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RESUMO 

A vinhaça é um resíduo líquido proveniente da produção de etanol combustível a partir 
da cana-de-açúcar. Este resíduo tem sido utilizado há mais de 4 décadas na fertirrigação dos 
solos dos canaviais, sendo um aporte de água e nutrientes. Apesar da importância agronômica 
e econômica desta prática, a fertirrigação pode ser uma fonte de contaminantes para o meio 
ambiente, especialmente com relação à antibióticos, os quais são utilizados no processo de 
produção do etanol. Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar possíveis riscos associados 
à prática da fertirrigação, do ponto de vista da dispersão de contaminantes orgânicos no meio 
ambiente, com maior foco em antibióticos, e avaliar o impacto da presença de antibióticos na 
biodigestão anaeróbia da vinhaça. Para isso, três distintas abordagens foram adotadas, sendo: i) 
desenvolvimento de método LC-MS/MS para a análise de antibióticos (monensina, 
penicilina G, virginiamicina M1, virginiamicina S1, tetraciclina e eritromicina) em vinhaça, 
sendo avaliadas as técnicas SPE, SALLE e SPE on-line para o preparo de amostras. ii) Análise 
de amostras de vinhaça, solo e água subterrânea de áreas fertirrigadas com vinhaça, por dois 
métodos. O primeiro, baseado em LC-MS/MS para a determinação de 32 antibióticos de 
múltiplas classes, sendo avaliadas as técnicas de extração QuEChERS e ELP para as amostras 
de solo. O segundo, baseado em análise de investigação de compostos suspeitos (Suspect 

Screening) empregando estratégias avançadas com base LC-HRMS para avaliar a presença de 
7811 contaminantes, incluindo pesticidas, produtos farmacêuticos e uma ampla gama de 
produtos químicos industriais, entre outras substâncias. iii) Avaliação da inibição da produção 
de metano na biodigestão anaeróbia da vinhaça contaminada com diferentes concentrações dos 
antibióticos monensina, penicilina G e tetraciclina empregando reator em batelada (500 mL). 
Como resultado, foi verificado que as técnicas SPE, SALLE e SPE on-line mostraram-se 
adequadas para a extração da maioria dos analitos na vinhaça. Além disso, com o método SPE 
on-line-LC-MS/MS desenvolvido, foi verificado que a monensina é capaz de resistir ao 
processo de produção de etanol e foi detectada em uma amostra de vinhaça na concentração de 
14,3 ng mL-1. Nas análises LC-MS/MS para múltiplas classes de antibióticos não foram 
detectados contaminantes adicionais, sendo que as técnicas de extração QuEChERS e ELP 
alcançaram desempenho semelhante, com pontos positivos específicos para cada caso. As 
análises por LC-HRMS permitiram a identificação por tentativa de 19 contaminantes de 
preocupação ambiental na vinhaça, 12 no solo e 25 na água subterrânea de áreas fertirrigadas. 
Porém, nenhum destes compostos estão diretamente ligados à vinhaça, sendo que os resultados 
mostraram a existência de outras fontes potenciais de contaminação para as amostras 
analisadas, principalmente associadas à atividade agrícola moderna. Os estudos de biodigestão 
permitiram verificar que os antibióticos estudados são capazes de inibir parcialmente a 
produção de metano nas concentrações de 0,5 ppm para a monensina, 1,0 ppm para a tetraciclina 
e 0,01 ppm para a penicilina. Estes resultados indicam que a vinhaça contaminada com 
antibióticos pode comprometer a eficiência da produção de biogás por biodigestão anaeróbia. 
 
Palavras-chave:  Vinhaça. Etanol Combustível. Antibióticos.  LC-MS/MS. Biodigestão 
anaeróbia. 



 

   

ABSTRACT 

Vinasse is a liquid residue from sugarcane ethanol fuel production. This residue has been used 
for more than 4 decades in the fertigation of the soil of the sugarcane fields, providing water 
and nutrients. Despite the agronomic and economic importance of this practice, fertigation can 
be a source of contaminants for the environment, especially in relation to antibiotics, which are 
used in the ethanol production process. Thus, the objective of this work is to evaluate possible 
risks associated with the practice of fertigation, from the point of view of the dispersion of 
organic contaminants in the environment, with a greater focus on antibiotics, and to evaluate 
the impact of the presence of antibiotics on anaerobic digestion of vinasse. For this, three 
different approaches were adopted, being: i) development of LC-MS/MS method for the 
analysis of antibiotics (monensin, penicillin G, virginiamycin M1, virginiamycin S1, 
tetracycline and erythromycin) in vinasse, being evaluated the techniques SPE, SALLE and 
on-line SPE for sample preparation. ii) Analysis of vinasse, soil and groundwater samples from 
fertigates areas with vinasse, using two methods. The first, based on LC-MS/MS for the 
determination of 32 antibiotics from multiple classes, being that QuEChERS and PLE 
extraction techniques were evaluated for soil samples preparation. The second, based on suspect 
screening analysis employing advanced strategies based on LC-HRMS to assess the presence 
of 7811 contaminants, including pesticides, pharmaceuticals and a wide range of industrial 
chemicals, among other substances. iii) Evaluation of the inhibition of methane production in 
anaerobic digestion of vinasse contaminated with different concentrations of the antibiotics 
monensin, penicillin G and tetracycline in a batch reactor (500 mL). As result, it was possible 
to verify that the SPE, SALLE and on-line SPE techniques were suitable for the extraction of 
most analytes in vinasse. In addition, with the developed on-line SPE-LC-MS/MS method, it 
was possible to verify that monensin can resist to the ethanol production process and was 
detected in a vinasse sample at a concentration of 14.3 ng mL-1. In the LC-MS/MS analyzes for 
multiple classes antibiotics, no additional contaminants were detected, and the QuEChERS and 
PLE extraction techniques achieved similar performance, with specific positive points for each 
case. The analysis by LC-HRMS allowed the identification by tentative of 19 contaminants of 
environmental concern in the vinasse, 12 in the soil and 25 in the groundwater from fertigated 
areas. However, none of these compounds are causally linked to vinasse, and the results showed 
the existence of other potential sources of contamination for the analyzed samples, mainly 
associated with modern agricultural activity. The digestion experiments showed that the studied 
antibiotics can partially inhibit the production of methane at concentrations of 0.5 ppm for 
monensin, 1.0 ppm for tetracycline and 0.01 ppm for penicillin G. These results indicate that 
vinasse contaminated with antibiotics can compromise the efficiency of biogas production by 
anaerobic digestion. 
 
Keywords:  Vinasse. Ethanol Fuel. Antibiotics.  LC-MS/MS. Anaerobic Digestion.
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Introdução 

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de etanol combustível, ficando atrás 

apenas dos Estados Unidos da América. Em 12/10/2020 havia no Brasil 362 usinas produtoras 

de etanol combustível autorizadas pela ANP (Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e 

Biocombustíveis) para atuação no mercado do etanol combustível (ANP, 2020a). A maioria 

destas usinas são complexos industriais mistos, capazes de produzir tanto etanol quanto açúcar. 

Toda esta infraestrutura tem sua origem impulsionada pelo Programa Nacional do Álcool 

(Proálcool) na década de 70 (AMORIM et al., 2011) e está concentrada na região centro-sul e 

nordeste do país, Figura 1, sendo responsável por uma produção total de  35,6 bilhões de litros 

de etanol e 224,5 milhões de toneladas de açúcar na safra 2019/2020 (CONAB, 2020). Vale 

destacar que no ano de 2019 a quantidade de gasolina comum (gasolina com adição de etanol) 

vendida no país foi de 38,2 bilhões de litros (ANP, 2020b). Desta forma, fica evidente a 

importância deste setor na composição da matriz energética brasileira como um setor 

estratégico em termos energético e econômico. 

Figura 1 - Distribuição das plantas produtoras de etanol combustível no Brasil. 

 
Fonte: ANP (ANP, 2020c). 

Para a produção do etanol combustível no Brasil é utilizada como matéria prima 

principalmente a cana-de-açúcar. Nos últimos anos, uma área de aproximadamente 8,4 milhões 

de hectares tem sido dedicada a esta cultura (CONAB, 2020). A cana-de-açúcar apresenta em 

sua composição de 10-17% de sacarose, principal carboidrato que é fermentado e convertido 
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em etanol. Entre as principais matérias-primas utilizadas mundialmente para a produção de 

etanol combustível, a cana-de-açúcar se destaca no Brasil e o milho nos Estados Unidos da 

América (NOGUEIRA et al., 2008). O etanol é um combustível renovável que tem grande 

destaque na diminuição da emissão de gases de efeito estufa, quando comparado aos 

combustíveis fósseis. Esta característica é mais marcante para o etanol oriundo da 

cana-de-açúcar e, no cenário atual, este combustível constitui uma alternativa para amenizar os 

efeitos nocivos da queima de combustíveis fósseis (SADEGHINEZHAD et al., 2014). 

O uso do etanol combustível, ao invés da gasolina, em veículos com motores de ciclo 

Otto, contribui com uma redução de emissão de 71% dos gases de efeito estufa, comparado 

com a gasolina (2009/28/EC, 2009), embora este ganho na redução da emissão tenha sido 

questionado, devido a diferentes metodologias aplicadas na análise e falta de transparência no 

dados utilizados (BICALHO; SAUER; PATIÑO-ECHEVERRI, 2019; DE SOUZA DIAS et 

al., 2015). Da mesma maneira,  o uso de misturas gasolina-etanol (~25% de etanol) também 

traz vantagens ambientais pois permitem abolir o uso de aditivos para melhoramento da 

octanagem como o MTBE (do inglês methyl tert-butyl ether) cujo impacto negativo no meio 

ambiente devido à contaminação de águas subterrâneas já foi verificado (FACETTI et al., 

2019).  

Embora o uso de etanol combustível apresente vantagens ambientais em relação aos 

combustíveis de origem fóssil, um complexo agroindustrial do porte deste setor também impõe 

novos desafios ambientais a serem superados, como por exemplo, a gestão dos resíduos 

gerados. Resumidamente, as etapas industriais envolvidas na produção do etanol combustível 

estão descritas abaixo (AMORIM et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2008) e esquematizadas na 

Figura 2:  

1) Extração do caldo da cana: esta etapa é realizada por moagem ou empregando 

difusores, extraindo o caldo de cana e gerando uma grande quantidade de bagaço de 

cana. O caldo de cana extraído pode ser utilizado tanto para a produção de etanol 

quanto de açúcar. 

2) Clarificação do caldo: o caldo é submetido a tratamento químico para coagulação, 

floculação e precipitação das impurezas e decantação/filtração para remoção dos 

sólidos. Como resultado, tem-se um caldo com menor quantidade de sólidos e a torta 

de filtro, que é o montante de sólido removido. 
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3) Evaporação: o caldo de cana tratado, quando destinado à produção de açúcar, é 

concentrado em evaporadores e cozedores para a cristalização do açúcar. Deste 

processo, resulta ainda o melaço (ou mel), solução residual rica em açúcar. 

4) Fermentação: o caldo de cana clarificado, ou o melaço diluído resultante da 

produção de açúcar, ou uma mistura dos dois (o mosto) é fermentada por leveduras 

produzindo o “vinho” com uma porcentagem de etanol na faixa de 8-9%. Após 

finalizada a fermentação, as leveduras são recuperadas por centrifugação e tratadas 

para serem empregadas em uma próxima batelada de fermentação. Já o vinho, é 

levado para a coluna de destilação.  

5) Destilação: nesta etapa o etanol é separado do “vinho” produzindo o etanol 

hidratado com aproximadamente 96% (v/v) de etanol e vinhaça (ou vinhoto)  na 

proporção aproximada de  1 L de etanol para 12 L de vinhaça. O etanol hidratado 

pode ser o produto final, que é empregado diretamente como combustível, 

concorrendo com a gasolina, ou pode ser submetido a desidratação. 

6) Desidratação: o etanol hidratado é enviado para colunas de desidratação para a 

remoção de água, produzindo o etanol anidro com aproximadamente 99,7% (v/v) de 

etanol. 
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Figura 2 - Esquema resumido das etapas da produção de etanol combustível a partir da cana-de-açúcar. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Como pode ser visto na Figura 2, os principais resíduos gerados na produção de etanol 

combustível a partir na cana de açúcar são a torta de filtro, o bagaço e a vinhaça. Estes resíduos 

são, na verdade, subprodutos, sendo reaproveitados e empregados na cadeia produtiva como 

matérias-primas para outros fins. No caso da torta de filtro e da vinhaça, estas são empregadas 

na fertilização do solo do canavial, diminuindo a demanda por fertilizantes minerais, além de 

diminuir a demanda por irrigação, no caso da vinhaça. Já o bagaço é utilizado para queima no 

sistema termoelétrico para geração de energia elétrica e térmica, as quais são utilizadas no 

próprio processo de produção do etanol, sendo que o excedente de energia elétrica é vendido 

para o sistema de energia elétrica brasileiro (NOGUEIRA et al., 2008). 

Entre os resíduos gerados, a vinhaça é o resíduo que enfrenta o maior desafio para a sua 

adequada destinação. Neste caso, a adequada destinação envolve o reaproveitamento da vinhaça 

gerando o menor impacto possível e geração de receita. A vinhaça é um resíduo líquido, 
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proveniente da etapa de destilação na produção de etanol. Sua composição é variável, contendo 

elevada carga de matéria orgânica e minerais como potássio, nitrogênio, fosfato e água, fazendo 

desta uma ótima fonte de nutrientes e água para o solo das plantações de cana-de-açúcar 

(BORDONAL et al., 2018), justificando assim seu emprego na fertirrigação dos canaviais. 

Atualmente, a fertirrigação dos canaviais com vinhaça é a prática mais empregada como 

destinação final da vinhaça gerada (MORAES et al., 2014). Desta forma, tendo como referência 

a produção de etanol da safra 2019/2020 e a proporção de 12 L de vinhaça para 1 L de etanol 

produzido (AMORIM et al., 2011), um montante de aproximadamente 400 bilhões de litros de 

vinhaça são reaproveitados anualmente por meio da fertirrigação. 

Tendo como base o volume de vinhaça que é reaproveitado anualmente por meio da 

fertirrigação, diversas são as preocupações relacionadas com esta prática. Entre estas estão a 

possibilidade de salinização do solo (FUESS; GARCIA, 2014), aumento na emissão de gases 

de efeito estufa (N2O e CH4) (OLIVEIRA et al., 2013, 2015) e contaminação de águas 

subterrâneas (GONZÁLEZ; MEJÍA, 2015). Desta forma, estes temas têm sido foco de pesquisa 

com o intuito de conhecer os impactos ambientais relacionados a fertirrigação com vinhaça. 

Além disso, a possibilidade da vinhaça ser uma fonte de dispersão de antibióticos para o meio 

ambiente tem chamado a atenção recentemente (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015; 

SULEIMAN et al., 2018). O uso de antibióticos na produção de etanol se dá na etapa de 

fermentação, sempre que os níveis de contaminação com bactérias colocam em risco a 

produtividade das leveduras responsáveis pela conversão do açúcar em etanol. Desta forma, a 

contaminação pode ser eliminada e a produtividade mantida (AMORIM et al., 2011).  

A dispersão de antibióticos no ambiente traz a preocupação relacionada ao aumento dos 

microrganismos resistentes a antibióticos (MARTI; VARIATZA; BALCAZAR, 2014). 

Antibióticos e genes responsáveis pela resistência podem alcançar os solos, as águas 

superficiais e subterrâneas por diferentes vias. A migração de substâncias entre os diferentes 

compartimentos ambientais depende de propriedades físico-químicas de cada molécula, as 

quais podem guiar processos importantes como solubilidade, sorção e reatividade que serão 

responsáveis pela sua mobilidade no ambiente. Desta forma, torna-se necessária a análise dos 

diversos compartimentos do ambiente com o intuito de identificar a ocorrência destes 

contaminantes (BOY-ROURA et al., 2018). 

Além da problemática relacionada à contaminação do ambiente, a presença de 

antibióticos na vinhaça pode comprometer a adoção de processos para a redução da carga 

orgânica da vinhaça por meio da produção de biogás. Atualmente, o processo que demonstra 
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maior viabilidade econômica para esta tarefa é a biodigestão anaeróbia, que permitiria reduzir 

a carga orgânica da vinhaça, produzindo o biogás (mistura de gases contendo principalmente 

metano) e isso sem diminuir a capacidade nutritiva da vinhaça para o solo (ESPANA-

GAMBOA et al., 2011). Entretanto, a presença de antibióticos na vinhaça pode comprometer a 

eficiência da conversão da matéria orgânica em biogás no processo de biodigestão anaeróbia, a 

qual depende de um consórcio de microrganismos que podem ser inibidos com a ação dos 

antibióticos (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015). Desta forma, o uso de antibióticos na 

produção de etanol combustível e a prática da fertirrigação com vinhaça dos canaviais, como 

forma de reaproveitamento e destinação final deste resíduo, trazem novos riscos que requerem 

maior investigação com o intuito de dimensionar os impactos decorrentes destas práticas. 

Entre as lacunas na literatura científica relacionadas a este tema, está a falta de estudos 

para a quantificação de antibióticos em vinhaça, além de solo e água subterrânea de áreas 

tratadas com vinhaça. Os trabalhos de analítica com vinhaça têm se restringido principalmente 

a determinação de sua composição/propriedade, como determinação de carbono orgânico total, 

nitrogênio total, enxofre total, DBO (demanda bioquímica de oxigênio), DQO (demanda 

química de oxigênio), sólidos em suspensão, sólidos dissolvidos, turbidez, salinidade, pH, 

carboidratos, aminoácidos, ácido oxálico, ácido acético, ácido lático, ácido fumárico, ácido 

succínico, glicerol, etanol, íons metálicos, nitratos, sulfatos, amônio entre outros (BENKE; 

MERMUT; CHATSON, 1998; CERÓN; AYERBE, 2013; CRESPI et al., 2011; DOELSCH et 

al., 2009; WILKIE; RIEDESEL; OWENS, 2000). 

Na literatura científica é possível encontrar trabalhos de determinação de antibióticos 

em diversas matrizes, como carne, peixe, ovo, leite, urina, ração animal, grãos secos de 

destilaria (tradução literal do termo em inglês “dried distillers grains”), águas superficiais, 

efluentes, solo, sedimento, entre outros (CHA; YANG; CARLSON, 2005; CHIESA et al., 

2015; DASENAKI; THOMAIDIS, 2015; DE ALWIS; HELLER, 2010; DELAHAUT et al., 

2010; FERRER; THURMAN, 2012; GÓMEZ-PÉREZ et al., 2015; SEKAR; WU, 2006; 

TURNIPSEED et al., 2001; ZHOU et al., 2012). Na maioria destes trabalhos a técnica analítica 

utilizada é a cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-

MS/MS), uma ferramenta capaz de realizar análises qualitativas e quantitativas de amostras 

complexas com elevada seletividade e com a capacidade de alcançar limites de detecção muitas 

vezes inferiores a ng mL-1. 

 Entre os antibióticos mais comumente aplicados durante o processo de fermentação 

etanólica estão a penicilina G, virginiamicina (composta pela mistura de virginiamicina M1 e 



27 

virginiamicina S1), monensina, tetraciclina e estreptomicina (HYNES et al., 1997; ISLAM; 

TOLEDO; HAMDY, 1999; MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015; MUTHAIYAN; 

LIMAYEM; RICKE, 2011; OLIVA-NETO; YOKOYA, 2001), os quais foram alvo de estudo 

neste trabalho. 
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Conclusão Geral 

Os estudo realizados permitiram avaliar as técnicas de extração SPE, SALLE e SPE 

on-line para a extração dos antibióticos em vinhaça, sendo a SPE on-line se mostrou a opção 

mais vantajosa devido a pouca manipulação das amostras e consequente maior frequência 

analítica. Com o método analítico desenvolvido foi verificada a presença de monensina em uma 

das amostras de vinhaça analisadas, confirmando a hipótese de que a fertirrigação com vinhaça, 

oriunda da produção de etanol combustível na qual foi feito o uso de antibióticos, é uma fonte 

de dispersão de antibióticos para no meio ambiente. As análises realizadas nas amostras de água 

subterrânea e solo de áreas sujeitas à fertirrigação não detectaram contaminação de antibióticos 

nestas amostras. Porém, a abordagem de análise de compostos suspeitos mostrou-se uma 

ferramenta importante para a investigação do grau de contaminação das amostras analisadas, 

pois foi possível obter evidências de que a agricultura moderna é a principal fonte de 

contaminação para as amostras de solo e água subterrânea. Os resultados obtidos nos estudos 

de biodigestão anaeróbia evidenciaram que o uso de antibióticos na produção de etanol 

combustível tem potencial para comprometer a produção de biogás em sistemas integrados de 

produção de etanol e de biogás por biodigestão anaeróbia da vinhaça. Desta forma, fica claro a 

necessidade da implementação de tecnologias alternativas ao uso de antibióticos para o controle 

microbiológico no processo produtivo de etanol combustível. 
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