobeadans le sol de Recife et le sol de
Macon en lien avec la réactivité des constituargs dols, a été menée via des
expériences en batch afin d’évaluer les cinétigqidss taux de sorption (isothermes) du
SMX dans les sols étudiés. L'effet du pH des salsla sorption du SMX a aussi été
évalué.

Les cinétiques de sorption (Figure 7) sont asspidea avec des temps d'équilibre
d’environ 2 a 10h dans les deux sols. Les cinésigleesorption ont pu étre modélisées
(Figures 8 et 9 et Tableau 4.1) efficacement aé¢al’'un modéle de second ordre décrit
par Milfont et al. (2008). Ces résultats nous oetnus d’établir les conditions
expérimentales pour la caractérisation des isotberde sorption du SMX. Ainsi, les
essais ont été menés sur une durée de 24h perindttteindre I'équilibre du
processus de sorption tout en limitant efficaceneedggradation du SMX.

Les isothermes de sorption du SMX dans les soMal®on et de Recife, stériles et non
stériles, sont présentées dans les Figures 10. @dlis les deux sols (stériles ou non),
les isothermes présentent une forme quasi linpaweant étre décrite indifferemment a
'aide de modéles linéaires, de Freundlich ou dengbauir. Les paramétres
correspondants sont présentés dans le Tableaur8a $ase de ces parametres, une
estimation de la mobilité du SMX peut étre effeetwd calculant un facteur de retard
selon I'Equation 3.15. Ces estimations serontsétds dans la partie 4.4 sur le transfert
du SMX en colonnes de sols pour comparer les gsuwbtenus en conditions statiques
et dynamiques.

La molécule de SMX étant particulierement compleste présentant notamment
plusieurs groupements fonctionnels ionisablesecetblécule peut étre dissociée de
facon variable en fonction du pH (Figure 6). Il ekinc apparu indispensable de
caractériser l'effet du pH des sols sur la sorptihn SMX, afin d’en améliorer la
modélisation, en tenant compte a la fois de lafedriabilité du pH des sols naturels et
de lionisation de la molécule. Les résultats obtesont présentés dans la Figure 12,
qui montre une forte dépendance du taux de sorplio®MX au pH du sol, comme
attendu. En effet, la sorption de la forme neutreS#1X (protonée) est deux fois plus

élevée que celle de la forme ionisée (au-dela db.BHqui est le® pK du SMX).
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A pH équivalent la sorption du SMX dans le sol dadghn est deux fois plus élevée que
dans le sol de Recife, et bien corrélée a la teeaumatiére organique des deux sols.
Cet effet est toutefois fortement atténué au-deldpld 5.7 (SMX ionisé) indiquant des
mécanismes de sorption difféerents. Dans cette gademeH, I'adsorption du SMX est
identique dans les deux sols, suggérant que la Mt®ervient plus significativement
dans la rétention de I'antibiotique et que d'autcesistituants des sols (e.g. argile,
oxydes métalliques...) sont impliqués dans sa ré&entiomme cela déja pu étre montré
pour d’autres polluants organiques, comme par eletagpentachlorophénol (Lee et al.
1990).

4.2 Impact du SMX sur les microorganismes des sols

L'impact du SMX a été suivi par deux méthodes cammntaires: une méthode
qguantitative classique basée sur [I'énumération gespulations bactériennes
hétérotrophes totales ou résistantes a I'antihieti§MX et une méthode moléculaire
qualitative permettant d’évaluer l'impact global &MX sur la diversité de la

communauté microbienne des sols.

Effet du SMX sur les bactéries hétérotrophe cultivhles

Le nombre de bactéries hétérotrophes cultivabledetoet résistantes dans les sols a été
suivi au cours du temps apres une contaminatiocBM¥ a 3 concentrations différente
(10°, 10* et 10°M).

Les résultats sont présentés dans les Figures .8.3.3. Ces figures montrent que le
nombre de bactéries totales cultivables est reatent constant entre les traitements.
En revanche, le nombre de bactéries résistant&vRtiaugmente dans les 2 sols avec
la concentration de SMX apportée. Ces résultatgjuetit que méme si le SMX a un
impact sur certaines populations bactériennes dag dgols, ce qui les fait disparaitre,
celles-ci sont remplacées rapidement par des lextéssistantes qui se multiplient,
d’ot un nombre de bactéries totales cultivablestitedment constant. On observe aussi
que la concentration de SMX influe fortement simppact observé, puisqu’on peut voir
que plus la concentration initiale est forte plasguantité de bactéries résistantes au

SMX augmente par rapport au sol non contaminé. Gaggére I'existence d’'une

28



réponse linéaire des microorganismes a la doseili@iique apportée, ce qui pourrait

faciliter la prédiction de I'impact de ce type demtaminants dans les sols.

Dans le cas du SMX, le ratio®8/B™ s’avére étre un bon indicateur de I'impact du
contaminant, permettant ainsi d’envisager l'utiiisa de cet indicateur facile & mesure
et de moindre cout, dans des études d'impact géseas sur d’autres sols ou d’autres

milieux tels que les eaux naturelles.
Isolement des bactéries cultivables totales et résantes au SMX

Un dénombrement des bactéries cultivables (UFG@)dstet résistantes au SMX a été
réalisé pour les deux sols a TO et aprés 30 joursutbation a I'obscurité et a 20°C en

présence de 0,1 mM de SMX. Etant donné que la emseulture des bactéries dépend
des caractéristiques biogéochimiques de chague@a$ avons comparé le ratio entre
le nombre de bactéries résistantes au SMX et lebrmule bactéries totales de chaque
sol (Table 1). Initialement, la proportion de bae® résistantes est plus importante
dans le sol de Macon que dans le sol de Recife,0P2R Aprés 1 mois d’incubation en

présence de SMX, la proportion de bactéries régiestaa cet antibiotique augmente de
facon significative dans le sol de Macon (P=0,03ble 1). La proportion de bactéries

résistantes augmente eégalement dans le sol deeRaitdignant un niveau comparable a

celui du sol de Macon.

Assignation taxonomique et analyse phylogénétiqueed bactéries cultivables

isolées

Les ADNr 16S de 30 souches résistantes au SMXdsa@éartir de chaque sola TO et a
T30 (soit 120 séquences ADNr 16S au total) ontaét@lifiés par PCR et digérés par
une enzyme de restriction. Les profils ARDRA aimditenus ont été analysés et
regroupés en cluster. Chaque cluster regroupeddisspARDRA identique a 80%. Une
séquence d’ADNr 16S représentative de chaque clastesi que les séquences d’ADNr
16S uniques, ont été séquencées. Une assignationomique a été réalisée par
comparaison des séquences obtenues a la baserdsdddenBank (NCBI) et un arbre
phylogénétique a également été construit a 'aglsatjuences de référence appartenant
au grands phyla bactériens identifiés (Figure 3@ules 8 séquences différentes ont été
identifiées pour le sol de Macon a TO. Elles appanent exclusivement a des bactéries

du genreBacillus (Firmicuteg. Aprés 30 jours d’incubation en présence de SIEK,
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séquences différentes ont été obtenues a partie deéme sol. Elles sont affiliées aux
genres Arthrobacter Streptomyces Bacillus Methylo-bacterium Burkholderia et
Pseudomonas,appartenant a 3 phyla bactérienAct{nobacteria Firmicutes et
Proteobacteria. A l'inverse, le sol de Recife abrite une plusrgte diversité de
bactéries cultivables résistantes au SMX a T0, @Beséquences différentes identifiées
contre seulement 2 apres 1 mois d’incubation ersgmee de l'antibiotique. Les
bactéries isolées a TO appartiennent au géutbrobacter Bacillus Cupriavidus
Ralstonia Burkholderig Enterobacteret Pseudomonast appartiennent aux 3 mémes
phyla que ceux retrouveés dans le sol de Maconbhetries isolées a T30 sont affiliées

aux genre8acillusetBurkholderia

Parmi toutes ces bactéries cultivables résistamieSMX, aucune ne posséde un des 3
géenes plasmidiques de résistance au SMX corsuls En revanche, les genssll et
sul2 ont été détectés dans 'ADN métagénomique extiest sols MA et RE avant et
aprés ajout de SMX, indiquant la présence dansd&sx sols d'un potentiel de

résistance au SMX, y compris en absence de corddiminau SMX.

Effet du SMX sur la structure des communautés bactéennes

Pour évaluer l'effet du SMX sur I'ensemble des camautés bactériennes des sols
étudiés, des empreintes moléculaires (DGGE) ontrédésées a partir de la région
hypervariable V4 du géne codant 'ARNr 16S. Cegritants ont été amplifiés a partir
de I'ADN total extrait des échantillons de sols Ma&t Recife incubés 1, 15 et 30 jours
en présence de 0,1 et 1 mM de SMX et discrimingsO@GE (Figure 21). Deux
réplicas indépendants par traitement et par terimpsudbation ont été analysés ainsi que

deux échantillons témoins, non traités au SMX, mhaque sol.

L’analyse UPGMA montre une répartition des profls bandes en 2 clusters majeurs
(23% de similarité), correspondant aux deux typesals, et en 8 clusters mineurs (68 a
93% de similarité), correspondant au temps ingtahux 3 temps d’incubation (Figure
22). Un artefact est cependant observé pour unqueplde I'échantillon de sol MA
traité avec 0,1 mM de SMX apres 15 jours. Les [wafe bandes de chaque réplica
montrent une similarité de 88 a 98% pour le solifeeet de 82 & 97% pour le sol
Macon (hors artefact). Ces résultats montrent dngalidité des expériences effectuées

et leur reproductibilité, puisque les réplicas duieh regroupés.
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Le calcul de I'indice de Shannon (H’) et de I'inelide Simpson (D) révele que les sols
Macon et Recife non traités au SMX possédent unerslié équivalente (Tableau 10).
L’'ajout de 0,1 mM de SMX affecte négativement ejndicativement la diversité
bactérienne du sol Recife pour les 3 temps d’intabdestés. Par ailleurs, la présence
de 1 mM de SMX dans le sol Recife entraine unemimon significative de la diversité
uniguement apres 15 jours d’incubation. En ce quicerne le sol MA, aucune
diminution significative de la diversité bactérienn’a été observée aprés I'ajout de
SMX, et ce quelle que soit la concentration ajewgéle temps d’incubation testé. Ces

résultats indiquent que le sol Recife est plusibEnau SMX que le sol Macon.

On observe également une richesse spécifique eeriesc quasi-identique pour les
deux sols avant contamination au SMX (Tableau 1@elle-ci diminue

significativement pour le sol Recife 1, 15 et 30rpapres la contamination au SMX a
0,1 mM, et aprés 1 et 15 jours avec 1 mM de SMXcuhe différence concernant les
résultats d’équitabilité n’a été observée entredesols, avant traitement ni pour un

méme traitement avant et aprés ajout de SMX.

Un résultat particulierement intéressant est queaices bandes s’atténuent ou
deviennent prépondérantes des le premier jour djajést de 0,1 ou 1 mM de SMX
(Figure 21), indiguant une réponse tres rapide @®amunautés bactériennes a la
présence de l'antibiotique. Ce phénomene semble mplarqué pour le sol Recife ou
notamment deux bandes deviennent tres majoritaesie maniere surprenante, on
observe gu’'une de ces 2 bandes est commune auxsdé&uet domine également les
profils de bandes du sol Macon (MA) apres traitena@nSMX. Ces bandes majoritaires
d’ADN observées sur les 2 profils de sols aprésetreent au SMX ont été découpées,
purifiées et séquencées. Elles ont été identifié@mme appartenant aux genres
Arthrobacter et Burkholderia De plus, la séguence représentant la bande n°2,
exclusivement présente dans le sol Recife, estiglena 100% avec la région V4 de
I’ADNr 16S de 2 souches bactériennes isolées dr partsol Recife témoin : RE-477 et
RE-490. Ces bactéries sont apparentées a 98%Burliholderia zhejiangensis
(HE983367), Burkholderiasp. OP-1 (HM802212) et Burkholderia sp. SFAl
(AB232333), décrites comme capables de dégrader x deunsecticides
organophosphorés: le methyl-parathion (Lu et #1123 et le fenitrothion (Kikuchi et
al., 2012).
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4.3 Dégradation du SMX
Dégradation du SMX dans les sols

La dégradation du SMX a été évaluée dans les daelsxempéré et tropical avec pour
objectif de quantifier les processus biotiques labtiques de dégradation du SMX
(Figures 13 a 16 et Tableau 9). Des échantillonsotte stériles et non stériles des deux
sols ont été utilisés pour les expérimentationséesren batch (suspensions de sols).

Les conditions utilisées sont résumées dans ledaliR1.

Les résultats présentés dans ces figures montnenedSMX est dégradé dans les deux
sols mais plus rapidement dans le sol Macon enrenbé avec la plus forte quantité de
microorganismes résistants aux SMX quantifiés dansol, par rapport au sol Recife.

La dégradation du SMX est sous le controle de mécas biotiques et abiotiques
comme le montrent les résultats obtenus avec lessggrilisés. Pour les deux sols, la
concentration initiale de SMX ajoutée au sol esimprdiale dans la cinétique de
dégradation observée. Ainsi, & la plus faible cotregion de SMX (10M) la plus
susceptible d'étre rencontrée dans I'environneméantibiotique est dégradé en
quelques jours, la demi-durée de vigp,Tvariant entre 7 et 30 jours dans les sols de
Macon et Recife, respectivement, en accord d’adtessux, comme par exemple ceux
de F. Liu et al. 2010 (http://www.publish.csiro gaper/EN09160.htm.) qui ont trouvé

des valeurs comprises entre 2 et 7 jours.

Biodégradation du SMX par les bactéries isolées.

Les capacités de dégradation des deux bactérigessprécédemment ont été évaluées
par des méthodes batches identiques menées emudkeculture minéraux additionnés
de SMX & 6 mg L (24uM).

En effet, compte tenu de la capacité de leurs plashes parents a dégrader des
molécules structurellement proche du SMX, nous awaulu tester le potentiel de ces
2 bactéries (et de la bactérie témBincoli DH5x) a dégrader le SMX. La concentration
minimale inhibitrice en SMX a été préalablemened#&inée pour chacune des souches
testées. Elle est de 50 mg/L pdtircoli DH%, 256 mg/L poulRE-477et 1064 mg/L

pour RE-490 Les différentes bactéries sont donc capablesaltec en présence de 6
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mg/L de SMX. La croissance des isolRifs-477etRE-490dépasse 1 unité de DO a 600
nm, alors que celle dE. coli DH5x est au maximum de 0,7. La DO & 600 nm des
témoins contenant une biomasse stérile est retsbie sau cours du temps, indiquant
que les cellules des pré-cultures ont bien étéstpae autoclavage. La concentration en
SMX dans ces témoins stériles et dans le témowtighe est également stable au cours
des 7 jours d’incubation. La sorption du SMX a lanflasse et a la verrerie est donc

négligeable.

Le dosage du SMX apres 1 et 7 jours d’'incubatiomtneoque les souch&XE-477etE.
coli DH5a ne sont pas capables de dégrader cet antibiotljgaré R2). En effet, la
diminution de la concentration en SMX est négligeau cours du temps. Concernant
la soucheRE-490Q il apparait gu’elle a la capacité de dégrademains 6 mg de SMX
par litre et par jour (Figure 4). D’autres expédes sont en cours afin d’affiner la
cinétique de dégradation du SMX par la soueBEe490
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Figure R2 : Biodégradation du SMX par la soucR&-490 RE-477et E. coli DH5x.

La concentration initiale en SMX est de 6 mg/L

4.4 Transfert du smx en colonnes de sols
Le transfert du SMX dans les deux sols a été éyauéine approche de dynamique des
systemes basée sur I'utilisation de colonnes dereohaniés tel que décrit par Martins

and Mermoud (1999). Le dispositif utilisé est prééedans la Figure R3.
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Avant d’étudier le transfert du SMX en colonnes si0@vons caractérisé
I'hnydrodynamique des deux sols a l'aide d’'un tracee I'écoulement : I'ion bromure
utilisé sous la forme KBr a 1 g/L. Les résultatsenlis sont présentés dans les Figures
25 et 26. Le transport du traceur (et du SMX) asiée étudié a 3 flux d’eau différents
caractérisés par les vitesses de pore moyennessuivantes: 6.3, 10.5 et
16.5 cm/h dans le sol de Recife et 4, 7.7 et 13icdans le sol de Macon.

™, KBr(1glL)
SMX (105, 104 et 10°M)

Traceur = f (V/Vo)
SMX = f (V/Vo)

Figure R3 : Le dispositif d’étude du transfert de Sulfamettmmota en colonnes de sols.

Les valeurs des parametres hydrodynamiques ajsistéses courbes d’élution a l'aide

du modele de convection Dispersion (Eq. 4.2) soésgntées dans le Tableau 12. Le
sol de Recife présente une dispersivité de 0.24saperieure a celle du sol de Macon
(0.11 cm), en cohérence avec sa plus forte tensuargile. Le traceur présente

également un facteur de retard inférieur a 1 darsol de Recife, indiquant que toute
I'eau ne participe pas a I'’écoulement, puisquenliimomure ne « voit » pas toute I'eau,

contrairement au sol de Macon, ou le retard estr&gent supérieur a 1.
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Le transport du SMX dans les deux sols a été évamRiéoncentrations différentes pour
tenir compte de la non-linéarité de I'isothermesdgotion constatée dans les Figures 10
et 11.Les résultats de transfert sont présentés l@anFigures 27 a 29 dans le sol de
Recife et les Figures 30 a 32 pour le sol de Mates.paramétres de transfert ajustés
sur ces courbes avec le modele de convection-dispesont présentés dans le Tableau
13.
Les résultats montrent une forte influence de laceatration initiale en SMX et de la
vitesse de pore sur la mobilité du SMX dans lesxdmls. Le sol de Recife apparait
comme le plus réactif en comparaison du sol de Ma&o vu des valeurs de facteurs de
retard du SMX déterminées pour les 3 concentrataars ce sol. Le SMX est donc
plus mobile dans le sol de Macon que dans le sdRaeffe. Ces résultats sont assez
surprenants compte tenu des résultats des isothatensorption (§x de 90 et 110 mg
Kg', dans les sols de Macon et Recife, respectivement)des propriétés
physicochimiques de ce sol qui contient environol3 ioins de MO que le sol de
Macon, la MO étant connue pour favoriser la rétemtdes polluants organiques
(Martins et Mermoud 1999, Milfont et al. 2008).
Une explication possible serait I'implication fodes oxydes de fer contenus dans le sol
de Recife dans la rétention du SMX, comme celaja é& suggéré par Milfont et al.
(2008) pour un autre polluant organique, le Padialzol. En effet les oxydes de fer tels
que la goethite sont chargés positivement (GaoPaukrsen 2010) aux valeurs de pH
des deux sols étudiés alors que le SMX, lui, egraténé et donc majoritairement
chargé négativement. Ceci favoriserait donc pa#ethent des interactions par
transfert de charge entre le SX et les surfac@xgdes de fer.
Malgré les differences de mobilité du SMX observéesre les deux sols, on peut
considérer que cette mobilité est particulieren@avée puisque les facteurs de retard
calculés sont inférieurs a 2. La molécule de SMiXdesic transportée quasiment a la
vitesse de I'eau, montrant ainsi un risque paiticeiment élevé de transfert sur de
longues distances et donc de contamination desesggpéatiques.

Ces résultats sont en accord avec diverses étudestgmontré la forte mobilité
du SMX dans différents contextes de sols ((Thi2)3; Boxall et al, 2003, Thiele-
Bruhn et al., 2004 & Burkhardt et al., 2005).
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5/ CONCLUSION

Cette thése en cotutelle a été menée conjointenteams les laboratoires LTHE de
I'Université de Grenoble et DEN de I'UFPE. Ces #&ax de recherche
pluridisciplinaires avaient pour but de caractéries principaux processus controlant
le devenir et 'impact d’'un antibiotique modéle,delfamethoxazole, dans les sols en
contexte tropical et tempéré. Deux sols aux progsidexturales tres proches (sols
limoneux) ont été collectés a Recife au Brésil dacon en France, pour représenter
des contextes tropicaux et tempéré, respectivement.

Les travaux ont consisté d’abord a caractérisguotentiel de sorption (cinétique et
isotherme) du SMX dans chacun des deux sols afistidier leur rétention dans ces sol
et identifier les principales phases responsabéeseaite sorption, et les mécanismes
correspondants.

Comme attendu, le SMX est peu retenu dans ces stHsX$ax de 100 a 120ng SMX
g' de sol au pH des deux sols), avec des isothermesomption non instantanées
(cinétiques de sorption de second ordre) et nofaires dans les deux sols et bien
représentées par les modéles de Freundlich et degnuar, présageant de
biodisponibilité et mobilité importantes de cetihintique dans les deux types de sols.
L'impact du SMX a été évalué en combinant une agimeajuantitative (énumération de
bactéries hétérotrophes cultivables totales efstaggies au SMX) et une approche
qualitative (variation de l'indice de diversité b&tenne (Shannon et Simpson) mesuré
par des empreintes moléculaires de type DGGE). Apontamination des deux sols
aux SMX & des concentrations variant de®> 20 10-3M, une diminution rapide du
nombre total de bactéries du sol a été observé ét 3 55% dans les sols de Macon et
Recife, respectivement) en combinaison avec unmantation rapide du nombre et de
la proportion de bactéries résistantes (+ 34 €d%,2ans les sols de Macon et Recife,
respectivement), qui ont alors représenté jusqbi% 8es bactéries totales (sol Macon),
indiquant un impact important du SMX sur les comawgs bactériennes des deux
sols. Concernant I'effet du SMX sur la diversitécrobienne, nos résultats sur les sols
non contaminés ont d’abord montré des structurescatamunauté microbiennes
initiales tres différentes entre les deux solsnbgue les indices de biodiversité
(Shannon) soient similaires et élevés dans les dmlg, ainsi que les richesses
taxonomiques. Nous avons observé un effet sigtiffida SMX dans les deux sols mais
plus important dans le sol de Recife. Pour ce dera structure des communautés

microbiennes a fortement évolué au cours du ternjpssge de biodiversité et de
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richesse spécifique en bactéries) quelle que aa@bhcentration en antibiotique utilisée,
contrairement a celle du sol de Macon, qui est m@impactée et semble donc plus
stable, probablement en lien avec des bactéries gallaptées et résistantes au SMX.
Apres contamination au SMX, nous avons observéidpadtion rapide de certaines
populations sensibles et I'émergence de populatiésistantes a 'antibiotique sur les
profils DGGE. Les populations bactériennes cultigaliotales et résistantes au SMX
dominantes ont pu étre identifiées par séquencagAdNrl6S, ce qui a permis de
montrer une forte domination de bactéries du g&ukholderiadéja connues pour
dégrader de nombreux polluants organiques tels lgsiepesticides ou HAP. Des
bactéries des genreBseudomonas, Bacillugt Arthrobacter ont également été
identifiées parmi les bactéries dominantes aprésaoctination au SMX. Une espece
bactérienne commune aux deux sols et résistangVRtia pu étre identifiée : il s’agit
d’'une bactérie du genrérthrobacter De maniere tres originale, nous avons pu
identifier une bactérie cultivable dont la popuwatidomine largement (40%) la
structure de la communauté bactérienne (DGGE) tldesdrecife. Cette bactérie est
apparentée au genBairkholderiaet présente des capacités de résistance (CMI 2)1g L
et de dégradation du SMX {7~ 0.5j) tout a fait remarquables, et laissant présdym
potentiel trés important en termes de bioremédiatite milieux (aquatiques ou
terrestres) pollués par ce type produit.

Par ailleurs les génes de résistance au S§dK, et sul2, ont été détectés dans 'ADN
métagénomique extrait des sols de Macon et de dRagdint et aprés ajout de SMX,
indiquant de maniére originale I'existence d’unergsir important de bactéries
résistantes a cet antibiotique de synthése, y dsrdpns le sol de Recife qui ne semble
pas avoir été préalablement en contact avec cefiiecoie. L'absence de ces genes chez
certaines bactéries résistantes isolées indiquepsplément a ces voies spécifiques
(sub), la mise en ceuvre par les bactéries indigénesedesols d’autres stratégies de
résistance plus globales basées sur des systeaitigxdou de biodégradation.

Les résultats sur la dégradation du SMX dans lasx dmls ont montré que cet
antibiotique présentait une persistance assezefdifhs les deux sols, avec une demi-
vie variant suivant la concentration initiale enret 52 jours pour le sol de Macon et
entre 25 et 80 jours pour le sol de Recife. Déjas ghible pour ce dernier sol, la
dégradation du SMX semble en plus inhibée au-dela@M de SMX, confirmant la
plus faible adaptation de ce sol a la présenceetiamtibiotique. La dégradation du
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SMX est due pour moitié environ a de la dégradatimmique (hydrolyse...), le reste
correspondant a de la biodégradation spécifiqueckfée par des microorganismes
adaptés, et notamment par la bactéBerkholderia précédemment identifiée et
caractérisée. Les parametres de sorption et dexdkiigyn caractérisés dans les deux
premieres parties du travail ont permis de calauteindice de risque de contamination
des aquiferes dans les deux sols, soit 2,87 ada6le sol Macon et 5 a 6,85 pour le sol
Recife. Dans les deux sols l'indice calculé estésignr a 2,8, indiquant un risque
important de contamination des eaux, notamment dassl de Recife, en lien avec la
plus forte persistance du SMX dans ce sol. Polidaraces indices de risques, la
mobilité du SMX dans les deux sols a été évaluéedpa essais en colonnes qui ont
montré une mobilité différente du SMX dans les dsabs et supérieure dans le sol de
Macon (bien représentée par une modélisation de tgmvection-dispersion avec
retard), en contradiction avec les résultats detsor qui suggéraient une plus forte
rétention de I'antibiotique dans ce sol. Toutefoitte mobilité apparait trés élevée dans
les deux sols, en accord avec la littérature, unaliq) un fort potentiel de transfert dans
les deux sols et donc un risque important de contion des nappes.

L’ensemble de ces résultats montre que le SMX Betraolécule assez peu réactive
avec les constituants des deux sols et présente wom mobilité importante, freinée
notamment par la présence de matiére organiquelel@as Macon et par les oxydes de
fer dans le sol Recife dans les sols. Cet anttpietiest également dégradé de maniere
importante et rapide selon des mécanismes biotigu@biotiques, ce qui lui confere
une persistance faible, mais contrastée, danseles sbls étudiés, notamment pour les
faibles concentrations, susceptibles d’étre reméest dans I'environnement. Malgré
cette faible persistance, et comme la plupart del€cules bioactives, cet antibiotique
apparait tres biodisponible dans les deux solprésente un impact important sur les
microorganismes de deux sols, méme a faible corateat, en modifiant la structure de
leurs communautés bactériennes, et en favorisantefgence stable de populations
adaptées a la présence de cet antibiotique etagpgke biodégradation.

L’ensemble de ces résultats ouvre donc de nouvgaestionnements notamment sur le
risque associé a la dissémination croissante dekidigues dans I'environnement
faisant clairement ressortir 2 types de risquen Histincts: la contaminations des eaux
souterraines par des composés organiques potentait toxiques et le développement
de résistances bactériennes dans les sols deesypfagsant potentiellement induire des

nuisances sanitaires dramatiques.
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1. INTRODUCAO

O alerta que traz o quarto Relatério Mundial dag@¢a Unidas sobre o
Desenvolvimento de Recursos Hidricos é que “na dae€elin que cresce a demanda de
recursos hidricos no mundo, diminui a probabiliddddornecimento de agua doce em
muitas regides, como consequéncia da mudanca ah&VWDR4, 2102).

A agricultura, a producédo de energia, 0s usos trndisse o consumo humano
sdo basicamente responsaveis pela totalidade dandanmde agua. A agricultura e a
pecuéaria fazem uso intensivo de 4gua. Somente ieukigra responde por 70% da
quantidade total de agua e requer agua de boadgdalipara diversos processos de
producdo. O crescimento importante da demanda neolufps pecuarios, em especial,
esta provocando um aumento da demanda por agumaes#t que a demanda mundial
por alimentos cresga cerca de 70% até 2050. (WWRRR)

O crescimento mundial da populacédo e da demandalipzgntos e os efeitos da
mudanca climatica em nivel mundial vém exercenda @morme pressao sobre os
recursos naturais em particular sobre a agua. A égum componente necessario para
todos os principais setores socioecondmicos, ¢tantilo para cada um de diferentes
maneiras. O acesso ao abastecimento de agua p@&aslel saneamento basico €
necessario para a manutencéo da saude publicageiret al 2009).

O mercado mundial de alimentos esta sendo cadanaéz impulsionado pela
mudanca nas dietas e padrbes de consumo de alsneatdirecdo de produtos de
origem animal (FAO, 2006). Em 2008, 3.350 milhdeshéctares foram usados como
pastagem - mais de duas vezes a area usada pdarsoscudraveis e culturas
permanentes. A pecuaria fornece ndo apenas a cagsetambém produtos lacteos,
ovos, 1a, couro e assim por diante. O setor pezwEsia mudando a um ritmo sem
precedentes em funcdo da demanda, nas economiasasomaiores taxas de
crescimento do mundo, por alimentos de origem dnii@teinfeldet al., 2006). A
pecudria ja contribui com 40% do valor global dadpicdo agricola; e constitui uma das
partes mais dindmicas da economia agricola, ingndsia pelo crescimento da
populacdo, o aumento do poder aquisitivo e a urbgao.

Os antibidticos séo utilizados extensivamente ndicitea humana e veterinaria,
assim como na aquicultura, com a finalidade degme\profilaxia) ou no tratamento
de infecgbes microbianas. Varias centenas de suissdantibidticas e antimicoticas
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diferentes sdo usadas na medicina humana e veiaripar exemplo, mais de 250 na
Alemanha (Kummerer e Henninger, 2003). Wise (2@2jmou que a quantidade de
antibiotico utilizado em todo o mundo era de 100.8@00.000 toneladas por ano.

Dos antibioticos utilizados na Unido Européia eSnéca, 65% foram aplicados
na medicina humana. Nos Estados Unidos, estimaes®&@ das 22.700 toneladas de
todos os antimicrobianos prescritos anualmentepaé® os seres humanos e 50% para
uso em animais, agricultura e aquicultura (Kumme@09). Um relatorio mais recente
estimou que os produtores de gado norte-ameriagiizam cerca de 11.200 toneladas
de agentes antimicrobianos para fins ndo terag@&updncipalmente para promover o
crescimento do gado, porcos e aves. Os usos disdm estimados em cerca de 10% do
total de uso de antimicrobianos (Union of Concer@ei@ntists, 2001).

Aguas contaminadas também podem facilitar a tresssinide doencas quando
aguas residuais efluentes das estacfes de tratadeeasgoto sdo usadas para irrigar ou
fertilizar as plantacdes. Essa pratica € cada v&z otilizada em muitas areas peri-
urbanas do mundo, especialmente aquelas em zddas arsemiaridas caracterizadas
por uma intensa competicdo por agua entre a aynaué usos urbanos, e, combinado
com a mudanca dos habitos alimentares das popslagimnas, representa uma
verdadeira ameaca a saude (Drechsel et al., 2010).

Nos ultimos anos uma grande variedade de residaofrdhacos tem sido
detectada no meio ambiente. A ocorréncia dessespagios, designados por
contaminantes emergentes, tem despertado preocyppo& eles sdo compostos
bioativos, ou seja, sdo sintetizados para uma gaterespecifica nos seres vivos. A
principal entrada desses produtos no meio ambieggalta de sua utilizacdo na
medicina humana e veterinaria, uma vez que apGimanstracdo sao parcialmente
metabolizados e excretados. Isto € decorrente tio da que os farmacos séo
desenvolvidos para ser persistentes, mantendomaopsedades quimicas o bastante
para servir ao propadsito terapéutico (Pedroso.e2@12).

Poucos estudos tém sido realizado com o conjunto inieracdes fisico-
quimicas, da degradacédo, do impacto associadaostéresa bacteriana, e do transporte
de um antibiético em solos oriundos de diferentesdicbes climaticas (tropical e
temperada).

Deve-se ressaltar que o presente trabalho foi debétio em regime de cotutela
e se insere no seguimento de pesquisa relativatadddas Interacdes, dos Mecanismos

de biodegradacéo, por microrganismos especificds,teansporte de compostos organicos
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em solos urbanos do projeto de cooperacdo intemalciCAPES/COFECUB, N°
677/10, intitulado “Transferéncia e transformac&ontetais pesados e hidrocarbonetos
em solos antropizados (TRANSMETH)”, convénio erdrdJniversidade Federal de
Pernambuco-UFPE, por meio dos departamentos degiBn&uclear (DEN), de
Engenharia Civil (DECIV), de Engenharia Quimica (DEde Antibidticos (DANTI) e
de Quimica Fundamental (DQF); a Universidade Féderaal de Pernambuco -
UFRPE - através dos Departamentos de Agronomia ADEPde Tecnologia Rural
(DTR) e entre Grenoble Universites — GU (Institutinal Polytechnique e UJF -
Université Joseph Fourier) através do Laboratdéidedes Transfertsen Hydrologie et
Environnement (LTHE) e do Laboratoire de Geotedmitnterne e Tectonophysique
(LGIT) (Grenoble, Franca); a Ecole National TraveRmblique de I'Etat através do
Laboratoire d’Ecologiedes Hydrosystémes Naturel®\mhropisés (LEHNA) (Lyon,

Franca).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Em um contexto de exploracdo excessiva dos ambieaterais, levando a degradacao

da sua qualidade de hidro-bio-geoquimica, o oleieral da tese sdo avaliar o destino

e 0 impacto dos antibiéticos no solo. Mais espemifiente, € estudar as interagdes

fisicas e quimicas, o impacto biolégico associaossisténcia bacteriana e transporte

de um antibidtico, sulfametoxazol (SMX) em doisosopedoldgica proximos (siltosos)

mas, distintos em origem geografica (Recife, BrasiMacon, Franca) e condi¢cbes

climaticas (tropicais e temperadas).

2.2 Especificos

ii)

Estudar a sor¢do do SMX em dois solos e compreendemecanismos
envolvidos e os efeitos importantes, tal como o pH;

Analisar o impacto do SMX sob as populacdes miemds nos dois solos em
termos quantitativos (enumeracdo) e qualitativomd{bersidade) e sob a
evolucdo temporal das bactérias heterotroficasstaiativaveis e resistentes ao
SMX;

A avaliacdo do efeito do tipo do solo e da cone®dto do antibidtico aplicado
nas cinéticas de degradacéo da molécula do SM> eneoanismos envolvidos;
Estudar as cinéticas e os processos de transferéacsMX em colunas de solo
para avaliar sua mobilidade e o risco de disserdmag de contaminacdo das

aguas naturais.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO DE LITERATURA

3.1 Antibidticos

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticagpazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou baxtd@dem ser classificados como
bactericidas, quando causam a morte da bactérizaaariostaticos, quando promovem
a inibicdo do crescimento microbiano (Walsh, 2003).

Os antibidticos sdo definidos como de ocorrénciurah compostos semi-
sintéticos e sintéticos com atividade antimicrobigue podem ser aplicados por via
parental, por via oral ou topica (Kemper, 2007).

Antibidtico num sentido mais amplo é um agente dutienapéutico que inibe ou
suprime o crescimento de microrganismos, tais cbawtérias, fungos ou protozoarios
(Kimmerer, 2009).

Os antibiéticos de origem natural e seus derivaeos-sintéticos compreendem
a maioria dos antibiéticos em uso clinico e podemctassificados erfi-lactamicos,
tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, péemis ciclicos, estreptograminas,
entre outros. Os antibioticos de origem sintétiga slassificados em sulfonamidas,
fluoroquinolonas e oxazolidinonas.

O uso extensivo de medicamentos de uso veterigdgaposto ser um risco
assustador para a saude publica resultando ndasapensurgimento e propagacao de
bactérias resistentes, mas também em outros psjyara os seres humanos, 0s
animais e o meio ambiente. Na medicina humana, bemo na veterinaria, 0s
antibiéticos sao utilizados para tratar e prevardoenca (Kemper, 2007).

Os principais grupos de importantes antibiéticomiatstrados na medicina

humana e veterinaria estao listados na Tabela 1.
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Tabela 1 -Importantes antibiéticos na medicina humana e dr(ifuante: Kemper, 2008).

POTENCIAIS EFEITOS

CLASSE COMPOSTO USO PRIMARIO
COLATERAIS
Apramicina Apenas porcos
.. Todos os animais, 0s seres , .
Gentamicina Neurotéxico
humanos.
. L ~Canamicina Cées, porcos, gado, cavalos. Nefrotéxico
Aminoglicosideos . e p .
Neomicina Todos os animais Ototoéxicos, nefrotdxicos
Sisomicina Apenas Humanas
. - Porcos, gado, aves de capoeir - L.
Spectinomicina S, g P %Dtotoxmos, nefrotéxicos
carneiros.
Estreptomicina Obsoletos
Amoxicilina Todos os animais
Ampicilina Todos os animais
Azlocilin Seres humanos
Benzil- L
L Todos os animais
penicilina
Cloxacilina Gado
. Flucloxacilina  Gado
p-Lactamas: L o -
- Meticilina Seres humanos Reacdes alérgicas
penicilinas "
Mezlocilina Seres humanos
Nafcilina Seres humanos
Oxacilina Seres humanos
Piperacilina Gado
Phenoxymethyl
s y y Seres humanos
cilina
Penicilina g Seres humanos
Cefalexina Caes
Cefalotina Seres humanos
Cefazolina Seres humanos o A )
. . . . Reacbes alérgicas cruzadas para
Cefalosporinas Ceftiofur Bovinos, suinos
. B-la
Cefotaxima Seres humanos
Cefotiam Seres humanos
Cefquinom Bovinos, suinos
Fenicois Cloranfenicol Gatos, caes Anemia
Ciprofloxacina  Seres humanos
. Enrofloxacina  Todos os animais
Fluoroquinolones ; R : L
Marbofloxacina Todos os animais Artropatias em animais jovens
Flumequin Seres humanos
Ofloxacina Seres humanos
Lincosaminas Clidamicina Caes, seres humanos. Problemas Gdssbimais
Lincomicina Porcos, caes, gatos, bovinos.

Azitromicina Seres humanos

Claritromicina  Seres humanos
Macrolideos  Eritromicina Seres humanos, gado, galinha.
Roxitromicina  Seres humanos
Espiramicina Todos os animais
Tilosina Apenas animais
Vancomicina Seres humanos
Sulfanilamida  Seres humanos
Sulfadimetoxina Gado, porcos,frango.
Adimidina Gado, ovelha, galinha.

Sulfonamidas Nefrotdxico
Sulfametoxazol Seres humanos
Sulfapiridina Porcos
Sulfatiazol Seres humanos

Em combinacdo com

Trimetoprima .
P sulfonamidas

19



Clortetraciclina Gados,porcos

Doxiciclina Seres humanos,gatos, caes.
- . . Seres humanos,gado,ovelhas, L
Tetraciclinas  Oxitetraciclina 9 Hepatotoxico
porcos.
- Seres humanos,cavalos,ovelhas,
Tetraciclina
porcos.

3.2 Sulfonamidas

Dentre os antibidticos sintéticos, as sulfonam{@#s) (Figura 1) sdo uma classe
de antibidticos de amplo espectro, que sédo siathi artificialmente. Devido ao seu
baixo custo e a eficiéncia relativa na luta comtigtas infecgbes bacterianas comuns,
sulfonamidas sdo amplamente usados na medicinanaumaeterinaria, piscicultura,
criacdo de animais, etc. Recentemente, verificogis® os antibidticos e os seus
metabdlitos podem promover resisténcia bacteriar@usar poluicdo ecoldgica. A
excrecdo das sulfonamidas ndo metabolizadas nas &ezrina de seres humanos e
animais é uma das principais fontes de introducéssas antibidticos para o

ecossistema aquatico (Guo et al, 2014).

N

” ?‘o ﬂ
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,Ejswk" ,©/ s /O/ -
N

Sulfadiazina (SDZ) Sulfatiazol (STZ) Sulfametazina (SM2)

CH,
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o §) o % |
s,
H//\)\-CHH os R, »“"‘-“%A
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HN o
I
CH,
H,N H.N

Fa Fa

Sulfametoxazol (SMX) Sulfadimetoxina (SDM)
/N
o] '.?'D
p-
NH N

Sulfaguinoxalina (3QX)

H.N

Figura 1 - Estrutura molecular das sulfonamidas
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O termo sulfonamida é utilizado para referir-se desvados dgara-amino-
benzeno-sulfonamida (sulfanilamida). O grypblH2 desses compostos é essencial e
s6 pode ser substituido por radicais capazes @enseonvertidosn vivo em grupos
amino livre. Essas substituicbes possuem efeitosaweas sobre a atividade
antibacteriana da molécula. As sulfonamidas sadogos estruturais e antagonistas
competitivos do &cidpara-aminobenzoico (PABA) e impedem a sua utilizacaape
bactérias na sintese do acido folico ou vitamina BRis especificamente, as
sulfonamidas séo inibidores competitivos da didpderoato-sintetase, a enzima
bacteriana responsavel pela incorporacado do PAB&ciun di-hidropteroico, precursor
imediato do &cido félico. Os microrganismos sensiv&io aqueles que precisam
sintetizar seu proprio acido folico; as bactériagazes de utilizar o folato pré-formado
nao sao afetadas (Santos et al., 2011; Gilman, &046).

Os valores de algumas propriedades fisico-quimitzess sulfonamidas estéo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de algumas propriedades fisigorgas de sufonamidas.

= Solubilidade Pressdo de Constante de
- . orma Massa molar p
Antimicrobiano Molecular (g mor) PKa emagua LogKgy vapor Henry

9 (mg LY (mmHg) (atm n? mol)
Sulfadiazina GeH1cN,O,S 250,3 2,0/6,4 -0,09
Sulfadimetoxina  GH,N,O,S 310,3 3,0/6,2 340 1,63 1,60°10 1,310
Sulfametazina GH1N,0,S 278,3 1,6/7,4 1500 0,80 36440  3,09.10"
Sulfametoxazol GH11N3O5S 253.3 1,60/5,7 600 0,89
Sulfaquinoxalina  GH1;N40,S 300,3 2,3/6,0 120 1,68 3,000  6,68-10"
Sulfatiazol GHgN30,S, 255,3 2,2/7,2 0,05

pKa = potencial da constante de acidez. lggKConstante de particdo octanol-dgua

3.3 Vias de entrada e ocorréncia de antibiéticos rmmbiente

As principais vias de contaminacdo de ambientegdies e aquaticos com

residuos de farmacos de uso humano e veterin&riaps@sentadas na Figura 2
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Figura 2 - Possiveis vias de exposicdo ambientalvitto ao uso de medicamentos.
(Fonte: Doretto, 2012)

Residuos de sulfonamidas de uso veterinario téandstectados em amostras de
esterco (De Liguoroet al., 2007; Martinez-Carbali@l., 2007), solo (Hamscher et al.,
2005), 4gua superficial (Christian et al., 20031dsey et al., 2001; Hirsch et al., 1999;
Kolpin et al., 2002), agua subterranea (Hirsch.etl899; Lindsey et al., 2001) e planta
(Dollivier et al., 2007). Informacdes sobre a oéania e as concentracdes meédias de
residuos de sulfonamidas de uso veterinario emredifies matrizes ambientais
encontram-se na Tabela 3. De modo geral, as coagéets ambientais s&o

relativamente baixas (ng @ig por quilograma ou por litro).
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Tabela 3- Concentracdes de sulfonamidas encontredaatureza.

Antibiotico Concgn_tra(;ao Matriz Localidade Referéncia
Média
Até 98 ng [+ Agua superficial Noroeste da Christian et al. (2003)
Alemanha
0,22pg L* Agua subterranea EUA Lindseyet al. (2001)
1,02pg L* Agua superficial EUA Lindseyet al. (2001)
0,47ug L* Agua subterranea Alemanha  Hirschet al. (1999)
Sulfametoxazol 30 — 85 ng [* Agua superficial Alemanha Harting et al. (1999)
0,3-1,5ug L Efluente de ETE Alemanha Harting et al. (1999)
0,006 — 0,1%ug L* Agua natural EUA Kolpin et al. (2002)
410 ngl* Agua subterranea Alemanha  Sacher et al. (2001)
0,4pg L*? Efluente de ETE Alemanha Hirsche et al. (1999)
0,03ug L™ Agua superficial Alemanha  Hirsche et al. (1999)
. . 0,06-15pg L™ Agua superficial EUA Lindsey at al. (2001)
Sufadimetoxina 390ug kLglgll EstercoBovino ltalia De liguoro et al. (2007)
0,22ug L* Agua superficial EUA Lindsey et al. (2001)
. 0,16pgL? Aguasubterranea Alemanha  Hirsch et al. (1999)
Sulfametazina 2,0ug kg* Solo Alemanha Hamscher et a. (2005)
1,2 mg kg Planta (milho) EUA Dolliver et al. (2007)
Sulfatiazol 0,08ug L™ Agua Superficial EUA Lindsey et al. (2001)
51 mg kg Esterco de frango Australia Martines-Carballolet a
Sulfadiazina (2007)
91 mg k¢' Esterco de peru

3.4 Transferéncia de solutos no solo

Quando a agua se movimenta no solo ela arrastalutes pelo fluxo de massa,

sendo que parte podera ser adsorvida em outras,|peate podera ser absorvida pelas

plantas, ou mesmo ser precipitada quando sua doac@&o excede sua solubilidade,

como acontece na superficie do solo durante a eaggm Mas 0s solutos ndo se

movem somente com a agua no solo, eles também pededispersar/difundir na

mesma, em resposta a gradientes de concentragiedelo, 1996).

3.4.1 Fatores que afetam a dinamica de solutos e&2s®0 de permanéncia no solo

Alguns modelos analiticos e numéricos estdo disp®ipara o estudo dos

processos de transferéncia da agua e/ou do saitr® & superficie do solo e o lencol

freatico. Desses, a maioria dos modelos utilizguaedo de Richards para o fluxo ndo
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saturado, e a equacdo de Fick para a conveccaershsp do transporte do soluto
(Simanek et al., 1999).

Os antibidticos, ao se movimentarem no solo, poseguir diferentes caminhos,
reagindo entre si e interagindo com a matriz do saima sucessao de processos fisicos
e quimicos inter-relacionados, ou seja, podem smidos aos coléides minerais e
organicos ou liberados na solucdo do solo atraeésind processo conhecido como
dessorcdo. As moléculas presentes na solugcédo dpadém ser absorvidas pelas raizes
das plantas, lixiviadas para as camadas mais mrasudo solo ou volatilizadas (Prata,
2002).

Os mecanismos envolvidos na lixiviagdo dos contanigs sdo a sorcado e a
dessorcéo, pois esses processos influenciam nardoagio destas moléculas presentes
na solucdo do solo e, consequentemente, na didsipdgstes compostos no solo
(Barizon, 2006). A sorcdo é influenciada por umaieséle fatores, como pH,
temperatura, potencial de oxi-reducao, composi¢céoneentracado da solugao do solo.
Além disso, deve-se considerar que determinadagosopodem sofrer transformacdes

bioldgicas pela fauna e pela flora do solo (PreledE996).

3.4.2 Processos de transporte de solutos no solo

Os solutos no solo podem se movimentar convectintgn@uxo de massa) e por
dispersao/difusdo, além de estarem sujeitos aae$s0s de perdas e ganhos e os de
transformacdes quimicas e/ou bioldgicas. Os prosads transformacao que os solutos
estdo sujeitos no solo sdo dependentes da naei@agropriedade de cada meio e do
soluto envolvido (Prevedello, 1996).

Trés processos controlam o transporte do soluto sibstancias quimicas no
solo: conveccao ou adveccédo, difusdo molecularspedsédo hidrodinamica (Hillel,
1998).

3.4.2.1 Convecgéao ou advecgéao

O transporte convectivo refere-se ao movimento alets transportado com a
adgua, sendo o transporte de soluto proporcionalizga concentracdo, podendo ser

descrito por:
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J,=qc= —C{K(H)%—j} (3.3)

Na equacao 3.3 q é a densidade de fluxo da agua,concentracédo de soluto (massa de
soluto por unidade de volume da solucéo), H é eruil total e Jé o fluxo convectivo

de solutos em termos de massa de soluto que passmigade de area de solo e de
tempo.

3.4.2.2 Difusao molecular

De acordo com Hillel (1998), a difusdo do soluto swo ocorre devido ao
gradiente de concentracdo. Como resultado, maieylas tendem a se movimentar de
pontos de maior concentragdo para pontos de mencestracdo. A taxa de difusdp J
€ expressa pela primeira lei de Fick, escrita como:

D oc

Jo = 05

(3.4)

Na qual, d é a quantidade de ions difundidos por unidadegpad, 3 é o coeficiente
de difusdo molecular na &gu@€/dz é o gradiente de concentragéo do soluto.

Para a difusdo molecular na fase liquida do soly (Dcoeficiente de difusdo é
geralmente menor que o coeficiente de difusdo midema agua (F). Dois fatores
afetam o coeficiente de difus&o no solo: a tortlaxte do soloé)), pois 0 comprimento
real dos poros é significativamente maior que upaemnte distancia em linha reta, e a
umidade volumétrica do sol®)( pois a fase liquida ocupa apenas uma fracdo do

volume do solo. O coeficiente de difusdo no safiaeo por:

D, =D, BLE (3.5)

A tortuosidaded) € um parametro empiric< 1) e depende da fracdo de volume

da fase liquida, cujo valor diminui com o decréscuhab.
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3.4.2.3 Disperséo hidrodinamica

O movimento de uma solucao nos poros do solo i processo que difere do
mecanismo de difusdo, mas tem um efeito analogte ROcesso, que as vezes
predomina sobre a difusdo, chamado de dispersaodmdmica é resultado das
variacdes da velocidade do fluido dentro do meiogm Isto € devido ao fato de que as
moléculas do soluto que estdo mais proximas dasleardos grédos do solo movem-se
mais lentamente quando comparadas as moléculaanpgeano centro do poro (Figura
3a). Dessa forma, a solugdo move-se mais rapidememi poros com maiores
diametros (Figura 3b).

- 50
S
(a) ®)

Figura 3 - Mecanismo de disperséo hidrodinamicascala microscopica.

Matematicamente, a dispersdo hidrodinamica podefserulada de maneira
anéloga ao processo de difusdo dado pela equagadiférindo apenas no coeficiente
de difusdo (), que é substituido pelo coeficiente de dispe(Edd, o qual é uma
funcéo da velocidade média da 4gua nos poros.

D, =Av (3.6)

Na equacéo 3.4, ¢é a velocidade média da agua nos pooe @ dispersividade.

Devido a similaridade dos efeitos entre difusdaspeatsao, € natural assumi-los
como sendo aditivos. Consequentemente, os codbsiade difusdo e dispersdao séo
frequentemente combinados em um unico termo, chameacdoeficiente de disperséo

hidrodinamica.

D(8,) = D,(8) + D, (v) (3.7)
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3.4.2.4 Modelo de conveccao-dispersao (CDE)

O fluxo total de soluto J, em um volume elemeng@resentativo do solo é igual

ao fluxo convectivo, ) mais o fluxo difusivo-dispersivog QJury & Roth, 1990):
J=J,+J, :—[D@+qc} (3.8)
0z

E importante estudar as variacbes de concentragisoliito em determinado
ponto do solo, em funcdo do tempo. Portanto, fazseessaria a equacao de
transferéncia para o soluto, que é obtida pela scwagéo da equacéo de continuidade e
de fluxo.

o&) S (3.9)
ot 0z
Para um soluto ndo interativo com a matriz sélida slo, a equacédo de
conveccao-dispersdo (CDE) é obtida substituindguagio 3.8 na equacéo 3.9:

08 _ a[ oc } (3.10)

—=-—|-fD—+qc
ot 0z 0z

A equacao de conveccéao-dispersédo (CDE) para ddrénsia de soluto interativo
com a matriz sélida do solo, em solos homogénemmie per escrita como:

0 d ac
—(6c+p,S)=—| 8D—- QcC 3.11
at( p:S) az( 9z qJ (3.11)

Na equacdo 3.11lpq € a massa especifica do solo e S é a concentdsc&oluto
adsorvida na fase solida.

A relacdo entre a concentragdo de soluto na fagedd e na fase solida é
denominada de isoterma de adsorcao e pode seitagsta equacdo 3.12, na qual &K
o coeficiente de particdo solo-solucgce ' sdo coeficientes empiricos que determinam

trés tipos diferentes de isoterma de adsorcdooterima de Freundlichn(= 0), a
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isoterma de adsorcdo de Langm{iir< 1) e a isoterma de adsorcao linep~(0 ep =
1).

<= K, ©"
—1+,7Cﬁv (3.12)

A adsorcao do soluto pela fase sdlida pode serritlesom uma isoterma de

adsorcéo linear, em que a equacao 3.12 torna-se:
S=K, [ (3.13)

Considerando que a transferéncia de agua ocorreregime permanente e
substituindo-se a equacédo da isoterma de adsoiggar I(Eq 3.13) na equacao de

conveccao-dispersdo (Eq 3.11), obtém-se:

2
ot 0z 0z

Na equacéao 3.14 é a velocidade média da agua nos pores@®) e R é o fator

de retardo dado por:
R :1+”’dTE]KD (3.15)

O modelo de conveccao-dispersao (CDE), também afmma modelo de uma
regido, € o modelo classico do transporte unidiloaat de solutos em meios porosos

homogéneos, sob condi¢des isotérmicas.

3.4.2.5 Modelo de conveccédo-dispersao a duas feagéeédgua (CDE-MIM)

Este € um modelo mais complexo por incluir um flpxeferencial de solutos em

solos heterogéneos representando o espaco poetsdapela circulacdo da solucdo
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como dividido em duas regifes, uma cujo conteudagim mével &, e a outra cujo

conteudo de agua imévebg, (Comegna et al., 2001), portanto:

6=6,+6, (3.16)

As concentracdes de solutos séo definidas como:

» Concentracdo de solutos na fase liquida movel resepta a quantidade de

soluto n, contida em um volume de agua moéveh\tontido no solo, conforme

a equacéo 3.17:

O
I
‘3

m (3.17)

3
<

» Concentracdo de solutos na fase liquida imovelpresenta a quantidade de
soluto ni, presente em um volume de agua imoévgi,\tonforme a equacao
3.18:

c_=_m (3.18)

« Concentracédo total de soluto: representa a quaittdal de soluto n presente

no volume total de agua,\tontido no solo, conforme a equacéo 3.19:

c=— (3.19)

Neste caso, a concentrac@era a soma das componentes moéveis e imoveis.

Pode-se definir:

=6, ¢, +6, &, (3.20)

O transporte de agua e de soluto em um meio poeos@ue parte da fase liquida

€ imovel, conduz a equacéo de conveccao-disperddasaregides de agua, ou modelo
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CDE-MIM. Combinando a equacao 3.20 com a equacamuinuidade (Eg3.10) tem-
se:

aem [Im + aam |]:im :i HmDm aCm +6im Dim aCim _Vm OHmCm (321)
ot ot 0z 0z 0z ot

Na equacao 3.21, € a velocidade média da agua nos poros da faselnifye
Dim s@o os coeficientes de difusdo-dispersdo nas faéesl e imovel, que dependem
do teor de umidade do solo, da velocidade de esmttane da tortuosidade do meio
pOroso.

Segundo Brusseau (1993), a difusdo molecular (pregmte na fase imovel) é
pequena diante da disperséo hidrodinamica e, fortBp, € considerada desprezivel,

simplificando a equacao 3.20 em:

aem [Im + aam [Iim :i(e D aij_vm aHmcm (322)

ot ot oz "™ 9z 0z

Uma relacdo que descreve a troca de massa desseliie@ as duas regides de
agua movel e imével, definida por uma cinética de@ra ordem, € dada pela equacéo

3.23, na quabr é o coeficiente de transferéncia de massa enweasfracdes de agua
(Jaynes et al., 1995):

Jc
. m = -C 3.23
Hlm at a(cm CIm) ( )

3.4.2.6 Modelo de convecc¢ao-disperséo a dois siosor¢ao

O modelo de nado-equilibrio quimico considera guoigao em alguns sitios é
instantdnea, enquanto que a sor¢ado nos sitiomntesté governada por cinética de
primeira ordem (Selim et al., 1976; Cameron; Kldi@77). Na forma adimensional, o

modelo que representa o ndo-equilibrio quimicoia sitios de sorcdo € dado por:

2

9¢ | (1- g\ RIS _10°¢ _0dg
ARG+ =B R+ e =02 (3-24)
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0
(1- ) Ra—(;z =w(g-¢) (3.25)

Os fatoresCl e C, sdo as concentracfes no sitio em equilibrio eeqadiorio

respectivamente] = vt/L é o tempo adimensionalizadp,= x/L € a coordenada
espacial adimensionalizad®, = vL/D é o numero de Pecletn é a constante de
degradacaogf é o coeficiente de particdo entre os dois sitosalicdow é o nimero
de Damkohler, representando o coeficiente de wafisfia de massa

adimensionalizado. Para o modelo de dois sitisodgiof e wsao definidos como:

6+ p, 1K,
= 3.26
B ok (3.26)
1-B)RL
a):—a( '8) (3.27)
v

Na qual,f é a fracdo de sitios em equilibr@,é a taxa de cinética de primeira ordem
para os sitios em n&o-equilibrib, € o comprimento da coluna& é a umidade

volumétrica ev é a velocidade média da agua nos p@8,a massa especifica do solo.

D = Ala'+Dy (3.28)

Na qual € a dispersividade.

3.5 Tempos caracteristicos do transporte de soluto
Sé&o tempos médios definidos a partir dos paramet@s a, que influenciam no
transporte dos solutos. Existem dois principais p@sn caracteristicos: O tempo

convectivo médio e o tempo de transferéncia estduas regides de agua.

* Tempo convectivo médio
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Representa o tempo necessario para uma particulsoldéo percorrer uma
distancia L (geralmente a profundidade do perfisdim) com uma velocidade sendo
a conveccdo predominante na dire¢cdo do deslocam@ntempo convectivo médio &

dado por:

(3.29)

conv

<|r

» Tempo caracteristico de transferéncia entre as@egide agua mével e imével

Caracteriza o tempo necessario para a concentdgdase imével entrar em
equilibrio com a fase movel. Este tempo dependeodficiente de transferénaiae da

quantidade de agua imovel.

a

t =%m (3.30)
a

3.6 Potencial de lixiviagdo do SMX

Varios indicadores do potencial de lixiviagdo dempostos quimicos sdo
funcdes do K¢ (ou Kp) como, por exemplo, o fator de retarBo(Davidson et al.,
1968), o fator de atenuac@d- (AttenuationFactor (RAO et al., 1985), o indiceUS
(GroundwaterUbiquity ScojgGustafson, 1989).

O fator de atenuagdAF baseia-se nos parametros que caracteriza a sergao
degradagdo dos agroquimicos, na umidade volumétdceapacidade de campo e no
fluxo de agua (BERNARD, 2005). O fator de atenuag@eterminado por:

AF =exp[- (0,693, R)/(@DT 50) (3.31)

Nesta equacdo, z € a profundidafle; € a umidade volumétrica na capacidade de

campo, g € o fluxo de agua e DT50 (d) € o tempmeia vida do agroquimico no solo.
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O AF representa a fracdo da massa inicial do herbagdiaado na superficie do solo
que serd lixiviado a uma profundidade prescritperdil do solo.

O indiceGUStem sido um dos mais utilizados para identificailoggimicos que
possam oferecer risco potencial de contaminacaaglaas subterraneas (Ferracini et
al., 2001). De acordo com Gustafson (1989), umigedat apresenta um risco de

lixiviacdo para GUS maior que 1,8. O indice GU&fnido por:

GUS = (4-logK,.)log(DT50) (3.32)

Uma vez determinado o indice de GUS, o agroquimictassificado de acordo

com 0s seguintes critérios:

« GUS<1.8 N&o sofre lixiviacdo
e 18<GUS<28 Faixa de transicao
« GUS=28 Provavel lixiviacdo

3.7 Sorgao do sulfametoxazol

A sor¢cdo é um dos processos mais importantes cetanafo transporte de
substancias quimicas para as aguas superficiaibtersineas, e também desempenha
um papel fundamental nas reacfes de transformac@s enteracdes microbianas do
solo. Assim, um conhecimento profundo sobre osmpeti®s que influenciam a sorgéo
de antibidticos pelo solo e os mecanismos assaei@édom pré-requisito importante
para a exposicao adequada e avaliacdo de risco/éSan et al, 2014a).

A mobilidade dos produtos farmacéuticos no meio ian depende
essencialmente da sua sorcao e dessorcdo nos segineda sua degradacéao (fisica e
biolégica) durante a infiltracdo. Esses processdstam claramente a sua
biodisponibilidade (Hernandez et al., 2014). Ndsnds 10 anos, varios experimentos
investigaram a sorcdo de produtos farmacéuticos sedimentos. Alguns deles
apontaram uma correlagéo direta entre a quantiddeatéria organica do sedimento e
0 grau de sor¢do (Duran-Alvarez et al., 2012, Fetedl., 2012, Yu et al., 2013).
Contudo, outros estudos demonstraram também qusuperficies de sedimentos

inorganicos podem afetar a sorcdo destes prod@okaffer et al. 2012a) e, por
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conseguinte, este processo deve ser levado endeomsio, aléem de particionamento
na matéria organica natural. Sé recentemente, 0w dgaionizacdo de alguns grupos
funcionais de produtos farmacéuticos ao pH amHi¢eta sido reconhecido como um

fator adicional que pode controlar a sorcdo desbespostos em sedimentos naturais
(Schaffer et al., 2012b).

Diferentes mecanismos de sor¢cdo ocorrem simultagr@@ne contribuem para a
sorcdo de contaminantes organicos, e a forca ésag#o entre um adsorbato e um
adsorvente pode variar de acordo com o mecanisnepéo (Mitchell e Simpson,
2013).

A sorcgédo dos antibidticos de uso veterinario ernsstdm sido demonstrada como
uma funcdo de vérios atributos, tais como capaeididtroca de céations, pH e forca
ibnica. Enquanto a particdo hidrofébica tem sidesaderada como um dos importantes
mecanismos de sor¢ao para uma gama de antibiéce®los, mecanismos como troca
catibnica, pontos catibnicos em superficies ddagrgiligacbes de hidrogénio também
tém um importante papel na sor¢cao desses compaEstsslos e sedimentos.

A sorcéo das sulfonamidas, por serem compostoseao$) podem se apresentar
como compostos positivos, neutros ou carregadoatimagiente (Thiele et al, 2003;
Boxall et al., 2002 e Thiele-Bruhn et al., 2003a<$sao altamente dependente do pH, e
em um solo de pH na faixa de 4,5-6,5 esse grupantididticos é parcialmente
anibnico e parcialmente neutro. A sor¢cdo de espéoaitras depende da particdo
hidrofobica e € influenciada pela presenca de maataganica do solo. No entanto,
devido a sua baixa afinidade para adsorcao, etasot@otencial para penetrar mais
profundamente no perfil do solo. Isso poderia gerrisco potencial para o lencol
freatico sob condicbes favoraveis de lixiviagdomoonos dias de chuva intensa
(Srinivasanet., et al, 2014). Primor., et al (20@0&)ficaram que sob condic¢des tipicas
de pH do solo (pH~7-8), 0 SMX é carregado negaterstm uma propriedade que pode
aumentar a sua velocidade de transporte em meiasq®) devido a exclusdo de
anions.

Gao & Pedersen (2010), por sua vez, investigararfitegncia do valor do pH (e
forca ibnica) na sorcdo de sulfonamidas nos migedai argila. Verificaram que o
cation, em valores de baixo pH, apresentou umarnafiidade de adsor¢cdo, ao passo
que as espeécies anidnicas (pH = 9) demonstrararoapou nenhuma adsor¢do na

esmectita e caulinita.
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3.8 Biodegradacéao

A degradacdo do SMX pdPhanerochaete chrysosporiufoi demonstrada em
meio liquido. A taxa de degradacdo de SMX foi d&58ds 24 h e atingiu 74% no
final da experiéncia. A lacase, a principal enzaegradadora da lignina produzida por
P. chrysosporiumestava envolvida no processo de transformacao, (@wal, 2014).

A eliminacdo de SMX em lodos ativados foi baseadmcipalmente na
biodegradacgao, uma vez que a adsor¢cao de SMXdgnifiicante. A biodegradacéo de
SMX em condi¢des aerdbias e mesofilicas com dosater8MX semi-continua ou
como um co-substrato, ou como a unica fonte deooarle nitrogénio, mostrou que as
comunidades de lodos ativados utilizam o SMX coomtd de energia e/ou fonte de
carbono e nitrogénio para o crescimento. Dois ggup® bactérias metabdlicas que
podem ser responsaveis pela biodegradacdo do ShXisas bactérias heterotroficas
assimilando SMX-C e/ou SMX-N e (ii) as bactériasotndficas nitrificantes oxidantes
do grupo funcional amino no anel aromatico do SMbiodegradacdo do SMX em
condicOes aerobias e mesofilicas foi aumentadadguas fontes de carbono facilmente
degradaveis foram adicionados a medida que seciarmeenergia para 0 crescimento
da biomassa heterotréficas e da atividade metaboMém disso, a eficiéncia de
eliminacado também foi melhorada em condi¢cfes deide€ia de nitrogénio. Possiveis
vias metabdlicas para a biodegradacdo do SMX (&iguforam selecionadas por meio
do banco de dados biocatalise/biodegradacao daetdidade de Minnesota (UM-BBD,
http://umbbd.msi.umn.edu). Isto prediz a probabdiel de reacdes catabdlicas
microbianos usando regras de biotransformacéo atkyg/ de reacfes encontradas na
UM-BBD (Gao et al., 2010). Numa primeira reacaambatica, propds a clivagem de
SMX em-3-amino-5-metil-isoxazole e 4-aminobenzenldesato, que é realizada por
comunidades microbianas especificas. A capacidadenideralizar o metabolito 4-
aminobenzeno-sulfonato tem sido demonstrado qustee®m muitos microrganismos.
Muito provavelmente, o grupo metilo do 3-amino-5titvisoxazol € dividido. No
entanto, nenhuma norma metabdlica na base de digkiseve a continuacdo da
transformacao de 3-amino-isoxazol em isoxazole Mt al, 2014).

Presumivelmente, as vias metabolicas serdo ditsedépendendo das condi¢bes
nutricionais e ambientais. Na presenca de fontesad®ono facilmente biodegradaveis,
0S microrganismos podem ser mais ativos e provocaa maior quantidade na
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biotransformacdo do SMX. Isso resultaria em, prelraente, apenas um metabdlito
principal estavel como foi mostrado no lodo ativagieando acetato foi fornecido para

a energia e carbono.

A - R B =
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Figura 4 - Estrutura quimica do SMX e seus possimatabdlitos previstos por duas
vias de biodegradacao aerdbicas (A) de acordo ¢ooatdlise (Gao et al., 2010) e (B)
de acordo com Gauthier et al. (2010). Metabdlit@soamdos em cinza (Muller et al,
2013).

3.8.1 Modelagem da biodegradacéo

A degradacgdo de compostos quimicos nos solos gutiago de uma combinacao de
produtos quimicos e, principalmente, de evento®gicos (Wu & Nofziger, 1999) Um
modelo de degradacdo de primeira ordem é muitagsvesado para simular a
diminuicdo da massa residual de um composto quientam sistema solo apos a sua
aplicacao (Dykaar e Kitanidis, 1996). Se a taxgudmeira ordem for constante ou o
tempo de meia-vida permanecer inalterado no proadssiegradacdo, a massa residual

da degradacao quimica diminuira exponencialmente@tempo (Martins e Mermoud,
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1998). Para testes de dissipacdo, o0 modelo de ipgimelem (Equacéo 4.1) € bastante
utilizado (Martins e Mermoud, 1998; Scorza e Rigita2009; Chirnside et al., 2009)

dC
-—=k,C 4.1

Pl (4.1)
na qual,kl é a constante de velocidade de primeira ordem deadacédo €C € a
concentracdo do composto no temmoé expressa em [MIL. O modelo de primeira

ordem tem como solucdo analitica a expresséao omdidaquacao 2:
C(t)=C,e™ (4.2)

SendoCy é a concentracao inicial do composto [M.L

Os modelos de cinética de dupla primeira ordends&oritos na literatura para a
degradacédo de alguns compostos mais complexos,qustnesse modelo ocorrem duas
reacfes de cinética de primeira ordem (LOpez-Galetdal., 2010; Gang et al, 2003).
Uma primeira reagcdo (Equacéo 4.3), representandizio da degradacdo do composto
mais rapido e uma segunda reacao (Equacao 4.4%lgaabiodegradacéo se torna mais

lenta.

_dc,

T kaC (4.3)
s dd(it =k C (4.4)

Integrando as equacgdes acima d@gp= fCy e CLy = (1-f)Co, a concentracéo de

um composto no tempo pode ser descrita pela Equagao
Ct) = Cof f & + (1~ feT} (4.5)

Sendo,C(t) é a concentracdo do composto no tempm [M.L?]; Cy é a concentragéo

inicial do composto [M.L]; Cro é a concentracdo inicial do composto que participa da
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reacao rapida [M.F]; Co é a concentracao inicial do composto que participa da reacéo
lenta [M.L]; f é a fracdo do composto que foi biodegradado atribuida & reacdo rapida
(adimensional)ks é a constante de velocidade de primeira ordem da reagao rapida (1/t);
(1f) representa a fracdo do composto biodegradado atribuida a reacédo lenta

(adimensional); &_é a constante de velocidade de primeira ordem da reacéo lenta (1/).

3.9 Impacto e inducéo de resisténcias

Os antibidticos s6 sdo parcialmente removidos em estacdes de tratateento
aguas residuais. Assim, com o0 aumento do uso, 0s antiBi&@@w inevitavelmente
lancados no ambiente através dos efluentes de esgoto, excrecdo nasrigmzas ou
metabolizados, ou por fertilizagdo do solo com esterco. Deste @taconcentracoes
de sulfonamida, até 20 mg/kg, tém sido encontradas em amostrasidee§is efeitos
da exposicao dos antibiéticos aos microrganismos do soladéndiscutidos em varios
estudos. Os efeitos adversos foram encontrados na biomassa e aetmidembiana,
assim como no desenvolvimento de resisténcias aos antibidticosomasidades
bacterianas. Embora o impacto dos antibiéticos em comunidades iama®bno
ambiente esteja comecando a ser entendido, os efeitos colaterais potenciais
organismos nao-alvo, como invertebrados do solo, permanece incertaxass de
remocdo do SMX sdo mais baixas quando comparadas a outros ansbiético
instalagcbes de tratamento de aguas residuais e sua baixa adsolgdm, e solos e
em sedimentos aumentam o risco de contamina¢do ambiental destgiantiBimbora
os efeitos relatados de concentracfes de SMX sobre organismos n&ejahaanuito
maiores do que a sua concentracdo no ambiente, o risco ecolégico dpesiahece
incerto e exige um tratamento urgente, sobretudo consideranglooq8MX é
mutagénico (Liu et al, 2013).

A descarga de antibiéticos no meio ambiente tornou-se uma grandepagiau
Este grupo de produtos farmacéuticos ndo € apenas propenso a inflEnciar
comunidades microbianas por seu modo de acdo (Fent et al., 2006gnmb&sn por
causa do risco de uma dispersdao mundial de genes de resisténciac@ositentes
(Witte, 2004, Agersg e Petersen, 2007 e Szczepanowski eD@9). Programas de
monitoramento recentes tém revelado a presenca de antibidticos em diferentes

compartimentos ambientais, tais como corpos d'agua, sedimerso®se (Heberer,
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2002, Thiele-Bruhn e Beck, 2005 e Ternes e Joss, 2007). &é&imsumo agricola
(Jjemba, 2002) e de descarga de aterro (Heberer, 2002), os antibidtiaos rem meio
ambiente principalmente através de aguas residuais e estacdo dentat@denéguas
residuarias (ETAR) de efluentes. Substancias polares de ma adsarsamnio as
sulfonamidas sao facilmente encontradas em corpos d'agua, comosapesiais
(Hirsch et al., 1999), e as aguas subterraneas (Sacher et al., 200&revabd et al.,
2011). Os niveis de concentracdo (Kummerer, 2009) variam desde 3766206@m

efluentes de &guas residuais, 40-1900 hauéa superficie da agua e 20-470 Aam

aguas subterraneas/banco filtrado até valores da ordem de’,meph &aguas

subterraneas altamente contaminadas (Holm et al., 1995) (Mille261.8)

3.10 Transporte reativo

As propriedades quimicas do SMX permitem que ele seja transpodastalo
por longas distancias sem ser adsorvido (Lindsey et al., P@déz et al., 2005). Sob a
luz solar, 0 SMX apresenta uma meia vida de 19 dias; entretanto, &pssattamente
resistente a biodegradacado no subsolo (Lam et al., 2004).

O importante papel da qualidade da matéria organica do solo na addercéo
sulfonamidas foi estudado por Thiele (2003), o qual, verificoe guazao para o
aumento da adsorcdo das sulfonamidas quando o teor de matéria orgasaa d
aumentava, era devido aos componentes polares desta que interagias sitios de
ligacdo daquelas.

A migracdo para horizontes mais profundos de compostos maweis) o
SMX, representa um risco adicional no que tange a contaminacao da®sduidricos
subterraneos (Kinney et al., 2006; Ternes et al., 2007; Heberer20G8.e Siemens et
al., 2010).

Nas areas urbanas, grandes quantidades de SMX vém sendo lancaolas no s
redes de esgoto, lagoas e rios. Devido aos baixos valores de Kdlfdgasmidas que
s&o inferiores a 5 L.KY elas s&o classificadas como de média a grande mobilidade no
solo e podem contaminar as aguas através do escoamento superficigerdrena
lixiviacdo, conforme demonstrado por varios estudos (Christian,e20fl3; Thiele-
Bruhn & Aust, 2004; Batt & Aga, 2005).
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O transporte de antibidticos fortemente adsorvidos pode ser aumemiado
fluxo preferencial e pelo transporte facilitado da matéria organica diss@Widliams
et al., 2000; Thiele-Bruhn., 2003; Hoorman et al., 2005), a&mguque a drenagem é
uma via principal para o transporte de antibidticos de fraca adsorgéim. ddsses
mecanismos, o transporte facilitado por coléides desempenha um inpéael no
transporte das sulfonamidas (Tolls, 2001).

Como a eliminacdo de antibidticos presentes em aguas residuaisejmode
tratamentos de esgoto é muitas vezes incompleta, varios estudiardetea presenca
de antibidticos, como SMX, trimetoprim e macrolideos, nos daimgts do solo
(McArdell et al., 2003; Paxeus, 2004; Lindberg et al., 2005).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 — Os solos

Os solos analisados apresentam caracteristicas granulométricas semelhantes.
Ambos sao classificados como solo franco argilo siltoso, pouas arigens sdo bem
distintas, tanto geograficamente quanto a climatologia das esegiSegundo a
classificacdo de Koppen, a cidade de Recife apresenta clima tropicalurcem
precipitacdo pluviométrica anual local de 1500 mm, concentrada primeip& no
outono e no inverno e temperatura média anual 25 °C (Andrade, d@0F cidade de
Macon, de acordo com essa mesma classificagdo, apresenta clima temperagoacom
precipitacdo pluviométrica anual local de 883 mm, com temperatura media dos
trés meses mais frios, compreendidas entre -3°C e 18°C e estacdedode wererno
bem definidas. O solo francés serd denominado de Macon devido aaldocaleta,
localizado na cidade de Clessé no norte de Macon (Bourgogne,Hat FErance,
46°24'59"N, 4°48'54"E), e o solo brasileiro serd denominado de Repies foi
coletado na cidade de Recife, Pernambuco, Brasil (8° 02°31.14"5% 3886"0).

Apos a coleta, os solos foram secos ao ar, destorroados e passpdoeieande
2,0 mm e a andlise granulométrica foi realizada através do método simeea, as
fracOes de argila e silte foram determinadas por sedimentacdo e a fracdo de areia por
peneiramento. As caracteristicas granulométricas dos solos estdo apasseatiabela
4.

Tabela 4 — Caracteriza¢do granulométrica dos solos estudados.

Solo Argila (%) Silte(%) Areia(%) Classificacao
Macon 31,7 56,5 11,8 Franco argilo siltoso

Recife 28,2 56,3 15,5 Franco argilo siltoso
Fonte: Navel, 2011 e Carmo, 2012

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados da caracterizacdo quimica, em que
foram quantificados os valores do potencial hidrogenionico (pH) arbomo oxidavel
dos dois solos (Carmo, 2012 e Navel, 2012).
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Tabela 5 — Caracterizacdo quimica

pH 1
Solo H,0 KCl CO (g.kg)
Macon 6,60 5,06 17,5
Recife 7,14 5,63 57

pH: potencial hidrogeniénico; CO: Carbono oxida¥ehte: Navel, 2011 e Carmo, 2012

Pela diferenca entre o pH em KCIl e em agua (Tabela 5), verificou-se que a carga
liguida em todas as amostras era negativa, condizente com a miaeddegsolos
Recife e Macon, visto que a maioria dos minerais encontrados nessdgarng do tipo
2:1 expansivo, como a esmectita e a vermiculita. Em relacdo ao carkiddvel total,

0 solo Macon evidenciou 0s maiores teores, em razdo da deposicaonpakacao de

residuos organicos existentes na area de coleta.

4.2 O Antibidtico

A solucéo estoque de SMX foi preparada a partir da pesagem de 2&3 g
sulfametoxazol sélido, com 99,8% de pureza, obtido da Sigdrich] em uma balanca
de precisdo, sendo em seguida diluido em 100 ml de etanol, estendna solucéo
final de 25,328 g.'. As solucdes nas concentracdes iniciais desejadas para cada

experimento foram preparadas a partir dessa solugéo estoque.

4.3 Anélise quimica do SMX

As analises foram realizadas no laboratério de cromatografia instrumental d
departamento de engenharia quimica da Universidade Federal de Pernambuco. Foi
realizada por cormatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foi utilizado
cromatégrafo modelo SD200 e um detector UV modelo UV-1 Rainin,oanue
fabricacdo Dynamax/Varian. As condicBes cromatograficas foram: colunanEeer
GEMIN C18, com 150 mm de comprimento, 2 mm de diametrpim Sle espessura do
filme de fase estacionaria. A fase movel foi composta de 60% de agu¥ ele€20
metanol e 20% de acetonitrila, sendo o pH ajustado para 3 com faoidico. A

deteccéao foi por absorcgéo ultravioleta, com comprimento de onda aer2@ilima taxa
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de fluxo de 1,0 mL/min. O volume de injecéo foi dep®0e cada amostra foi analisada

em duplicata.

4.4 Os ensaios de sor¢ao

4.4.1 Cinética de sorgéo

A cinética de sorcéo foi realizada com uma concentragéo té1ide SMX. A
relacdo solo: solucdo foi de 1:10 (5 g de solo para 50 mL de&wolde SMX). Os
recipientes foram colocados em mesa agitadora e nos intervalos dede@pb0 min,

20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 1h, 3h, 5h, 7h, @Bh, 24h e 48h foram coletadas
aliquotas de 1 mL. Apdés a centrifugacdo o sobrenadante foi filteadaluplicata, com
filtro de PVDF de 0,4%um, cuja interacdo com o SMX foi verificada com padrdes, e a
concentracdo de sulfametoxazol foi determinada por cromatografia liquidaade al
eficiéncia (CLAE), nas condi¢des descritas em 4.3. Para verificar que on@mié
sorvido no filtro PVDF foi preparada uma solucdo padréo de concéatcanhecida e
apos ser filtrado foi analisado por cromatografia. Observou-se uma mesmaoare

cromatograma que as solucgdes nao filtradas.

4.4.2 Sorcao em funcéo do pH

Visto que o SMX é ionizavel, foi avaliado o efeito do pH ddo ssobre os
mecanismos de sor¢cdo do SMX. Desta forma, agitou-se, durantea43 5org de solo
em 50 mL da solucdo de SMX (4@). Apés este periodo as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante feétrgquiantificado por
CLAE utilizando as mesmas condi¢fes j& descritas para a cinética de Sbgiddoi
ajustado antes e ap0ds o periodo de agitacao, para aproximadamexrteessde pH 1,
2,3,4,5,6,7,8e 12, com uma solugcao de EIBIONaOH e o volume final de 50 mL.
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4.4.3 Isoterma de sorgao

A razéo solo:solugdo (como descrito no item anterior) continha whgéas
contendo SMX nas seguintes concentracdey $A0°, 10° 5.10° 10° 5.10°, 10%
5.10* e 10° M, preparadas em duplicata. As amostras foram agitadas a 200 rpm em
mesa agitadora, por 48h e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 msoleremadante
filtrado e analisado por CLAE, utilizando as mesmas condi¢cdes éaceirde sorcao.
Assim, obtiveram-se as concentragcdes de SMX sorvidas ao solotili@xndo-se a
expressao:

s=(c,-CeFD (4.1)

Co é a concentracdo de SMX da solucdo colocada em contato com Geéle;
concentracdo de SMX na solucdo apds o equilibribDeé o fator de diluicao,

considerando-se a relacdo solucao:solo (no &3, 50:5 = 10).

4.4.4 Modelagem da sorcéo

O processo de sorgcdo pode ser definido como a particio de uma substancia
quimica entre as fases liquida e sélida do solo. Em concentrac@esoambiente, a
isoterma de adsorcdo de poluentes organicos no solo pode frecgreteteser

considerada linear. Neste caso, as isotermas de sorcao podem ser repsepentad

(3.4)

SendoS a concentracdo do soluto na fase sélitlaa concentracdo de SMX na solucao

apos o equilibrio &p € o coeficiente de particdo solo-solugéo.

Como a maior fase solvente em solos naturais para substancias aggarac

matéria organica, um parametro mais global usado para descrever a capacidade de
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sorcao dos solos €Ky, ou seja, o coeficiente de particdo do contaminante no carbono

organico do solo, calculada como:

k= Ko (3.5)
C Ccon

SendoCO% o0 contetdo de carbono organico total do solo.

A cinética de sor¢cao pode ser representada matammante usando o seguinte

modelo de primeira ordem (Yaneva & Koumanova, 2006)

ds _ . (3.6)

dt (Sel_st)

SendoS:; e S as capacidades de sor¢do em equilibrio (cinéggaricdheira ordem) e no
tempo t respectivamente & a taxa constante de sorcdo de primeira ordem. Apos
integracéo e aplicando-se os limites 0 at=t e S= 0 aS=_S, a forma integrada da
equacéo (3.6) torna-se:

(3.7)

k
log(S., -S )=logS, ——X-t
9(S.-S) 95~ 3303

ki é obtida por meio da regresséo linear entreSogg) et.

A taxa de sorcdo para um mecanismo de segunda qyddenser descrita por

(Yaneva & Koumanova, 2006):
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(3.8)

SendoS:; € S as capacidades de sorgdo em equilibrio (cinégcsedunda ordem) e no
tempot, respectivamente k, a taxa constante de sor¢cdo de segunda ordem. Apoés
integracéo e aplicando-se os limites 0 at=t e S= 0 aS=_S, a forma integrada da

equacéo (3.8) torna-se:

1 1 (3.9)
2" 2

A equacéo (3.9) pode ser rearranjada numa fomearj como:

(3.10)

ks pode ser considerado como a taxa inicial de sajgdndoS /t- 0.

A taxa de difus&o intra-particula pode ser defiridmo § = Kf’s(Yaneva &

Koumanova, 2006), sendpa taxa constante de difuséo intra-particula.

4.5 Os Ensaios de biodegradacao

Como o solo foi conservado com uma baixa umidadiepifeciso reativar os
microrganismos presentes no solo adicionando &gusola, no intervalo de trés dias,
durante um més, para manter uma umidade favordweldesenvolvimento dos

microrganismos do solo. Antes de iniciar o expenitog o teor de umidade foi
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verificado para manter condi¢cdes semelhantes fasedies amostras. A umidade foi
da ordem de 20%. Foram adicionados a 50 g de §8lom2. de solucdo de SMX. Para
contaminac&o das amostras de solo foram utilizadeges de SMX diluidas ai@
10* M e assim estudar a resisténcia bacteriana a dife®ntes concentracdes do
poluente. O branco foi realizado apenas com uma&&olde SMX estéril para observar
se existe degradagcdo abidtica. Os solos Macon éfeREmram esterilizados em
autoclave a 121°C durante 20 minutos para a testleaDs solos foram mantidos sob
agitacao a 250 rpm durante todo o periodo estudda®.amostras dessas suspensodes
foram realizadas analises quimica e microbiolégios intervalos de 0 hora e 1, 2, 7,
15, 22, 28, 58 e 90 dias. Nesses intervalos dedemg-determinados foram coletados
amostras para analise quimica (ver 4.3) e paraanéicrobiologica (ver 4.5.1).

4.5.1 Crescimento microbiano

Cada tubo, das amostras coletadas, serviu de satu@é e foi diluido serialmente
em soro fisiolégico a 9,0 g/L de NaCl. 10 de cada diluicdo foi inoculada por
espalhamento (Spread-Plate) para palcas de peterain os meios de cultura LB, YG
para a contagem das colonias. O meio de culturaddcontém agente seletivo e foi
utilizado para estudar a flora total cultivavel slllo. O meio LB [SMX] (adicionado
SMX nas concentracdes de®16 10" M) para estudar os microrganismos resistentes ao
antibiotico. Também foram isolados microrganismosnmeio de cultura mineral YG
[SMX]103. Estes microrganismos s&o possivelmente degragmdior SMX porque a
Unica fonte de carbono para o crescimento dos ng@nismos € o antibitico na
concentracédo de TOM. A testemunha de manipulacéo foi realizada c@® jiL de

soro fisioldgico.

4.7 Isolamento e identificacdo de uma bactéria degdadora do SMX,
burkholdeira sp.

Foram misturadas 50 g de cada solo em 200 ml desoingéo de SMX a 1De
10°> M. Em paralelo, o mesmo protocolo experimentalrégilizado com aliquotas de

solo estéril, e as testemunhas foram também adatis€ada condi¢édo experimental foi
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realizada em duplicata. Os diferentes microrganssfiooam incubados no escuro a

20°C durante 30 dias e as amostras foram coletewpemeiro e no décimo quinto dia.

4.9 Isolamento das bactérias heterotréficas totass resistentes ao SMX

Uma amostra de 5 g de cada solo n&o incubado (if@ubado durante 30 dias a
0,1 mM de SMX (T30) foi suspensa em 50 mL de untacéo estéril a 0,8% de NaCl.
A suspenséo foi colocada num misturador (moinhmietd e esmagado por 2 x 30 seg.
Apo6s 2 minutos de sedimentag¢do, uma aliquota daessdo de solo foi removida e
diluida em série. Um volume de 100 mL de cada ¢hloifoi espalhado sobre o meio
agar YG constituido de extrato de levedura a 1 dglloHPO,a 0,3 g/, KHPOga 0,2
g/L, MgSQ,.7H,0 a 0,2 g/L e glucose a 1 g/L, suplementados oucn&p250 pg.mt
de SMX. As unidades formadoras de colénias (UFGenladas apdés uma semana de
incubagcdo a 30°C no escuro foram inoculadas em 2denimeio YG liquido. Apés
agitacao a 225 rpm e 30°C durante 24 h, foram ladas por faixas de exaustdo em
meio Agar YG acrescido ou ndo a 250 pghile SMX. Este passo foi realizado pelo
menos trés vezes para garantir a pureza dos isolado

As diferengas significativas entre o efeito do SMXUmero total de bactérias

resistentes entre os solos foram determinadadgsi®dt de Student (P <0,05).

4.10 Teste de biodegradabilidade SMX

Duas cepas resistentes isoladas de solo Recifenfa@@ecionadas por sua
capacidade de degradar o SMX. O procedimento sedoidlescrito por Larcher et al,
(2011). Estas estirpes ambientais e uma estirpegdpade E. ColiDH& foram
independentemente pré-inoculadas em 100 mL de mé&iono contendo 6 mgt.de
SMX e 0,5 g/L de glicose. O meio minimo utilizade@nposto de N&DTA-2H,0 a
0,018 g/L, FeS®7H,0O a 0,013 g/l, CaGi2H,0 a 0,013 g/l, MgS©7H,0 a 0,25 g/L,
NaHPO, a 7,5 g/L, KHPO, a 5 g/L, NHNOs; a 5 g/L, extrato de levedura a 0,6 g/L.
Apoés 24 horas de crescimento, de um numero equiealte células de cada cultura
bacteriana € pré-colocado em 350 mL de meio mirsopgementado em SMX (6

mg/L) e glicose (0,5 g/L). Cada cultura foi reatlasem duplicata e os controles com
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uma biomassa estéril (inoculacdo com uma pré-eukutoclavada) e abioticos (sem
biomassa) foram preparados para determinar a gaaetide SMX adsorvido em
células bacterianas e perdas abidticas. As difesearhostras sdo incubadas no escuro a
30 °C e agitados a 150 rpm. O crescimento bact(i2@ 600 nm) e a concentracao de

SMX (CLAE) foram medidos apds o primeiro e o sétiieode incubacéo.

4.11 Extracdo do DNA gendmico das estirpes resistea SMX e amplificacao por
PCR do gene de rRNA 16S de estirpes resistentes SMX

O DNA gendmico de cada uma das estirpes de batesistentes ao SMX foi
extraido utilizando o método descrito por Loncleakt 1993. Foi extraido por lise
quimica (lisozima + SDS), seguido por tratamento éenol/cloroférmio.

A amplificagdo por PCR é realizada com o par deciadores 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492R (TACGGMTACCTTGTTACGATT).
Ocorre a ampliacdo quase a totalidade do DNAr l6Slas fragmentos de cerca de
1600 pb. O meio de reacédo (gD) € composto de: 268 de &gua; 1Qul de tampéo de
PCR GreenGoTag® Flexi (Promega) 5X concentradal. 4e MgChL a 25 mM; 4uL
de dNTPsa 2,5 mM; fiL de cada iniciador de 4@M; 1,25puL de BSA a 10 mg.mte
0,25 pL de GoTaq® FlexiDNA Polimerase a 5 {ll.l. Este meio de reacao,
suplementado comp2 de DNA gendmico, foi colocado num termocicladBrofad) e
submetido a uma desnaturacgao inicial de 10 minait®4 °C, seguido por 29 ciclos de
amplificacdo, cada um consistindo na desnaturagéd pnin a 94 °C, uma hibridacao
de 1 min a 55 °C e um alongamento de 2 min a 72>¥@rograma finaliza com um
alongamento final de 10 min a 72 °C. O tamanhobdaslas obtidas foi verificado por
eletroforese em gel de agarose 1%. A quantidad@N\defoi estimada por fluorometria

(Qubit, Invitrogen).

4.11.1 Analise dos fragmentos de restricdo do Diidssémico amplificado

Esta analise permite identificar as sequéncias MArL6S similar antes de seu
sequenciamento. Cerca deglde DNAr16S amplificado é digerido por 10 unidadas
enzima de Haelll (Invitrogen) durante 3 horas a°B7 Os perfis de restricdo séo
observados por eletroforese em gel de agarose @udate 2 h a 50V. O tamanho dos
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fragmentos de restricao foi avaliado utilizandooftvgare Quantity One (Bio-Rad). A
analise estatistica do perfil "ARDRA" foi realizadam o software XLSTAT. As
semelhancas entre os padrbes de restricdo forahmsaamias pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson. Estas semelhancas saoergptss graficamente na forma de
um dendrograma. O algoritmo utilizado para a cogéiv do dendrograma de
agrupamento € o método UPGMA.

As sequéncias com um perfil ARDRA 80% idénticosaestagrupadas em
conjunto. Um representante de cada grupo e todasmencias Unicas sao enviados

para o sequenciamento (Genoscreen, Lille).

4.11.2 Analise bioinformatica das sequéncias deggne codificam 16S rRNA de
estirpes resistentes a SMX.

As sequéncias obtidas foram comparadas pelo BLAS®M as sequéncias
genéticas RNAr 16S do banco de dados GenBank. di$seias dos trés organismos
mais proximos foram selecionadas, e algumas se@séde referéncia de cada um dos
principais filos de bactérias. O UCHIME presente mpacote de software
MOTHURV1.31.2 (Schloss, 2009) foi usado para pracyor sequéncias quiméricas.
Todas as sequéncias foram alinhadas com o MUSCuBa arvore filogenética foi

construida usando o método Neighbor Joining.

4.11.2.1 Extracéo de 4cido nucleico dos solos

O DNA a partir de diferentes amostras metagendnfmasxtraido utilizando o
kitFastDNA™ SPIN para solo (MP Biomedicals) de acordo com resricdes do
fabricante. A quantidade de DNA em cada amostravaliada por eletroforese em gel
de agarose a 1% para compara¢do com uma gama DhNialde vitela (Biorad) e por

fluorimetria QuBit (Invitrogen).

4.11.2.2 A amplificagdo por PCR da regiao hiperéasl V4 de codificacdo do gene
16S rRNA e fingerprinting molecular (DGGE) dos sodéstudados.

A amplificacdo por PCR anterior a analise DGGE df@tuado com o par de
iniciadores 515F-GC(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R @ITACHVGG
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GTWTCTAAT) (Caporaso et al., 2012). Os indicadopesmitem amplificar a regido
hipervariavel V4 da DNAr 16S, um fragmento de cate&250 pb. Um clamp de GC de
40 pb (CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGLGG GGGCACGGGGGEE) f
adicionado a extremidade 5'do iniciador 515F pampedir a separacdo completa dos
fragmentos de DNA no DGGE. A fim de comparar vagés de DGGE ente eles, um
marcador de tamanho foi preparado misturando afe®y/4 de 6 partes de estirpes
bacterianasAcinetobacter sp. XXI-6; Cellulomonas sp VI-6; Rimuonas sp |-4;
Pseudomonas aureofaciens; Escherichia coli K12 &ep®myces sp VII-6 O
marcador de tamanho foi colocado em cada gel DGGE.

O meio de reacdo (25L) foi composto de: 13,2HL.L de agua; pl de tampao PCR
GreenGoTag® Flexi (Promega) 5X concentradopl2 MgCl,a 25 mM; 2L de
dNTP2,5 mM; 0,5uL de cada indicador a 10M; 0,625puL de BSA a 10 mg.mt e
0,125 uL de GoTaq® Flexi DNA Polimerase a 5lll*. Este meio de reacdo,
adicionado de JuL de extrato bruto de DNA metagenémico a 1Quhg, foi colocado
num termociclador (Biorad) e submetido ao segumtgrama: desnaturacéo inicial de
3 min a 94 °C seguido 29 ciclos de amplificacdoacah consistindo de desnaturacao
durante 45 segundos a 94°C, 1 min de hibridizagd0 &C e um alongamento de 1,5
min a 72°C. O programa finaliza com um alongamel®d 0 min a 72°C. O tamanho
dos fragmentos amplificados obtidos € verificado eletroforese em 1% de gel de
agarose. A quantidade de DNA é estimada, comoiamtente, por comparagcdo com
uma gama de DNA de timo de vitela.

A analise DGGE foi realizada com um sistema de BQ®&io-Rad). Quantidades
iguais de produto de PCR (~ 300 ng) foram carregadan gel de poliacrilamida a 6%
(m/v). Géis de poliacrilamida contendo um gradiet¢esubstancia desnaturante, que
varia de 40% na superficie do gel até 60% na pafieeior do gel (uma solucdo 100%
de desnaturacdo contendo formamida a 40% (v/v)ééa UuFM). A separacdo dos
produtos PCR foi realizada durante 16 horas a 68nvVum banho de TAE 1X (40 mM
Tris, 20 mM acetato de soédio, 1mM EDTA) mantido®a°€. Os géis foram corados
com SYBR Gold (Invitrogen), 1/10000 (v/v) durant@inutos no escuro, depositados
sobre uma placa UV a fim de visualizar os fragmeni® DNA, e fotografados com um
sistema GelDoc XR (Bio-Rad).

Cada banda é considerada uma unidade taxondmicacap®l. As analises dos

perfis das comunidades bacterianas foram realizailezsando Quantity One (BioRad).
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O ruido dos géis foitratado pelo algoritmo "rollbad)” com um raio de 50 pixels. Apds
normalizagdo dos géis, foram usadas as bandas woGmico pico superior a 2% da
intensidade do pico de intensidade maxima. A intded® em cada pico (Pi)
corresponde a superficie relativa em cada péfiE(ni/N’ ondeni € a area sob o pico
de i, eN’ é a soma das areas de todos os picos do mesnih peiritensidade relativa
de cada banda foi utilizada para calcular os isditediversidade de Shannon-Weaver
(H'= - ZPilnPi) e Simpson (D=Iini(ni-1)]/[N(N-1)]). A riqueza das espécies (S’)
corresponde ao numero total de bandas por pesfilimao indice de Pielou (J'=H'/LnS)
que representa a uniformidade do niamero de espbaigsrianas em cada amostra
também foi calculado.

Uma vez que os dados sao distribuidos de maneraimi§orme, a comparagao
dos indices da diversidade é realizada utilizango teste ndo-paramétrico (Mann-
Whitney).

As semelhancas entre os padrbes das bandas fosdisadas pelo coeficiente de
correlagédo de Pearson. Estas semelhancas saoergptss graficamente na forma de
um dendrograma. O algoritmo utilizado para a cogéiv do dendrograma de
agrupamento € o método UPGMA.

As bandas de interesse foram cortadas do gel D@GEoIvido em 2QuL de
agua ultra pura durante a noite a 4°C, re-ampliicaom o mesmo conjunto de
iniciadores e sequenciamento (Genoscreen, LilEng¢a). A analise Bio-informatica foi
realizada como anteriormente. Também foi realiaada pesquisa de homologia com
as sequéncias de DNAr 16S completas das cepagiaaateisoladas e resistentes ao
SMX.

4.12 A amplificagédo por PCR dos genes de resistéa@o SMX, sull, sul2 e sul3

Esta amplificacdo é realizada para determinar sepga de genes plasmideo de
resisténcia ao SMX (sull, sul2 e/ou sul3) nos sekisidados e nas cepas resistentes
isoladas. O meio da reacédo € idéntico ao desaritoaa Os iniciadores utilizados para
detectar os genes sull e sul2 sdo SullF 5-GCCAG& ACT TCT CCT TC-3 ', 5'-
CAG SullR TCC CCG ATT GCA ATA TC-3', 5-CTC Sul2FT& TCG TCC ACA
GAC GA-3 'e 5-GAA Sul2ZR GCG GCC CAG CAA TTC AT-3 temperatura de
hibridacdo € de 55 °C (Chen et al., 2004). Pard, %l iniciadores Sul3F 5-CAA GAT
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TTT GAG TGG AAT CG-3 'e 5'Sul3R CAT CTG CAG GGC TTTA TAG GGA
ACC-3' séo utilizados em uma temperatura de hibadade 51 °C (Perretene Boerlin,
2003).

4.13 Transporte dos antibiéticos no solo

Os ensaios de transporte foram realizados seguwngmtocolo experimental
adotado por Carmo et al. (2012). O dispositivo erpental foi composto por colunas
de solo em vidro com 5,0 cm de comprimento e 2,5lerdiametro interno; uma bomba
peristaltica; um coletor de fragbes; um cromatagréhico para determinacdo das
concentracdes de KBr das solucdes efluentes de caldaa; capilares de teflon
flexiveis com 2,0 mm de diametro interno; e balangmitais para determinacdo da
massa de solucdo deslocadora aplicada nas colenaslal O acondicionamento do
solo na coluna foi feito em camadas de aproximadé#armk cm levemente compactadas
até gue atingisse a massa especifica aparenteteaono campo para cada solo.

Apds a montagem, as colunas foram saturadas, niidsemscendente das
mesmas, com solucéo iénica de Gafd concentracdo de 5,5 ¢,Lproxima a da
solucdo do solo, para que os coléides das amosteassolo ndo sofressem
desestabilizacdo, comprometendo a permeabilidaddala diminuicéo da forca i6nica
(Johnson et al., 1996). O volume da solucdo de Latllizado para saturacdo das
colunas, até a formacdo de uma fina lamina de Aguapo das mesmas, foi utilizado
como volume de poros (¥ Os ensaios consistiram em deslocar por meionda u
bomba peristaltica conectada a parte superior Waapcerto volume de liquidog\gue
OCUpOU O espaco poroso contido em uma coluna ag ot meio de uma solucéo
contendo o soluto (tracador ou soluto interative)cdncentracdo -a uma velocidade
aparente média v, tendo os efluentes da solu¢cétados na base da coluna, por meio
de um coletor de fracdes.

O soluto tende a se difundir ao mesmo tempo emsquefiltra a velocidades
variaveis, através dos poros do solo, originandormacdo de uma zona de mistura
caracteristica do estado de disperséo do solutoitbtfou-se a progressdo do avanco do
soluto, medindo-se a concentragcdo C do efluenteunso do tempo. A evolucéo da
razdo C/@ em funcdo do numero de volumes de poros do ediueolietado (V/Y)

forneceu a curva de eluicdo do soluto.

53



Nos ensaios com KBr para determinacéo dos parasneiticodispersivos (D, R,
A, Pe) e reatividade do SMX, dos dois solos, fordifizadas as vazodes de 0,2; 0,45 e
0,7 cm3 mirt. Estas vazdes correspondem a precipitacdes nulia$,5; 55 e 85,5 mm
h' nas cidades de Recife e Macon. Para cada vazéom frealizados ensaios em
duplicata, nas concentracdes™10l0* e 10° M. As amostras do efluente foram
coletadas em tubos de vidro para evitar perdasg@georcdo. A quantificacdo do SMX
foi conforme descrita no item 4.3

Os valores de concentracao relativa (§f/€ de seus respectivos valores de
namero de volume de poros foram submetidos ao acdt@XTFIT 2.0 (Parker & van
Genuchten, 1984) para a resolucdo numérica do matielconveccao-dispersao cuja

equacao diferencial parcial € dada por:

aC _14%C_acC

— (4.2)

ot P 622 0z
em que C é a concentracdo do soluto, expressa essang@ soluto por volume de
solucdo [ML?]; z é a coordenada espacial [L]; t é o tempo PTE o nimero de Peclet
[1]; e R é o fator de retardo [1].

As condi¢Oes de contorno para a equagéao (1) foram:

- Condicao inicial:

C(z,0)=0 (4.3)
- Condigéo de contorno inferior:
a—C(OO, t)=0 (4.4)
0z
- Condicao de contorno superior:
1 0C C X E
-———+C=4 ° ¢ (4.5)
Peodz 0 t ¢

em que G é concentracdo do soluto na solugéo deslocadota’jiM é o tempo (T); e

t,€ 0 tempo de aplicacédo da solucéo deslocadora [T].
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sorgéo do SMX

Esta parte do estudo da cinética de sorcdo do Sktérrdina o tempo de
equilibrio durante os experimentos em batch. Ateaéle sorcdo do SMX para o solo
Macon e para o solo Recife é apresentada na Fufafase inicial de sorcdo foi
similar em ambos os solos. Observa-se que o eqaikmtre o0 SMX em solucdo e o
adsorvido no solo foi alcangado apds 8 horas deatmentre o solo e a solugédo, tendo
o Macon adsorvido uma quantidade de SMX da orde®0dmg.kg', enquanto para o
Recife esse valor foi da ordem de 100 md.k@s valores da taxa inicial de sorcéo
(modelo de cinética de segunda ordeka),para o SMX foram de 200 e de 120,48
mg.kg.h™* para o solo Macon e para o solo Recife, respentwte. Os dados para
sulfonamidas sugerem que um tempo de contato def@d hecessario para atingir o
equilibrio. Diva-Figueroa et al. (2010) observarsoncdo mais lenta para sulfonamidas
(12-48 h).

120 -

100 - o

<
<&
60 -

40 -

o0
S

*
*

St(mg/Kg)

O Recife

4 Macon

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)

Figura 5 - Cinética de sorcao do sulfametoxazaaio Macon e no solo Recife

Os gréficodog(Se-Styersus tindicam a aplicabilidade do modelo de primeira

ordem (Figura 6).

55



1.8 - y=-0,031x+1.713
R==0.,909
L6 ¢
14 -
002
o 1.2 - B
v 1,0
@ el
2 0.8 - * ¢
—
0.6 1 y=-0.050x+1,302
04 | ¢ Recife R==10,953
’ + Macon
0.2 - Linear (Recife)
SRR Linear (Macon)

0.0 T T T 1

il £
0 - Tem]Jio (h)

Figura 6 - Cinética de sorcdo de primeira ordemsudfametoxazol no solo Macon e no
solo Recife.

Os graficos lineares d#S versus tindicam a aplicabilidade do modelo de

segunda ordem (Figura 7).

O modelo cinético de primeira ordem se mostroueqaddo para descrever a
cinética de sorcdo para o SMX em ambos os solaoap qmode ser verificado pelos
valores subestimados da capacidade de sorcao dlibeguS.;. Observando a Tabela
6 verifica-se que resultados satisfatorios pardX 8m ambos os solos foram obtidos

com a aplicacdo do modelo de cinética de segurtiaror
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Figura 7 - Cinética de sorcao de segunda ordenulffmsetoxazol no solo Macon e no
solo Recife.

Tabela 6 - Valores das capacidades de sorcado eitibequ Sel e Se2; das taxas
constante de sorcao, k1, k2 e ki; e dos coefickedte determinacéo, r2, para os trés
modelos e ambos os solos.

Solos Capacidade de sor¢cdo Taxa de sorGaeficiente de determinacao
d
Cinética de primeira ordemC% =k(S,-S)
S ky 2
mg.kg* ht -
Macon 20.05 0,115 0,953
Recife 51,75 0,022 0,909

Cinética de segunda ordep% :kzsfz

Se2 ko 2

mg.kg* kg.mg*h™ -
Macon 94,33 0,031 0,999
Recife 105,26 0,011 0,994
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As isotermas de sorcdo do SMX segundo o modelorelenBlich para os solos
Recife e Macon podem ser observadas nas Figur&i§uea 9. A isoterma de sorgéo
para os solos estudados ocorreu de forma néo limekcando que o solo Macon teve

maior sor¢do quando comparado com o solo Recifeneamas condicdes.
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g
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]
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0 T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5
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|

Log$ (mg/Kg)
n

0.5 -
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Figura 8 - Isoterma de sorcéo do sulfametoxazolXpi solo Macon nao estéril (a) e
estéril (b).
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Figura 9 - Isoterma de sor¢édo do sulfametoxazolXBi solo Recife ndo estéril (c) e
estéril (d).

As isotermas de sorcdo do SMX segundo o modeloashgrhuir para os solos

Recife e Macon podem ser observadas nas Figusditira 11

59



0,25

y=0,223x+0,019 (a)
R?=0,958
0,2 - _.
' K= 0,085 *
0,15 -
¥
S
Lo |
0,1 -
0,05 1 + MaNao Esteril
—— Linear (Ma Nao Esteril)
O I’ I I I I 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
r ’ 1,c ’ ’
0,35 7 y=0,342x+0,016
R?=0,995 (b)
3,3 -
K,=0,04678
0,25 -
0,2
v
-
0,15 -
0,1 -
0,05 - + Ma Esteril
——Linear (Ma Esteril)
O I’ I T I T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

1/C

Figura 10 - Isoterma de sorcdo do sulfametoxazdXBno solo Macon néo estéril (c)
e estéril (d).
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Figura 11 - Isoterma de sorcao do sulfametoxazdX{5ho solo Recife ndo estéril (c) e
estéril (d).

Tabela 7 - Valores dos coeficientes de distribuigdear (K) para os solos Macon e
Recife em condi¢cfes estéreis e ndo estéreis.

Solo Condicdo k médio Ks Ke Media dos K
Macon N&o e'stéril 4.17 4.44 3.83 4.14
______________________ Estéril 299 . ..300 298 299
Recife Nao e'stéril 3.57 3.48 3.67 3.59

Estéril 2.24 0.92 3.50 2.21

Os coeficientes de distribuicao linear)kdeterminados neste estudo, 3.57 e 2.24

cm’.g* para o solo Recife n&o esteril e esteril, respastante, e 4.17 e 2.99 para o solo
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Macon nao esteril e esteril. Observou-se que amsaigdo do SMX ocorreu para 0
solo Macon quando comparado com o solo Recife (&ahe O valor de K para os
antibioticos também varia com o tipo de solo. Asagbes nas quantidades sorvidas
nao estdo necessariamente correlacionadas conr deemarbono organico dos solos,
como é observado para a maioria das substanci@nioag hidrofébicas, como os
pesticidas e outros poluentes aromaticos (Toll812Boxall et al., 2003). Estes valores
concordam com o estudo de Srinivasan et al, (20dd¢ os valores de Kf variam entre
2,37 e 6,75 e as isotermas sao nao-lineares.

Srinivasan et al, (2014) estudaram dois solos, taMaero com 2,1% de teor de
carbono organico e o solo vulcanico (Horotiu) cdio teor de alofana. O solo com alto
teor de carbono orgéanico possui 0s menores valdee&f para sulfametoxazol e
sulfachloropyridazine. Estes autores observaranbéamgue a sor¢do das sulfonamidas
diminuiram quando o pH aumentou, presumivelmergeidd ao aumento da propor¢édo
da forma anibnica estar presente na solucao.

Os modelos de Langmuir e de Freundlich foram capdeese ajustar aos dados
de equilibrio obtidos experimentalmente, obtendpesemeio dos ajustes os parametros
de adsorcgéo. Entre os modelos, o de Freundlichrowosima maior aproximagédo com

os dados obtidos experimentalmente.

“ :‘ _
s O Recife
i m Macon
2.0 - =
% 1.5 - E
2
> tog
2 1.0 - 0 _— .
0.5 - im
{}_{} T T T 1
0 2 4 6 3

p
Figura 12 - Sorcdo do SMX em funcéo do pH.
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A sorcdo variou em funcdo da variagcdo de pH. Parhoa os solos houve
alteracdo na cor do sobrenadante apds o tempatdeday A molécula do SMX possui
dois grupos aminas que sao ionizaveis em solugdasagassim o sulfametoxazol pode
estar presente nas formas positiva, neutra ou imagats sulfonamidas apresentam
carater acido em condi¢cGes naturais de pH e, gortas valores de gaumentaram
consideravelmente (1 a 30 L:Rgcom a diminuic&o nos valores de pH (8 a 4), deeid
neutralizacdo de suas moléculas, que sdo protoeataslores menores de pH (Thiele-
Bruhn, 2003). Por outro lado, em valores maiorepde(pKa + 1), a maioria das
moléculas (> 90 %) encontra-se na forma anidnieads repelida eletrostaticamente
pela superficie coloidal dos solos (Kahle & Stan2®)7). J& os compostos do grupo
das sulfonamidas, como a sulfametazina, apresemtiaaixa afinidade as particulas do
solo (Ko = 0,2 a 2 L.kg) e, portanto, sdo considerados méveis no perféalo. Isso
pode ser ratificado pelas observacdes de que mesaBusulfonamidas foram detectados
em amostras de aguas subterraneas (Hirsch e988).10 SMX tem um baixo Kow (-
0,1 a 1,7; Primor, 2008), e é hidrofilico e polssas propriedades permitem ao SMX
ser transportado por longas distancias sem senadigs@or sedimentos (Perez et al,
2005; Lindsey et al, 2001). Além disso, em condigdermais de pH ambientais (pH ~
7-8) o0 SMX é negativamente carregado (95-100 % &rin008). Essa propriedade
pode aumentar a velocidade de transporte em meimsgs, devido a exclusao de
anion.

O SMX possui natureza hidrofilica (logkow < 1) codois grupos amina
ionizdveis. Como resultado, em uma solu¢do aquossilfametoxazol pode estar
presente nas formas positiva, neutra ou negat@ao BH da solucdo estiver entre 0s
valores de pKa do composto (pH 1,4 e 5,8), sulfaraol esta presente
predominantemente como uma espécie neutra, engaeima do segundo valor de pKa
do composto (pH 5,8), 0 composto se torna uma &spéamegada negativamente. Essas
propriedades fisico-quimicas indicam que em pHo7m@ecanismo de adsor¢do no solo
desempenha um papel insignificante, devido a ré@pukdetrostatica entre 0os grupos
carregados negativamente do composto com a supectliregada negativamente do

solo.
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5.2 Biodegradacéao
5.2.1 Efeito da concentragdo do SMX sobre a bicEgao

As Figuras seguintes mostram a degradacéo do stbfaarol nas concentracdes
de 10" e 10°M.
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Figura 13 - Modelagem dupla cinética aplicada a@glod experimentais de

biodegradacdo do SMX em solo Macon estéril (a)ceas#ril (b) na concentracdo™0
M.
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Figura 14 — Modelagem dupla cinética aplicada aeslos experimentais de
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M.
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Figura 16
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Modelagem dupla cinética aplicada aeslosl experimentais de
biodegradacdo do SMX em solo Recife estéril (adi@ estéril (b) na concentracdo 10-

Para a concentracdo de’M em solo n&o esteril, em 21 dias de estudo obgervo

se uma queda de 92 e 63% na concentracdo do SMiXogasolos Macon e Recife,

respectivamente. Para a concentracdo d&1@m solo ndo esteril, em 30 dias a

concentracdo do SMX era aproximadamente 47 e 42&wdgu comparada com a

concentracao inicial para os solos Macon e Re@fpectivamente.

No solo Recife houve uma pequena diferenca endimmuicdo da concentracéo

do SMX entre o solo esteril e ndo esteril pararsa®s realizados na concentracao de

10*M. A maior degradacdo do SMX ocorreu para o temp@@ dias na concentracdo
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de 10°M em aproximadamente 92%. Observa-se que ocorremaior degradacdo do
SMX para o solo Macon nas 2 concentragbes estudaddscando que os
microrganismos desse solo estdo mais bem adapdgutesenca do antibiotico.

A degradacdo do SMX foi mais lenta nos sistemagaistdo que o0s sistemas nao
estéreis, o que implica que a atividade microbiesi& envolvida na degradacdo do
SMX. Por exemplo, no sistema nao estéril para o bacon 1M, o % residual do
SMX em 29 d é de 53% para o solo com concentragdbOiM e 4% em 10M, ao
mesmo tempo em que era apenas 58 % para a conéentla 10M e 37% em 1M
no sistema n&o estéril para o solo Recife. Poregpriste, 0 % residual de 72% (1)

e 34 % (10M) no sistema estéril para 23d no solo Macon, asmmoetempo que era 75
e 54% no solo Recife. Esta diferenca pode serudti#ba maior densidade de biomassa
microbiana no sistema nao estéril aumentando adekéodegradacéo. Lai e Hou, 2008
observaram que além do processo de biodegradaegm@dacao abiotica (volatilizacéo,
hidrélise, adsorcao e dessorcao) também podeerstatvido no esgotamento do SMX
do sistema de agua-sedimento.

A equacédo de dupla cinética apresentou bons ajasteglados experimentais,
para os dois solos estudados (Macon e Recife), pamncentracdo de SMX utilizada
(10* M), conforme se pode averiguar pelo coeficienteateclacdo (R) (Tabela 8).

O coeficiente de correlagdo (R) mostrou que o nwodel primeira ordem néo se
ajustou bem aos dados experimentais (Tabela 8).sksgleu, principalmente, porque a
biodegradacédo de sulfametoxazol ocorreu em dugsstdistintas, uma mais rapida e
outra mais lenta, tendendo para a estabilizacdobiddegradacdo. Isso ocorre,
provavelmente, devido a complexidade da molécula.

Autoclavagem nos solos é conhecido pela capacidadsterar as caracteristicas
fisicas, quimicas, e propriedades microbiologicasalo, devido a elevada temperatura
e pressao envolvida (Fletcher e Kaufman, 1980; Wblél, 1989). Por exemplo, os
solos esterelizados por autoclave aumentam as mpacées de carbono organico,
proporcionando um bom ambiente para os esporosri@wis que tinha sobrevivido ao
tratamento estéril (Tuominen et al., 1994). Uma gee a autoclavagem mata as
bactérias e ndo os esporos (Nowak e Wronkowsk&?)188possivel que a autoclave
realizada neste estudo pode nao ter sido suficipata esterilizar os solos. Outra
possivel explicacdo para a perda abiotica do SMXsatos pode ser atribuido a ligacao

irreversivel com os componentes do solo (Biald.e2805).
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Tabela 8 - Parametros da modelagem da biodegradacamX.

Primeira Ordem

Dupla Cinética

Solo C (M) Paréametro =2 Parametros =2
B A B c
10* 00169 09702 02624 0.1041 2.40E-03 0.9978
Macon
Esteril  10° 0.0278 0.6622  0.3540  0.1543 1.33E-02  0.7515
, 10* 0.0286 08977 02592  0.2786 4.24E-12  0.9608
Recife
Esteril  10° 0.0066 06235 0.348  0.5108 2.57E-12 0.687
Macon  10° 0.0209 09839 (9578 0.0465 8.02E-1) 0.9950
N&ao
estérii  10° 0.1054 gg77 0.1074 16158 9.15E-02 0.984
Recife 10 0.0223 0.8540 0.3709 0.1254 2.60E-03 (9818
Na,o_ 10° 0.0239 0.850 3.6E-15 (00149 2.43E-0z 0.849
estéril : ' ‘
5.3 Impacto

5.3.1 Evolucao das populacdes bacterianas

As figuras seguintes mostram o0 crescimento dasébast totais cultivaveis

presentes no solo Macon (Figura 17) e Recife (Bidil8) em solucdo de SMX nas
concentragdes 1M (Ma[SMX]10®) (a), 10°M (Ma[SMX]10™% (b) e 10M

(Ma[SMX]10®) (c) e cultivadas sem a presenca da solucéo coX @M testemunha)

(d).
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Figura 17 - Crescimento das bactérias totais @wdis [T], resistentes [R] e
degradadoras [D] do SMX, em placas de petri no Btdocon. Em contato com o solo
uma solucéo de SMX nas concentracfes 10-3M (adM.(Qb), 10-5M (c) e sem adicéo
de SMX (d)
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Figura 18 - Crescimento das bactérias totais @wais [T], resistentes [R] e
degradadoras [D] do SMX, em placas de petri no Baoife. Em contato com o solo
uma solugéo de SMX nas concentracdes 10-3M (adM.Qb), 10-5M (c) e sem adicéo
de SMX (d)

5.4 Isolamento e identificacao

5.4.1 Isolamento das bactérias cultivaveis totaessstentes ao SMX

Uma enumeracédo das bactérias totais cultivaveijUFresistente ao SMX foi
realizada para ambos os solos em TO e apo6s 3@eimeubacédo no escuro a 20 °C na
presenca de SMX a 0,1 mM. Uma vez que a culturabaltérias depende das
caracteristicas bioguimicas de cada do solo, caupsg a relagdo entre o numero de
bactérias resistentes ao SMX e o0 numero total deébas de cada solo (Tabela 9).
Inicialmente, a proporcédo das bactérias resistentasior no solo Macon que no solo

Recife (P = 0,002). Ap6s 1 més de incubacédo neepgasde SMX, a proporcdo de
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bactérias resistentes a esse antibiético aumertovatheira significativa no solo Macon
(P = 0,03) (Tabela 9). A proporgéo de bactériasteses também aumenta igualmente

no solo Recife, atingindo um nivel comparavel aeihdo solo Macon.

Tabela 9 — Contagem das bactérias cultivaveisst@aiesistentes ao SMX nos solos
Macon e Recife antes (T0) e ap6s 30 dias de inéwbegm 1d M de SMX (T30)

Nudmero de bactérias totais  NUmero de bactérias Razao
(NBT) resistentes (NBR) NBR/NBT
Macon TO 9,10.10 + 8,49.14 1,58.10 + 1,06.1d 0,17 £ 0,02
Macon T30 6,20.16 + 1,20.10 2,11.16 + 7,07.16 0,35+ 0,08
Recife TO 1,97.16 + 2,83.16 2,13.16 +1,13.10 0,11 +0,01
Recife T30 9,80.10 + 2,40.10 2,35.10 +9,12.10 0,25 + 0,09

5.4.2 Atribuicdo taxonbmica e analise filogenética

O DNAr 16S de 30 cepas resistentes ao SMX isoladaatir de cada solo TO e
T30 (120 sequéncias de DNAr 16S no total) foram |dicgdos por PCR e digeridos
com uma enzima de restricdo. Os perfis ARDRA olstidwam analisados e agrupados
em cluster. Sendo os perfis ARDRA de cada grupatic&s a 80%. Assim, uma
sequéncia de DNAr 16S representativa de cada chiasteequenciada. Uma atribuicéo
taxonOmica foi feita por comparacdo das sequénci@gas do banco de dados
GenBank (NCBI) e uma arvore filogenética tambémcfmstruida usando sequéncias
identificadas de referéncia que pertence a gralaelfacterianos (Figura 19). Apenas 8
sequéncias diferentes foram identificados para lo &tacon TO. Eles pertencem
exclusivamente as bactérias do género BacillusnfEirtes). Apds 30 dias de incubacgéo
na presenca de SMX, de 24 sequéncias diferentasfobtidas a partir deste mesmo
solo. Eles sdo membros do género Arthrobacter, pt®ire/ces, Bacillus,
Methylobacterium, Pseudomonas e bactérias Burkhaldeertencentes a trés filos
(Actinobactérias, Firmicutes e Proteobacteria). &®dro lado, o solo Recife possui uma
maior diversidade de bactérias cultivaveis resiskeao SMX em TO, com 26 diferentes
sequéncias identificadas contra apenas duas apd@sésnie incubacdo na presenca do
antibiotico. As bactérias isoladas no tempo TO greem ao género Arthrobacter,
Bacillus, Cupriavidus, Ralstonia, Burkholderia, &mwbacter e Pseudomonas e
pertencem a trés filos encontrados no solo de Maéaueles isolados em T30

pertencem ao género Bacillus e Burkholderia.
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Entre essas bactérias cultivaveis resistentes a¥, $hhuma possui um dos 3

genes plasmideo de resisténcia conhecidos ao ShauRro lado, os genes sull e sul2

foram detectados no DNA extraido dos solos MA eaRtes e apds da adigdo de SMX.
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y-Proteohacteria

Figura 19 - Arvore filogenética representando #agfio taxondémica dos 60 isolados
resistentes ao SMX do solo Macon (quadrado) e Récifculo) 30 dias de incubacéo

com SMX 0,1 mM.

As sequéncias de DNAr 16S de diversos isolados eseagiéncias mais

semelhantes na base de dados GenBank, foram ambath o algoritmo MUSCLE. A

arvore foi construida usando o método de Neighbmitly. Somente valores de

bootstrap (1000 repeticdes) acima de 80% sao iddsca
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Figura 20 - PCR-DGGE da regido hipervariavel VARNAr 16S gene codificando
comunidades bacterianas do solo temperado (MA) sotintropical (RE) com ou sem
tratamento com 0,1 e 1 mM de SMX nos tempos dé& &, 30 dias. As bandas indicadas
pelas setas 1 e 2

Os pontos "m" correspondem ao marcador de tamamigstindo de regides V4
das seguintes cepas bacterianas: 1, AcinetobartetXd-6; 2, Cellulomonas sp VI-6;
3, Pseudomonas sp I-4; 4, s Pseudomonas aureqfé&i@Escherichia coli K12, e

Streptomyces sp VIII-6
5.4.3 Efeito do SMX sobre a estrutura da comunidmaderiana dos solos

Para avaliar o efeito do SMX sobre todas as conaadleisl bacterianas dos solos
estudados, os rastros moleculares foram feitosrter pa regido hipervariavel V4 do
gene que codifica 0 RNAr 16S. Estes fragmentosricainplificados a partir do DNA
total extraidos de amostras de solo Macon e Rauifgbadas por 1, 15 e 30 dias na
presenca de e 10° M de SMX e discriminados por DGGE (Figura 20). Bua
réplicas independente do tratamento e tempo deébagéo foram analisadas e duas
amostras testemunhas, ndo tratadas, para cadietgudo.

A analise UPGMA mostra uma reparticdo dos padr@éelsasthdas em dois grupos
principais (23% de similaridade), correspondents dois tipos de solo e 8 grupos
menores (68 a 93% de similaridade), o que correlpan tempo inicial e aos 3 tempos
de incubacdo (Figura 21). No entanto, um artefatbgervado para uma réplica da

amostra de solo Macon tratado com SMX a 0,1 mMrderd6 dias. Os padrbes de
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bandas mostram cada réplica de similaridade 88%&a &%ara o solo RE e 82 a 97%

para o solo MA.

Distance
0,8 0.6 0,4 0.2 0,0

1 M | " 1 " 1
RED,1 mM15ja
i ] RE 0,1 mM 155b
1 ~RE ImM 155h
L RE1mMI5ja
RED;b
{ REOja
RE 0,1 mM 305b
RE 0,1 mM30ja
RE 1 mM30jh
RE 1 mM30ja
—REImMIjb
“RElmMlja
RED,1 mM 1jh
REO,ImMlja
MAO,ImMI15jh
MAImDM 15D
MAlmMI15ja
MAO,1 mM 15§ a
MA I mDM305H
MAO,1 mM30ja
MA 1 mM30ja
MAO0,1 mM30ih
MAO,1mM1ja
MAO,1mM 1jh
MA I mM 15h
MAImMIja
MAO;D
MAOja

Figura 21— Endograma desenvolvido pelo método UPGAjfupando os perfis de
DGGE mais semelhantes

O calculo do indice de Shannon (H"), e do indicSidgpson (D) mostram que 0s

solos nao tratados Macon e Recife tém uma divateidaequivalente

75



'

—+—RE-490
RE-477

-+—E, coli

o KB N W B U oo N
|
'_

Concentracao do SMX [mg.L-1]

E 3

b | | |

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo de incubacao (d)

Figura 22 — Biodegradacdo do SMX pela cepa RE-490, RE-4&l E.coli
DH5a. A concentracao inicial do SMX de 6 mg/L.

Tabela 10. A adicdo de 0,1 mM de SMX afeta negativamente e
significativamente a diversidade bacteriana do dRkrife para os 3 tempos de
incubacgédo testados. Além disso, a presenca de IdenBIMX no solo Recife provoca
uma diminuicdo significativa da diversidade apodies de incubagcdo. Em relacdo ao
solo Macon, nenhuma diminuicéo significativa daedsidade bacteriana foi observada
independentemente da concentracdo de SMX adicio@adltempo de incubagéo. Foi
observada para os dois solos nao tratados a dladesisemelhante das bactérias. Isso
diminui significativamente para o solo Recife ajpisubacdo de 1, 15 e 30 dias, com
10* M de SMX e apés 1 e 15 dias, com*1 de SMX. N&o foi observada nenhuma
diferenca na uniformidade entre os solos, assinmpgeema nenhum dos dois tratamentos
(antes e depois da adicdo de SMX).

Algumas bandas desaparecem ou se tornam predossnamiprimeiro dia apos a
adicdo de 0,1 ou 1 mM SMX. Este fenbmeno parecens&s pronunciado para o solo
Recife, especialmente onde duas bandas se tornadoritareas. Uma destas duas
bandas é comum a ambos os tipos de solo. Estespddis observados depois do
tratamento com SMX foram cortados, purificados eueaciados. A analise

bioinforméatica mostra que esta bactéria pertenceade género Arthrobacter e
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Burkholderia. Além disso, a sequéncia que reprasentoanda 2, exclusivamente

presente no solo Recife é 100% idéntica a regidoaslestirpes bacterianas isoladas a
partir de 16S rDNA tratada QE2 solo: RE-477, e RHEO: Esta relacionado a 98%
Burkholderia zhejiangensis (HE983367) Burkholdesp. OP-1 (HM802212) e
Burkholderiasp. SFA1 (AB232333), todos descritosmeoo capazes de degradar

organofosforados: o metil-paration (Lu et al, d&d20e fenitothrion (Kikuchi et al,

2012).

| N

—

—_

Concentracao do SMX [mg.L-1]
o KB N W B U oo N

2

Tempo de incubacao (d)

4 5

E 3

—+—RE-490
RE-477

-+—E, coli

Figura 22 — Biodegradacao do SMX pela cepa RE-R#3477 et E.coli DH&. A
concentracao inicial do SMX de 6 mg/L.

Tabela 10 — Valores do indice de diversidade, dguie espécies e uniformidade de
cada amostra de solo analisada. No primeiro (Tégintb sexto (T16) e vigésimo nono
(T29) dias de tratamento.

H' D S J

Macon Oj 2,73 £ 0,04 0,93 £ 0,01 22 +1,4 0,88

Macon 10°M T1  2,39+0,19 0,90 + 0,01 19 0,81 + 0,06
Macon 10° M T16 2,37 0,19 0,88 + 0,03 17 £2,8 0,84 0,02
Macon 10*M T29 2,39 + 0,04 0,88 18 +1,4 0,83 +0,01
Macon 10°M T1  2,55+0,18 0,92 22,5+0,7 0,82 0,07
Macon 10°M T16 2,44 +0,18 0,89 + 0,02 17+1,4 0,86 + 0,04
Macon 10°M T29 2,30 0,87 17,5 +0,7 0,80 + 0,01
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H’ D S J’

Recife TO 2,60 £ 0,03 0,91 2014 0,81 +£0,01
Recife 10° M T1 1,93 =+ 0,05* 0,84 +0,01* 10,5+ 0,7* 0,82 0B,
Recife 10° M T16 1,76 + 0,04* 0,79 £0,01* 9,5+£0,7* 0,78 £0,01
Recife 10° M T29 1,83 + 0,04~ 0,81 +£0,01* 10,5+ 0,7* 0,78+0,0
Recife 10° M T1 1,99 0,85 10* 0,86
Recife 10 M T16 1,76 = 0,08* 0,79 £0,01* 8,5x0,7* 0,82 +Q,0
Recife 10° M T29 1,97 0,82 12,5+0,7 0,78 £ 0,02

H " Indice de Shannon-Weaver (H' ERi In Pi)

D: indice de Simpson (D = Eipi (ni-1)] / [N (N-1)])

S: Ariqueza de espécies

J " indice de Pielou (J'=H '/ LNS)

* P <0,05; ** P <0,01 pelo teste de Mann-Whitney.

BioNT 1153 sites J-C 1000 repl. —001
———RE-477
100
FE-490

100

98- HM802212 Burkholderia sp. OP-1

93

KJ400396 Burkholderia sp. MP-1

100

AB232333 Burkholderia sp. SFA1

— JN256678 Burkholderia grimmiae

100 | 'HE983367 Burkholderia zhejiangensis

AB622644 Burkholderia sp. KM-A

AB622646 Burkholderia sp. KMG

¥ 17052 Burkholderia glathei

EF178442 Burkholderia cepacia

AY741342 Ralstonia pickettii

Figura 23 — Arvore filogenética representando iad#o taxondmica dos isolados RE-

477 e RE-490.
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As sequencias de DNAr 16S mais similares da basdades GenBank foram
alinhadas com o algoritimo MUSCLE. A arvore foi sttmida seguindo o método
Neighbor-Joining. Apenas os valores bootstrap (l1@@lcatas) superiores a 80% séao

indicados.

5.5 Mobilidade do SMX em colunas de solo

5.5.1 Caracterizacgéo hidrodispersiva com KBr

Os valores das variaveis determinadas experimeetdéémpara os ensaios de

deslocamento miscivel do KBr sdo apresentados held4d 1.

Tabela 11- Condi¢cBes experimentais para 0s ensaios de destotamiscivel do KBr
nos dois solos nas vazdes de 0,2; 0,45 e 0> frinT

Solo Ps Vy 0s Q q To
(gem®  (em?®)  (enPem®)  (en®min®)  (emhbY)  (h)

0,2 2,38 111

Recife 1,37 12,71 0,49 0,45 536 0,49
0,7 833 0,31

0,2 2,38 0,92

Macon 1,34 13,42 0,48 0,45 536 045
0,7 833 0,25

ps densidade aparente do solg; Volume de porod)s: umidade volumétrica; Q: Vazéo; q: densidade de
fluxo de Darcy; T: tempo de aplicacdo do pulso

As curvas médias de eluicdo do KBr ajustadas peldeto CDE, em colunas
com os solos Recife e Macon, saturadas nas vazde<2r0,45 e 0,7 ml mihe com a

concentracéo de 1 g'lde KBr sdo apresentadas na Figura 24.
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Figura 24- Curvas médias de eluicdo do KBr ajustgodo modelo CDE, em colunas
de solo Recife nas vazdes de 0,2; 0,45 e 0,7 milneima concentracdo de 1,0 g L-1
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Figura 25 - Curvas médias de eluicdo do KBr ajustguelo modelo CDE, em colunas
de solo Macon nas vazdes de 0,2; 0,45 e 0,7 mllneima concentracdo de 1,04.L
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O ajuste do modelo CDE aos pontos da curva dedaulp KBr para os dois
solos, nas vazdes de 0,2; 0,45 e 0,7 mI'nfiim adequado (Figura 24 e Figura 25). Em
todos os ensaios além de ter ocorrido uma simedriecho ascendente e descendente
de cada uma das curvas, também as curvas de etuggiourvas ajustadas pelo modelo
CDE passaram pelo ponto (0,5 @/C,0 V/Vp) (Figura 24 e Figura 25), confirmando a
boa qualidade do KBr como tracador quimico, estass$es resultados de acordo com a
literatura (Costa et al., 2006; Milfont et al., 3)@armo et al., 2012).

Os valores médios das condicbes experimentais e pasmetros
hidrodispersivos dos ensaios de deslocamento reismiwm o KBr na concentracédo de 1
g L™, para o solo Recife e Macon, nas trés vazéesaiscapresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - CondicBes experimentais e parametrdodispersivos dos ensaios de
deslocamento miscivel com KBr nos solos Recife edvla

v D R r2 A Pe
(ml min™) (cm hh (cm®h™) (cm)

Recife

0,2 6,28 £ 0,04 1,61 +£0,07 0,83 0,99 0,25 19,50

0,45 10,52 + 0,05 2,59 +0,06 0,65 0,99 0,24 20,30

0,7 16,43 £ 0,03 4,07 £0,03 0,71 0,98 0,24 20,18
Macon

0.2 4.00 £ 0.0 0.66 +0.0: 1.1€ 0.9¢ 0.1¢€ 30.3(

0.4t 7.72 +0.,0. 0,51 +0,0¢ 1.0z 0.9¢ 0.0¢ 75.6¢

0.7 12,94 +0,0 1.65 £+ 0,0 1.1C 0,9¢ 0.1Z 39,21

(x £ o ): médiat desvio padraoQ: vazdo; v: velocidade média da agua nos porogobficiente de
dispersao hidrodinamico; R: fator de retardament®ispersividade; Pe: n° de Péclet.

Os valores médios do fator de retardamento, R otwmRecife, nas trés vazdes
utilizadas e na concentracdo de 174 ficaram préximos a unidade, indicando que o
KBr néo sofreu interacdes nesses solos (adsor¢céxadusao) (Tabela 12). No solo
Recife, nas trés vazdes, foi constatada uma legkisio anidnica, especialmente na
vazao de 0,45 cm nmimn

A dispersividade,), foi obtida considerando-se a relacdo linear emtre

coeficiente de dispersao hidrodinamico, D, e acidimle média da dgua nos poros, v,
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ou seja, D3\ v. A partir dos valores de D ajustados e de vrdet®u-se\ para os dois
solos (Tabela 12), uma vez que a dispersividade disttamente relacionada com o
didmetro médio das particulas de solo (Milfontlt2906).

O solo Recife foi o mais dispersivo dos dois s@ossivelmente em funcéo de
diferencas no tamanho e arranjo de suas particakgjuais tendem a induzir a
formacao de poros largos, favordveis a uma imptatdistribuicdo de velocidades da
agua.

Em relacdo ao numero de Péclet, verifica-se quealaisssolos e nas trés vazdes
estudadas, os valores de Pe foram maiores queab@l@l'12), indicando que o processo

predominante de transporte é do tipo convectivor{Nuadri, 1993).
5.5.3 Transporte reativo do SMX

Os ajustes realizados pelo modelo CDE (utilizanslwalores de D obtidos nos
ensaios com KBr) aos pontos das curvas médiasudgieldo SMX nas colunas do solo

Recife, nas vazdes trés vazdes estudadas e nantagées de 1) 10* e 10° M séo

apresentados nas Figuras 26, 27 e 28.
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Figura 26 - Curvas médias de eluicdo do SMX ajastgublo modelo CDE, em colunas
de solo Recife na concentracédo déNithas vazdes de 0,2, 0,45 e 0,7 mL.Tin
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Figura 27 - Curvas médias de eluicdo do SMX ajastgublo modelo CDE, em colunas
de solo Recife na concentracdo déMithas vazdes de 0,2, 0,45 e 0,7 mL/min.
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Figura 28 - Curvas médias de eluicdo do SMX ajastaumblo modelo CDE, em colunas
de solo Recife na concentracdo déNithas vazdes de 0,2, 0,45 e 0,7 mL/min.

Nas Figuras 29, 30 e 31 sdo apresentados os ajaatzados pelo modelo CDE
aos pontos das curvas médias de eluicdo do SMXcolasas do solo Macon, nas

vazdes de 0,2; 0,45 e 0,7 ml Mia nas concentracdes de>100* e 10° M.
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Figura 29 - Curvas médias de eluicdo do SMX ajastgetlo modelo CDE, em colunas
de solo Macon na concentracdo déNihas vazées de 0,2; 0,45 e 0,7 mL/min.
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Figura 30 - Curvas médias de eluicdo do SMX ajastaetlo modelo CDE, em colunas
de solo Macon na concentracdo déNihas vazées de 0,2, 0,45 e 0,7 mL/min.
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Figura 31- Curvas médias de eluicdo do SMX ajustaéio modelo CDE, em colunas
de solo Macon na concentracdo d& Mnas vazdes de 0,2; 0,45 e 0,7 mL/min.
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O solo Recife apresentou 0 maior tempo de retepgé@o SMX, enquanto que
0 solo Macon apresentou um menor. Por meio dagdsge6 a 31, verifica-se que o
modelo CDE ajustou-se bem aos pontos das curvassngel eluicdo do SMX dos dois
solos. Os valores médios das condicdes experinsentai dos parametros
hidrodispersivos dos ensaios de deslocamento relsmivn SMX nas concentracées 10
3 10" e 10° M, para o solo Recife e Macon, nas vazdes de (48;®0,7 ml mitf sdo
apresentados na Tabela 13

Tabela 13 - Valores médios das condicdes experaisené dos parametros
hidrodispersivos dos ensaios de deslocamento miscom SMX nos solo Recife e
Macon, nas vazdes de trés vazdes estudadas e mantacdes If) 10* e 10° M,
respectivamente.

v D
Q' 1 1 1 R |‘2
(ml min™) (cm hY (cm? hh)
Recife
0.2( 3.27 + 0.6 0.31 + 0.0 0.87 0.9¢
3
10°M 0.4t 9.84 + 0.0! 1.37 +0.0: 0.9: 0.9¢
0.7¢ 9.88 + 0.0. 1.37 0.0 0.91 0.9¢
0.2( 2.86 + 0.0: 0.35 + 0.0: 0.7¢ 0.9¢
4
10°M 0.4¢ 10.11+0.0  1.25+0.0 1.0z 0.9¢
0.7¢ 18.85+0.0  1.41+0.0 1.11 0.9¢
0.2( 413 +0.0! 2.82 + 0.0 0.42 0.9¢
5
10°M 0.4¢ 10.03+0.0  2.70 +0.0. 1.0¢ 0.9¢
0.7¢ 8.53 + 0.0. 1.85+0.0 0.9C 0.9¢
Macon
0.2( 5.22 + 0.0: 0.69 + 0.0: 0.6¢ 0.97
3
10°M 0.4t 6.25 + 0.0 1.89 +0.0: 0.7¢ 0.9¢
0.7¢ 12.73+0.0  1.28+0.0 0.52 0.6
0.2( 4.39+ 0.0 1.40 £ 0.0; 0.67 0.9¢
4
10°M 0.4t 10.61+ 0.0 2.44+0.0 0.65 0.9¢
0.7¢ 18.17+0.0  2.70+0.0 0.8¢ 0.9¢
0.2¢ 6.43+ 0.0 3.38 + 0.0: 0.7t 0.97
5
10°M 0.4t 11.90+0.0;  7.18 +0.0: 1.1¢ 0.9¢
0.7¢ 13.08+0.0  7.48+0.01 0.67 0.9¢

(x £ 6 ): média + desvio padrdo; Q: Vazao; v: Velocidadidia da agua nos poros; D: Coeficiente de

dispersédo hidrodinamico; R: Fator de retardamento



O solo Recife apresentou retardamento (TabelasEB3)Jo o solo mais reativo
dentre os solos estudados. Esse comportamentospo@aplicado possivelmente pelas
interacdes do SMX com os éxidos de ferro (goefitayentes nesse solo.

Esse resultado é corroborado pelos trabalhos de &G&edersen (2010) os
quais, verificaram que em condi¢cdes aquosas, atgdpthcz de 7-9) no pH < 7-9
apresenta uma carga positiva de superficie e en» gD, uma carga negativa. Sob
condi¢des neutras de pH 6-7, as forcas eletroasatevoreceram a adsorcdo do anion
de SMX na superficie carregada positivamente dagseral. A associacao eletrostatica
entre o ferro e os grupos funcionais elétron seffilds do SMX, como as carbonilas,
pode ser considerado como um dos principais meuoasisle adsorcao.

Por sua vez, a elevada mobilidade (baixo fator etardamento) do SMX
encontrada no solo Macon € consistente com vasinsies (Thiele, 2003; Boxall et al,
2003, Thiele-Bruhn et al., 2004 & Burkhardt et 2005).

Apesar de 0 solo Macon apresentar um maior contd@duatéria organica, foi
observada uma baixa adsorcdo do SMX nesse solsilvyersente pela baixa
quantidade de componentes polares presentes ndaratganica que foram incapazes
de interagir com os sitios de ligacdo do SMX, confo demonstrado por Thielle
(2000).

Dessa forma, o solo Recife, em relacdo ao Macarsaptou 0 menor risco de
contaminacdo do lencol freatico existente nessadoggfrente a uma possivel
contaminacgdo pelo SMX, enquanto que o0 solo Macoesaptou 0 maior risco.

Srinivasan et al, 2014 observaram que a quantidadema recuperada para o
tracador brometo foi calculada como sendo 93% e 94%& dois solos na India.
Kurwadkar et al. (2011), observaram que o avanc¢Brd@correu entre 1 e 2 volumes
de poros em 3 solos norte-americanos com varigwipdades fisicas e quimicas. Os
autores também relataram recuperacdes de brometriden entre 95 e 100%.

O avanco para os antibiéticos ocorreram entre 4 D0 volumes de poros para
Matawhero, e entre 2,36 e 2,65 volumes de poros paolo Hamilton com 51% de
silte, 19% de areia e 30% de argila. A porcentag&émima recuperada na lixiviacao
para o sulfametoxazol, sulfacloropyridazina e sndtazina para solos Matawhero
(62% de silte, 11% de areia e 27% de argila) for@dd%, 78,1% e 45,4%,
respectivamente. Para Hamilton, no entanto, reegpes méaximas para 0s trés
antibioticos foram muito mais baixos, variando dé gara 58%. Estes autores

observaram que as sulfonamidas podem comportag-send maneira semelhante a um
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tracador conservador e 0 seu transporte sdo dapesd#o tipo de solo. Recentemente,
Kurwadkar et al. (2011) relataram que as recupesagio efluente da coluna de
sulfametazina e sulfatiazol foram de 50 a 90% @ 3%5%, respectivamente. Em outro
estudo 69-99,7% de sulfametoxazol, juntamente cem raetabdlito primario, foi

recuperado em efluentes de coluna (Fan et al.,)2011
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6. CONCLUSOES

Esta tese em cotutela foi realizada no LTHE da &hsidade de Grenoble e no
DEN da Universidade Federal de Pernambuco. Estausasmultidisciplinar teve como
objetivo caracterizar os principais processos queroclam o destino e o impacto de um
antibiotico, sulfametoxazol, em solos em ambientpital e temperado. Dois solos
com textura muito semelhante (siltosos) foram edles um em Recife, e outro no
Brasil e Macon, na Franca, para representar angsietropicais e temperadas,
respectivamente.

O trabalho consistiu, primeiramente, em caracterizapotencial de sorcao
(isotérma e cinética) do SMX em cada um dos schoa pstimar a sua retencao no solo
e identificar as fases principais responsaveis p@ara&orcdo e 0S mecanismos
correspondentes. Como esperado, 0 SMX é poucaretidambos o0s solos (Smax de
100 a 120 ng SMX § de solo o pH dos dois solos), com isotermas dedeonao-
instantanea (cinética de segunda ordem de sorcaép dinear em ambos 0s solos é
bem representado pelo modelo de Freundlich e o degrauir, prenunciando
biodisponibilidade significativa e mobilidade dess#ibiotico em ambos os tipos de
solo.

O impacto do SMX foi avaliado através da combinag&uma abordagem
quantitativa (enumeracdo de bactérias heterotdfiotais cultivveis resistentes ao
SMX) e uma abordagem qualitativa (mudanca no indieediversidade bacteriana
(Shannon e Simpson) medido por rastros moleculdestipo DGGE). Apds a
contaminac&o dos solos com SMX em concentragéesariam de 10 a 10°M, uma
rapida diminui¢do do namero total de bactériasalo i observada (- 32 e - 55% nos
solos de Macon e Recife, respectivamente) em cagéocom um rapido aumento no
namero e na percentagem de bactérias resistentt €+ 20%, em solos de Macon e
Recife, respectivamente), que, em seguida, foiesgmtado por até 35% do total de
bactérias (solo Macon) indicando um impacto sigatfvo sobre as comunidades
bacterianas do solo. Sobre o efeito do SMX na digade microbiana, os resultados
sobre 0s solos ndo contaminados mostraram esguinreiais das comunidades
microbianas muito diferentes entre os dois solo)aga os indices de biodiversidade
(Shannon) foram semelhantes e elevados em ambssasse assim como em riqueza

taxon6mica. Observou-se um efeito significativoRMX em ambos os solos, porém
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mais importante no solo do Recife. Por ultimo, @mudsra da comunidade microbiana
mudou significativamente ao longo do tempo (redudéobiodiversidade e riqueza
bacteriana) independente da concentracdo de aittidtilizado, ao contrario do solo
Macon, que foi menos afetada e parece, portantdas restavel, provavelmente
relacionado as bactérias mais resistentes adapaadadX. Apds a contamina¢cao com
0 SMX, observou-se o rapido desaparecimento dexxgropulacbes sensiveis e 0
surgimento de populagfes resistentes ao antibiéicqoerfis DGGE. As populacdes
bacterianas cultivaveis totais e resistentes ao Sktxam identificadas por
sequenciamento do DNAr16S, que mostraram uma poeiominancia de bactérias do
género Burkholderia ja conhecido por degradar msujioluentes orgénicos, como
pesticidas ou HAPs. Bactérias do género PseudomBaaglus e Arthrobacter também
foram identificadas entre as bactérias dominanpés aontaminacdo com SMX. Uma
espécie de bactéria comum aos dois solos e rasistenSMX pode ser identificada
como uma bactéria do género Arthrobacter. Tambémidéntificada uma bactéria
cultivavel cuja populacdo domina (40%) a estrutiaaomunidade bacteriana (DGGE)
no solo Recife. Esta bactéria estad relacionada oogénero Burkholderia e tem
capacidade de resisténcia (CIM > 1.k degradacdo de SMX I~ 0,5 d) sugerindo
um potencial muito importante para biorremediacd@ ainbientes (aquaticos ou
terrestres) contaminados por este tipo de produto.

Além disso, os genes de resisténcia ao SMX, sudll2 foram detectados no
DNA extraido das bactérias nos solos Macon e Rexifes e apds a adicdo de SMX
indicando a existéncia de um importante reservatda bactérias resistentes a este
antibiético.

Os resultados sobre a degradacdo do SMX em ambsaslas mostraram que 0
antibiotico tem uma persisténcia relativamente dacom uma meia-vida variando de
acordo com a concentracdo inicial de entre 6 ei&2 ghra 0 solo Macon e entre 25 e
80 dias para o solo Recife. A degradacdo do SMX¥geaser mais inibida a 101 de
SMX, confirmando a uma menor adaptacéao deste sobbgpresenca deste antibiotico.
A degradacdo do SMX é aproximadamente metade dadbegio quimica (hidrélise...),
correspondendo ao resto da biodegradacao efetwadaigrorganismos especificos, e,
em particular, pela Burkholderia previamente ider@dos e caracterizados. Os
parametros de sor¢éo e degradacgéo caracterizaslauas primeiras partes do trabalho
foram utilizados para calcular um indice de riseocdntaminacdo de aquiferos em

ambos os solos, ou 2,87 - 5,6 para solo Macon & 85-para o solo Recife. Em ambos
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0s solos, o indice calculado é superior a 2,8,eiggica um alto risco de contaminacgéo
da agua, particularmente no solo do Recife, emx@meom a persisténcia mais forte
de SMX neste solo.

Para validar esses indices de risco, a mobilidadeMX foi avaliada pelos testes
de coluna que mostraram uma mobilidade diferent&MX nos dois solos e superior
no solo Macon (bem representado por uma modelagetipd conveccao-dispersao),
contrariando os resultados de sor¢do que sugeriara retencdo mais forte do
antibiotico neste solo. No entanto, esta mobilidpdeece ser muito alta nos solos, de
acordo com a literatura, indicando um forte potainde transferéncia em ambos os
solos e, portanto, um risco significativo de cortemao das aguas subterraneas.

Todos estes resultados mostram que o SMX é umaatalpouco reativa com os
componentes do solo e, portanto, tem uma alta rdat#, dificultado pela presenca de
matéria organica no solo Macon e 6xidos de ferrsolo Recife. Este antibidtico é
degradado rapido e significativamente por mecarsshiéticos e abidticos, dando-lhe
uma persisténcia baixa, mas contrastando em ansbsslas estudados, especialmente
para baixas concentracdes que podem ser encontmadogio ambiente. Apesar desta
baixa persisténcia, e como a maioria das molédiltzativas, este antibiotico parece
altamente biodisponivel em ambos os solos e temimymacto significativo sobre os
microrganismos, mesmo em baixas concentracdes,fioatio a estrutura de suas
comunidades bacterianas, e favorecendo a emergé&uriatante de populacdes
adaptadas a presenca desse antibiotico e a sda tApdegradacao.

Todos estes resultados, portanto, abre novas gsest@luindo o risco associado
com o aumento da propagacdo de antibioticos noeartgomostrando claramente dois
tipos distintos de riscos: contaminacéo das aguisteisaneas por compostos organicos

potencialmente téxicos e o desenvolvimento detérsiga bacteriana em solos.
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