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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 
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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. 

 

Objetivos 

Este trabalho tem o objetivo de suprir lacunas no conhecimento sobre as consequências 

do uso de antibióticos na produção de etanol combustível. Para isso, nos próximos capítulos 

serão abordados os seguintes estudos:  

I. Desenvolvimento de método analítico para determinação de antibióticos em 
vinhaça empregando LC-MS/MS. 

II. Avaliação de contaminantes em vinhaça, solo e água subterrâneas de áreas 
fertirrigadas com vinhaça por abordagens do tipo alvo e análises de compostos 
suspeitos (suspect screening). 

III. Avaliação da inibição da biodigestão anaeróbia termofílica da vinhaça por 
antibióticos. 
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Capítulo 1: Desenvolvimento de Método Analítico para Determinação de Antibióticos 
em Vinhaça Empregando LC-MS/MS 

1.1 Introdução  

A resistência a antibióticos é um problema a nível global que faz com que a eficiência 

dos antibióticos no combate às infecções seja reduzida devido ao surgimento de bactérias 

resistentes (HEUER; SCHMITT; SMALLA, 2011; MARTI; VARIATZA; BALCAZAR, 

2014). Estima-se que atualmente 700.000 pessoas morrem por ano no mundo por conta de 

microrganismos resistentes (MATTHIESSEN et al., 2016). Apesar do impacto deste tema na 

saúde pública, não há regulamentação para o uso de antibióticos na indústria sucroalcooleira. 

Desta forma, o setor sucroenergético passa a ser um potencial dispersor de antibióticos no 

ambiente devida à prática de uso de antibióticos no processo produtivo do etanol combustível 

e da fertirrigação dos canaviais com vinhaça. 

A capacidade de alguns antibióticos de resistirem ao processo industrial similar ao da 

produção de etanol a partir da cana-de-açúcar e estarem presentes nos resíduos gerados já foi 

anteriormente demonstrada por Duelge e colaboradores, ao analisarem grãos de destilação, um 

resíduo sólido oriundo da produção de etanol de milho (DUELGE; NISHSHANKA; DE 

ALWIS, 2017). Desta forma, espera-se que o mesmo aconteça com a produção de etanol a partir 

da cana-de-açúcar. No entanto, há uma lacuna de conhecimento sobre a existência ou não de 

antibióticos na vinhaça e, por consequência, se a prática de fertirrigação é responsável pela 

dispersão destes contaminantes no ambiente. 

A análise de antibióticos e outros compostos farmacêuticos em diferentes matrizes, 

como amostras ambientais (GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2013; 

RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015; VALSECCHI et al., 2015), alimentos (MORENO-

GONZÁLEZ et al., 2017; MORENO-GONZÁLEZ; GARCÍA-CAMPAÑA, 2017), esgoto 

(GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2013; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015) e 

outras (DUELGE; NISHSHANKA; DE ALWIS, 2017; LIMA GOMES et al., 2015) tem sido 

realizadas com elevada acurácia e alcançando baixos níveis de detecção empregando a 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) e 

utilizando técnicas de extração como SPE (GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2013; 

RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015), SALLE (MORENO-GONZÁLEZ et al., 2017; 

MORENO-GONZÁLEZ; GARCÍA-CAMPAÑA, 2017) e SPE on-line (GUSMAROLI; INSA; 

PETROVIC, 2018; LIMA GOMES et al., 2015; VALSECCHI et al., 2015). Desta forma, as 
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três técnicas de extração (SPE, SALLE e SPE on-line) seguida da análise por LC-MS/MS são 

abordagens promissoras na análise de antibióticos em diferentes matrizes, tendo sido as 

abordagens selecionadas para realização deste trabalho. Mais detalhes sobre estas técnicas serão 

abordados na sequência. 

1.1.1 Técnicas de Preparo de Amostra para Análise de Contaminantes de Preocupação 
Ambiental 

Na maioria dos casos, o preparo de amostra é uma etapa obrigatória para a análise 

química. Isso se deve ao fato de que poucos são os instrumentos analíticos totalmente 

automatizados capazes de realizar a manipulação da amostra e a análise em etapa única. O 

preparo de amostra pode ter dois objetivos principais. O primeiro é isolar o analito, eliminando 

componentes da matriz e promovendo uma limpeza da amostra (clean up). O segundo objetivo 

é concentrar os analitos, ou seja, transferir os analitos da amostra para um volume menor. Com 

estes dois objetivos, pode-se então eliminar componentes da matriz, que poderia afetar a 

performance do método e aumentar a detectabilidade (BORGES; PEREIRA; MANO, 2015). 

No contexto dos métodos cromatográficos, o preparo de amostra em geral é a etapa que 

demanda maior tempo do analista. (GRECCO et al., 2018). Esta etapa pode envolver 

procedimentos simples de manipulação da amostra como diluição e/ou filtração ou 

procedimentos mais complexos, envolvendo o emprego de técnicas de extração. No que diz 

respeito a análise de contaminantes orgânicos em amostras ambientais por LC-MS/MS, a 

técnica de extração mais empregada é a extração em fase sólida SPE (do inglês solid phase 

extraction) (KIM et al., 2018). Apesar dos diferentes sorventes empregados em SPE, o que 

permite o emprego da técnica para uma vasta gama de analitos, e da grande capacidade de 

enriquecimento do analito na amostra, a SPE é uma técnica muito laboriosa, fato que é superado 

pela extração em fase sólida on-line (SPE on-line). Outra técnica, que em termos de frequência 

analítica se coloca na posição intermediária entre SPE e SPE on-line, é a SALLE. Neste 

trabalho, as três técnicas citadas são alvo de estudo para a extração de antibióticos em amostras 

de vinhaça.  

1.1.1.1 Extração em Fase Sólida (SPE) 

A SPE tem sua origem na década de 70 como uma alternativa à extração líquido-líquido 

trazendo vantagens como a diminuição no consumo de solvente orgânico, ausência de 



 

30 
 

emulsões, possibilidade de automação, maior seletividade, entre outros. Esta é uma técnica de 

extração líquido-sólido, extraindo o analito de uma fase líquida por meio da interação da 

amostra com um sorvente sólido. Os dispositivos utilizados na SPE, denominados cartuchos de 

extração, podem apresentar variados formatos e os mecanismos de retenção do analito no 

sorvente pode envolver partição, adsorção, troca iônica (catiônica e aniônica), entre outros 

(ANDRADE-EIROA et al., 2016; JARDIM, 2010). 

De forma geral, as etapas envolvidas na aplicação da SPE estão resumidas na Figura 3 

e incluem: 

1. Condicionamento: ativar/equilibrar o cartucho com solvente compatível com o 

solvente da amostra. 

2. Introdução/percolação da amostra: a amostra é percolada no cartucho 

promovendo a interação da amostra com o sorvente responsável pela extração 

do analito. 

3. Limpeza com solvente (clean up): nesta etapa é possível eliminar componentes 

da amostra retidos no sorvente utilizando um solvente apropriado, que não seja 

capaz de eluir o analito e que possa eluir outras substâncias presentes. 

4. Eluição: empregando o solvente apropriado, os analitos podem ser removidos 

do sorvente e coletados para análise. 

Figura 3 - Etapas da extração em fase sólida. 

 
Fonte: Jardim e colaboradores (JARDIM, 2010). 

Usualmente, após a etapa de eluição, o extrato coletado é secado sob fluxo de nitrogênio 

e redissolvido em solvente apropriado para a análise. Como pode ser notado, são várias as 

etapas no procedimento de extração por SPE, o que demanda tempo de preparo e aumenta a 
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possibilidade de erro durante sua execução, sendo estas as principais desvantagens da técnica. 

Outra desvantagem é o elevado custo dos cartuchos de extração, pois os mesmos são de uso 

único, e após a extração são descartados (JARDIM, 2010). Apesar dos aspectos negativos 

apontados, a SPE oferece soluções para diversos problemas analíticos relacionados ao preparo 

de amostras. São diversos sorventes disponíveis comercialmente, o que faz a técnica apropriada 

para analitos (semivoláteis e não voláteis) com uma ampla faixa de propriedades, incluindo 

compostos neutros, polares, apolares, ionizáveis, entre outros. Além disso, analitos em baixa 

concentração podem ter sua concentração aumentada em até 5000 vezes, possibilitando sua 

análise quantitativa ou qualitativa em nível de traços (ANDRADE-EIROA et al., 2016; 

JARDIM, 2010). 

A extração em fase sólida é conhecida por ser uma técnica de extração laboriosa e 

associada com baixa frequência analítica, porém, a possibilidade de automação e a SPE on-line 

surgem para superar a limitação citada. Em ambos os casos, a necessidade de instrumentação 

dedicada à automação se torna um dos primeiros impasses para sua implementação. Outro fator 

limitante que pode ser um problema é a ocorrência de efeito memória (carryover), que pode 

limitar ou inviabilizar sua aplicação. Mas, superados os pontos destacados, tanto a automação 

quanto a SPE on-line trazem o aumento da frequência analítica, melhora da precisão e exatidão 

(ROSSI; ZHANG, 2000). Mais detalhes sobre a SPE on-line serão dados na seção 1.1.1.2.  

Os materiais mais largamente empregados como sorvente em SPE consistem em grupos 

orgânicos ligados quimicamente à sílica, como por exemplo os grupos C18 (octadodecil), C8 

(octil), fenil, ciano, diol, amino, amina quaternária, ácido sulfônico, ácido carboxílico entre 

outros. Os materiais poliméricos também se destacam, como por exemplo os sorventes baseados 

em copolímeros contendo dois monômeros que resultam em características hidrofílica e 

lipofílica em um único material (ANDRADE-EIROA et al., 2016; JARDIM, 2010), como é o 

caso dos sorventes HLB Supel™-Select, HLB Oasis® e  Strata™-X, por exemplo. Este tipo de 

sorvente apresenta muitas vantagens em relação aos sorventes baseados em grupos orgânicos 

quimicamente ligados à sílica, como por exemplo tolerância a uma ampla faixa de pH e 

capacidade de retenção de compostos em uma faixa de polaridade maior. Desta forma, estes 

materiais são os mais indicados para o desenvolvimento de métodos multirresíduos (que 

envolve uma grande quantidade de analitos) e multiclasses (que envolve várias classes de 

analitos), nos quais a necessidade de extrair substâncias com diferentes propriedades é 

recorrente (GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2013). De fato, um dos cartuchos de 

extração mais utilizados na extração de antibióticos em águas ambientais é o HLB Oasis®. Este 
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grupo de substância se apresenta em uma grande faixa de propriedades, incluindo substâncias 

polares, apolares, ácidas, básicas entre outras (SEIFRTOVÁ et al., 2009), fato motivador para 

o emprego de cartuchos de extração do tipo polimérico com características hidrofílica-lipofílica 

neste trabalho. 

1.1.1.2 Extração em Fase Sólida on-line (SPE on-line) 

A SPE on-line proporciona preparo de amostra e análise cromatográfica em etapa única. 

Isso significa menor manipulação da amostra e por consequência menor possibilidade de erro. 

Para isso, é utilizado um sistema cromatográfico bidimensional no modo comutação de coluna 

(column switching). Neste sistema, a primeira dimensão é a coluna de extração, e a segunda é 

a coluna cromatográfica. A coluna de extração é responsável pela extração dos analitos e 

limpeza da amostra, já a coluna cromatográfica é responsável pela separação cromatográfica 

propriamente dita. Ambas as dimensões trabalham simultaneamente, porém, o caminho que os 

analitos seguem no sistema cromatográfico é determinado pela posição da válvula comutadora 

que une as duas dimensões, como pode ser visto na  Figura 4. 

Figura 4 - Configuração do sistema cromatográfico bidimensional empregado na SPE on-line no modo 
back-flush. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

A injeção da amostra é realizada na posição de carregamento. Nesta posição, a bomba 

da injeção é responsável por levar a amostra injetada pelo injetor automático até a coluna de 

extração por meio do bombeamento da fase móvel da injeção. Na coluna de extração os analitos 

são retidos e por um curto período, a fase móvel da injeção, fluindo continuamente, promove a 
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limpeza da amostra. Simultaneamente, a fase móvel da separação cromatográfica flui pela 

coluna cromatográfica a equilibrando para o posterior recebimento dos analitos. Após finalizada 

a etapa de injeção/extração/limpeza da amostra, a válvula comutadora é acionada mudando para 

a posição eluição. Nesta posição, a fase móvel da separação cromatográfica flui diretamente 

para a coluna de extração, em sentido contrário ao da fase móvel de injeção, promovendo a 

eluição dos analitos e os transportando para a coluna cromatográfica, onde ocorrerá a separação 

cromatográfica. Desta forma, em etapa única, ocorre a extração e a separação cromatográfica 

(EUGÊNIA; QUEIROZ, 2017; KATAOKA; SAITO, 2012). 

1.1.1.3 Extração Líquido-Líquido Assistida pelo Efeito salting-out (SALLE) 

A SALLE é uma técnica de extração que se baseia na separação de fase entre dois 

líquidos miscíveis, sendo um deles água, promovida pela adição de alta concentração de sal, 

1-10 mol L-1. Neste processo são formadas duas fases, uma aquosa com alta concentração 

salina, e outra orgânica. Devido à alta concentração salina na fase aquosa os analitos migram 

para a fase orgânica, ocorrendo então a extração dos analitos na fase orgânica. Os primeiros 

relatos da aplicação desta técnica de extração remonta a década de 70 e desde então tem sido 

aplicada principalmente na análise de amostras biológicas (GRECCO et al., 2018; VALENTE; 

GONÇALVES; RODRIGUES, 2013). De forma genérica, as etapas envolvidas na aplicação da 

SALLE podem ser vistas na Figura 5. 

Diversos fatores afetam a eficiência da extração por SALLE, como por exemplo a 

identidade e a concentração de sal utilizada, o tipo de solvente orgânico (solvente extrator) e as 

propriedades físico-químicas do analito. Diversos sais como cloreto de sódio, sulfato de 

amônio, sulfato de magnésio, acetato de amônio, entre outros, já foram empregados na extração 

por SALLE em uma larga faixa de concentração. Vários solventes extratores também já foram 

estudados, como etanol, isopropanol, acetona, acetato de etila, acetonitrila, entre outros. A 

efetiva separação de fase vai depender do solvente extrator empregado e do tipo e concentração 

de sal. Em uma situação de efetiva separação de fase, a capacidade de extração será diretamente 

afetada pela solubilidade do analito no solvente extrator. Desta forma, definir o tipo e 

concentração de sal, o solvente extrator, e a proporção entre solvente extrator:amostra são os 

desafios iniciais para o desenvolvimento de método de extração por SALLE (GRECCO et al., 

2018; VALENTE; GONÇALVES; RODRIGUES, 2013). 
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Figura 5 - Etapas evolvidas no emprego da SALLE. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

1.1.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência  

A cromatografia é uma técnica físico-química de separação de componentes presentes 

em uma amostra. A separação cromatográfica se dá devido a distribuição das espécies e duas 

fases em contato. Estas fases são classificadas como fase estacionária e fases móvel (gás de 

arraste no caso da cromatografia gasosa), sendo que a fase móvel flui pela fase estacionária 

gerando um fluxo que transporta os componentes presentes na mistura a ser separada. Desta 

forma, as substâncias transportadas pela fase móvel, interagem com as fases estacionária e 

móvel de maneira imposta pelas propriedades físico-químicas das espécies envolvidas e, como 

resultado, tem-se que substâncias diferentes, no geral, migram pela fase estacionária em 

velocidades diferentes, ocorrendo assim a separação cromatográfica (COLLINS, 1997). 

O surgimento da cromatografia remonta os primeiros anos do século 20, com os 

trabalhos de Ramsey, realizando a separação de gases e vapores empregando carvão como 

sorvente e Michael Tswett, que separou pigmentos de plantas empregando um cilindro de vidro 

preenchido com sólidos finamente divididos e solventes orgânicos percolados por gravidade 

(MCNAIR; MILLER, 2009). Vale destacar que o conhecimento em métodos de separação, de 

uma forma empírica, já foi relatado muito antes do século 20, remontando a história da 

humanidade. Porém, somente no trabalho de Tswett é que o mecanismo de adsorção foi 

corretamente atribuído ao fenômeno envolvido na separação e o termo cromatografia foi 

empregado pela primeira vez. Desta forma, os trabalhos de Tswett são considerados como o 

marco inicial das técnicas cromatográficas e o século 20 é muitas vezes denominado o século 

da cromatografia (COLLINS, 2009).  
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As separações cromatográficas podem ser realizadas de diversas maneiras e uma 

variedade enorme de técnicas cromatográficas estão atualmente disponíveis para serem 

empregadas aos mais diversos problemas de separação. Pode-se dividir a cromatografia em dois 

grandes grupos, como a cromatografia planar e a cromatografia em coluna. Na cromatografia 

planar, a fase estacionária é disposta em uma superfície planar, como por exemplo a 

cromatografia em papel e a cromatografia em camada delgada. Em ambos os casos, a base da 

fase estacionária é imersa na fase móvel, a qual flui por capilaridade pela fase estacionária  

transportando a mistura a ser separada, cujos componentes migram diferencialmente e como 

consequência tem-se a separação. Já na cromatografia em coluna, a fase estacionária é disposta 

em tubos cilíndricos e a fase móvel flui pela fase estacionária por gravidade ou bombeamento 

(se a fase móvel á líquida) ou por pressão (no caso de a fase móvel ser gasosa). Dentro da 

cromatografia em coluna, é possível ainda realizar a classificação baseada no estado físico da 

fase móvel, como por exemplo cromatografia líquida (a fase móvel é um líquido), 

cromatografia gasosa (a fase móvel é um gás) e cromatografia de fluido supercrítico (a fase 

móvel é um fluido super crítico) (COLLINS, 1997). Neste trabalho, nos restringiremos a falar 

sobre a cromatografia líquida em coluna. 

A cromatografia líquida em coluna, como inicialmente empregada por Michael Tswett, 

fazia uso da gravidade para promover um fluxo de fase móvel através da fase estacionária. 

Porém, o desenvolvimento da instrumentação em cromatografia, assim como o 

desenvolvimento de colunas cromatográficas contendo fase móvel com características 

apropriadas para a separação cromatográfica de substância com diversas propriedades, levou 

ao desenvolvimento da cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE ou HPLC, do inglês 

High Performance Liquid Chromatography). O primeiro equipamento de CLAE 

comercialmente disponível foi inserido no mercado em 1960 pela Waters Associates e DuPont, 

sendo que deste então, a CLAE se consolidou como uma das técnicas de separação mais 

empregadas mundialmente (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010b). 

Equipamentos modernos de CLAE são compostos por vários módulos controlados por 

um computador. Esquematicamente, estas partes podem ser vistas na Figura 6 e estão descritas 

na sequência: 

1. Reservatório de fase móvel: parte responsável por acondicionar a fase móvel 

utilizada na separação cromatográfica. 
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2. Desgaseificador: modulo responsável por remover gases dissolvidos na fase 

móvel. 

3. Bomba: módulo responsável por promover o fluxo de fase móvel no sistema 

cromatográfico. 

4. Injetor automático (autoinjetor): módulo responsável por acondicionar e 

injetar as amostras no sistema cromatográfico. 

5. Forno da coluna: módulo responsável por acondicionar a coluna 

cromatográfica sob temperatura controlada. A coluna cromatográfica tem 

formato cilíndrico, geralmente de aço inoxidável, que é preenchido com a fase 

estacionária, geralmente composta por partículas de sílica modificada. 

6. Detector: módulo responsável por gerar um sinal analítico em decorrência da 

presença de uma substância. Sendo assim, o detector é responsável pela 

detecção, identificação ou quantificação das substâncias envolvidas. 

7. Reservatório para descarte: após passar por todo sistema cromatográfico, 

transportando as substâncias a serem separadas, a fase móvel segue para o 

reservatório de descarte ou é coletada para outras finalidades. 
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Figura 6 - Esquema representando as partes integrantes de equipamentos modernos de HPLC com 
destaque para a fase estacionária empregada na coluna cromatográfica. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

A grande versatilidade de aplicação da CLAE se origina, principalmente, nos diversos 

tipos de detectores existente, assim como  na grande variedade de tipos de colunas disponíveis 

comercialmente. Entre os detectores largamente empregados em CLAE podem ser destacados 

os detectores baseados em espectrofotometria no UV-Visível, no índice de refração, 

fluorescência, amperometria, condutividade, espalhamento de luz evaporativo, espectrometria 

de massas, entre outros (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010a). Mais detalhes sobre a 

CLAE empregando a detecção por espectrometria de massas pode ser visto na seção 1.1.2.1. Já 

quanto as colunas cromatográficas disponíveis, a maioria delas se baseiam em partículas de 

sílica, podendo ou não ser quimicamente modificadas, material denominado fase estacionária 

quimicamente ligada (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010). 

Além das classificações da CLAE já citadas, outras duas distinções são importantes para 

direcionar as discussões neste texto. A CLAE pode ser classificada como de fase reversa,  

CLAE-FR, (a qual emprega colunas com fase estacionária apolar e fase móvel polar, sendo uma 

mistura de água e outro solvente orgânico) (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010c) e de fase 

normal (a qual emprega colunas com fase estacionária polar, como a sílica, e fase móvel menos 
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polar e livre de água) (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010d). Vale destacar que, 

atualmente, a CLAE-FR é a modalidade mais empregada e a de fase normal tem seu emprego 

mais vantajoso em situações onde a baixa retenção da CLAE-FR inviabiliza seu emprego 

(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010d). 

A CLAE-FR é uma técnica de separação cuja aplicação é bastante diversificada, e isso 

se dá devido a vasta gama de colunas cromatográficas disponíveis. As fases estacionárias 

quimicamente ligada, predominantes em CLAE-FR, contendo um grupo orgânico 

quimicamente ligado na superfície de um material suporte, geralmente a sílica, proporcionam 

diferentes possibilidades de interação com as moléculas alvo da separação. Desta forma, o 

recobrimento orgânico nas partículas de sílica possibilita a partição das moléculas em contato 

íntimo com a fase estacionária. Este fato não impede que outros tipos de interação, como a 

adsorção, ocorram, Porém, o mecanismo de partição é tido como o principal no processo de 

separação cromatográfica por CLAE-FR. Os grupos orgânicos mais comumente empregados 

como fase quimicamente ligadas são C8 (Octil), C18 (Octadecil), fenil, PFP (Pentafluorofenil), 

ciano, entre outros (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010e). 

A migração diferencial dos analitos em uma coluna cromatográfica cria bandas 

cromatográficas que ao chegar no detector geram um sinal analítico que é registrado em função 

do tempo pelo sistema de aquisição de dados. Este registro é denominado cromatograma e um 

exemplo deste registro pode ser visto na Figura 7 para a separação das substâncias X, Y e Z. 

No cromatograma mostrado nesta figura, o tempo de eluição de uma substância que não é retida 

pela fase estacionária está representado por t0. Este é o tempo que uma substância, que não é 

retida pela coluna, leva para se deslocar do injetor até o detector do cromatógrafo. Já substâncias 

que podem ser retidas pela coluna cromatográfica, devido às interações com a fase estacionária, 

apresentam um tempo de retenção maior, como pode ser visto na Figura 7  os picos 

cromatográficos para as substâncias X, Y e Z, com destaque para tR(X), o tempo de retenção da 

substância X. O tempo de retenção de uma substância, associado ao sinal analítico gerado 

(espectro de absorção no UV-Visível ou espectro de massas, por exemplo) são importantes 

parâmetros qualitativos que permitem identificar uma substância. Além disso, a 

proporcionalidade entre sinal analítico e a concentração da substância é uma característica que 

permite realizar a quantificação de substâncias por meio a CLAE. 
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Figura 7 - Cromatograma genérico para as substâncias X, Y e Z. 

 
Fonte: adaptado de Snyder e colaboradores (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010c). 

1.1.2.1 Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de Massas 

A espectrometria de massas (EM ou MS do inglês Mass Spectrometry) é uma técnica 

que permite a análise de íons (orgânicos e inorgânicos) em fase gasosa e sob vácuo utilizando 

um espectrômetro de massas. Desta forma, para que a espectrometria de massas seja apropriada 

para a análise de uma determinada molécula, necessariamente, esta deve ser passível de 

ionização (LANÇAS, 2009). O desenvolvimento da MS remonta os trabalhos de J.J. Thomson, 

com os experimentos realizados com tubos de raios catódicos em 1897, e tem um grande marco 

na década de 80, que foi a demonstração da aplicabilidade prática da ionização por electrospray 

(ESI, do inglês Elestrospray ionization) realizada por John Fenn em 1984, o que acelerou o 

acoplamento da cromatografia líquida de alta eficiência com a espectrometria de massas 

(LANÇAS, 2009). O grande desafio no acoplamento da entre a CLAE e MS (denominado 

LC-MS, do inglês Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry) foi o 

desenvolvimento de uma interface que possibilitasse a transferência do analito, que está na fase 

móvel que é líquida) para a fase gasosa na sua forma ionizado. Este desafio foi superado com 

o desenvolvimento das fontes de ionização a pressão atmosféricas, sendo as principais a 

ionização por electrospray (ESI), ionização química a pressão atmosférica (APCI, do inglês 

Atmospheric Pressure Chemical Ionization) e fotoionização a pressão atmosférica (APPI do 

inglês Atmospheric Pressure Photon Ionization). De forma genérica, um espectrômetro de 

massas é formado pelas seguintes partes principais: fonte de ionização, interface para vácuo, 

analisador de massas e detector, como esquematizado na Figura 8. 
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Figura 8 - Partes principais de um espectrômetro de massas. 

 
Fonte: adaptado de Lanças e colaboradores (LANÇAS, 2009). 

Entre as técnicas de ionização a pressão atmosférica, a ESI é de longe a mais empregada 

em LC-MS e entre os motivos está a sua aplicabilidade. A ESI é compatível com moléculas de 

média a alta polaridade contendo grupos químicos passíveis de ionização, podendo ter massa 

molecular de até 100.000 Da. Desta forma, a ESI é empregada tanto para análise de pequenas 

quanto para grandes moléculas, como por exemplo as proteínas (HOLČAPEK; JIRÁSKO; 

LÍSA, 2012). Em um sistema de LC-MS, a fonte de ionização é a parte responsável por 

transferir a molécula a ser analisada da fase líquida para a fase gasosa, sendo que a molécula 

pode ou não já estar ionizada na fase líquida. Na ESI, a ionização da molécula alvo ocorre 

principalmente na fase líquida, sendo que a fonte de ionização por ESI é então responsável pela 

separação destas cargas já existentes no efluente do cromatógrafo gerando gotículas com carga 

líquida diferente de zero. O efluente do cromatógrafo entra continuamente no espectrômetro de 

massas por meio da sonda do electrospray. Esta sonda consiste em um capilar metálico 

circundado por um fluxo de um gás (N2 ou Ar, por exemplo) para promover a nebulização do 

efluente cromatográfico. Entre a entrada do espectrômetro de massas e o capilar metálico é 

aplicada uma diferença de potencial na faixa de ±2 a ±6 kV, que é responsável pela separação 

de cargas no efluente cromatográfico, e com isso é gerado um spray com gotículas carregadas 

(com carga líquida diferente de zero). Conforme ocorre a evaporação do solvente, as gotas 

geradas ficam com uma densidade de cargas cada vez maior, a ponto de que sucessivas 

explosões de Coulomb ocorrem levando à formação de íons em fase gasosa, os quais são 

direcionados para dentro do espectrômetro de massas (HOLČAPEK; JIRÁSKO; LÍSA, 2012; 

LANÇAS, 2009). Esquematicamente, os eventos que sucedem a saída do efluente em um 

cromatógrafo líquido, incluindo a formação de íons em fase gasosa e a posterior entrada destes 

no espectrômetro de massas, podem ser vistos na Figura 9. 
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Figura 9 - Processo de ionização por electrospray.  

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Uma vez vencida a etapa de ionização, os íons gerados na fonte de ionização entram no 

espectrômetro de massas por um orifício muito pequeno, passando por uma interface que separa 

uma região de pressão atmosférica de uma região de alto vácuo, sendo direcionados para o 

analisador de massas (AB SCIEX, 2011). Atualmente, diferentes analisadores de massas são 

empregados, sendo que cada um possui características próprias que definem sua aplicação. 

Entre os analisadores de massas disponíveis comercialmente podemos citar os com capacidade 

para alta resolução, como os analisadores do tipo tempo de voo (TOF, do inglês Time-of-Flight), 

setor magnético, ressonância ciclotrônica de íons com transformada de Fourier (FT-ICR, do 

inglês Fourier-transform ion cyclotron resonance) e orbitrap. Já entre os analisadores de baixa 

resolução, podemos citar o  quadrupolo linear (Q), armadilha de íons linear (LIT, do inglês 

Linear Ion Trap), armadilha de íons de Paul (QIT do inglês Quadrupole ion Trap) (GROSS, 

2017). Além disso, mais de um analisador de massas podem ser utilizados em série em um 

espectrômetro de massas, dando origem a espectrometria de massas em sequencial no espaço, 

ou ainda, a analisadores de massas híbridos, que é quando mais de um tipo de analisador é 

empregado em série. Com isso, os equipamentos híbridos unem a potencialidade de mais de um 

analisador de massas, expandindo a capacidade da técnica (GROSS, 2017). 
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A espectrometria de massas em tandem no espaço geralmente apresenta dois estágios 

de análise de massas. O primeiro é responsável pela seleção de uma faixa de m/z (seleção dos 

íons precursores), e o segundo é responsável pela análise dos íons produtos, gerados na célula 

de colisão (q), localizada entre os dois analisadores de massas. Desta forma, uma das vantagens 

da espectrometria de massas em tandem está na possibilidade da obtenção de espectro de massas 

de íons produto, ou simplesmente espectro de MS2 (GROSS, 2017). A abreviação LC-MS/MS 

é muito utilizada para designação da cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

em tandem, tendo seu uso mais empregado quando o analisador de massas é do tipo triplo 

quadrupolo (QqQ) (GROSS, 2017). Porém, abreviações como LC-QqLIT, LC-QqQ ou LC-

QqTOF, entre outras, também são muito utilizadas para designar o tipo de analisador de massas 

presente no espectrômetro de massas (JAKIMSKA; KOT-WASIK; NAMIEŚNIK, 2014; 

PETROVIC, 2014). 

As análises quantitativas empregando LC-MS são realizadas principalmente com 

sistemas do tipo como LC-QqQ e LC-QqLIT. Isso porque estes podem trabalhar no modo de 

monitoramento de múltiplas reações (MRM, do inglês Multiple reaction monitoring) de 

aquisição de dados, conferindo elevada sensibilidade e seletividade aos métodos (JAKIMSKA; 

KOT-WASIK; NAMIEŚNIK, 2014; PETROVIC, 2014). De forma resumida, os eventos que 

ocorrem em um espectrômetro de massas operando no modo MRM podem ser vistos na Figura 

10. Após a separação cromatográfica, o eluente contendo o analito entra na fonte de ionização, 

onde o analito ionizado é transferido da fase líquida para a fase gasosa. Desta forma, o valor de 

m/z previamente conhecido para o analito é selecionado no primeiro quadrupolo (Q1), isso 

significa que apenas os íons que contêm o valor de m/z selecionado seguirão para a célula de 

colisão. Na célula de colisão (q), um fluxo de gás (geralmente N2) colide com o íon selecionado 

no Q1 fragmentando o íon selecionado e gerando fragmentos denominados íons produto. Os 

íons produtos seguem para o Q3, onde 2 deles serão selecionado e atingirão o detector. Desta 

forma, o que atinge o detector são, na verdade, fragmentos do íon precursor (o analito) o que 

confere elevada sensibilidade, pois o equipamento trabalha focado em m/z específica, e 

seletividade, pois raras serão as moléculas que formam íons precursores e íons produtos com 

mesmas m/z (GROSS, 2017).  
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Figura 10 - Caminho percorrido por uma molécula e sequência de eventos em um LC-MS/MS. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

A LC-MS/MS é uma técnica analítica que se destaca para análise de contaminantes 

orgânicos no ambiente e em amostras de interesse ambiental (efluente doméstico, hospitalares, 

industriais, entre outros) e em baixas concentração. De fato, esta técnica tem sido largamente 

utilizada para a análise compostos farmacêuticos, produtos de higiene pessoal, drogas de abuso, 

retardantes de chamas, aditivos industriais, surfactantes, agrotóxicos, inibidores de corrosão, 

entre outros, nas mais diversas matrizes (JAKIMSKA; KOT-WASIK; NAMIEŚNIK, 2014; 

PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015; RICHARDSON; KIMURA, 2020; 

SILVA; COLLINS, 2011). Com isso, a LC-MS/MS aparece como primeira opção para a 

realização do estudo proposto. 

1.2 Objetivo 

O objetivo deste capítulo é avaliar as técnicas de extração SPE, SALLE e SPE on-line 

para a extração de antibióticos em amostras de vinhaça e desenvolver método empregando LC-

MS/MS para a quantificação dos antibióticos comumente utilizados na etapa de fermentação da 

produção de etanol combustível como a penicilina G, monensina, tetraciclina, eritromicina, 

virginiamicina S1 e virginiamicina M1. 

1.3 Materiais e Métodos 

Os padrões analíticos usados neste trabalho foram sal dissódico do ácido 

benzilpenicilóico (ABP) > 95% (Vetranal®), cloridrato de tetraciclina (TC) 98% (Vetranal®), 

penicilina G potássica (Pen) 99% (Vetranal®), monensina sódica (Mon) 86,3% (Vetranal®), 

virginiamicina M1 (VM) ~ 90% (Toronto Research Chemicals) e virginiamicina S1 (VS) ≥ 

99% (Sigma), eritromicina A di-hidratada (Eri) (Vetranal®) e sesquisulfato de estreptomicina 

97,7% (Vetranal®). Os padrões internos isotopicamente marcados (ILIS, do inglês Isotopically 

Labeled Internal Standards) usados foram penicilina G-d7 (Pen-d7), virginiamicina M1-d2 
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(VM-d2) e eritromicina-d6 (Ery-d6), todos da Toronto Research Chemicals. O reagente ácido 

fórmico ACS, 88-91% (Sigma-Aldrich) foi usado como modificador de fase móvel e sulfato de 

amônio > 99% (Sigma-Aldrich) como agente precipitante de proteína e agente de salting-out. 

O reagente Na2EDTA ACS, 99,4-100,6% (Sigma-Aldrich) foi usado como agente quelante. 

Solventes de grau de cromatografia da J.T. Baker, acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e 

isopropanol foram utilizados no preparo das amostras e na análise cromatográfica. Água 

ultrapura foi obtida do sistema de purificação Simplicity® UV Milli-Q. 

1.3.1 Preparo das Soluções dos Analitos. 

As soluções estoques dos analitos foram preparadas pesando aproximadamente 10 mg 

do padrão em balança analítica e transferindo-se quantitativamente a massa pesada para um 

balão volumétrico de 10 mL. Após isso, foi adicionado metanol ao balão, exceto no caso da 

estreptomicina, cujo solvente utilizado foi uma mistura 1:1 de água:metanol. Completada a 

solubilização de cada analito, o menisco da respectiva solução foi ajustado na marcação do 

balão volumétrico, resultando em soluções de aproximadamente 1,0 mg mL-1. Em seguida, a 

solução de cada analito foi fracionada em alíquotas de aproximadamente 1,5 mL, protegidos da 

luz e armazenados em freezer a -18 ºC, ficando uma alíquota disponível para uso e as demais 

totalmente protegidas da luz e do aumento de temperatura. 

1.3.2 Otimização da Detecção por Espectrometria de Massas. 

A otimização da detecção por espectrometria de massas (MS) envolveu o estudo dos 

parâmetros declustering potential (DP), potencial de entrada (EP), potencial de entrada na 

célula de colisão (CEP), energia de colisão (CE) e potencial de saída da célula de colisão (CXP). 

A otimização destes parâmetros foi realizada empregando a ionização por electrospray no modo 

positivo, ESI(+), e infusão direta da solução de cada analito por meio de uma bomba do tipo 

seringa com uma seringa de vidro de 1 mL e 4,6 mm de diâmetro e uma vazão de 10 µL/min.  

A solução dos analitos foi preparada em uma mistura água:acetonitrila (1:1 em volume) com 

0,1% ácido fórmico na concentração de 2 µg mL-1 para a estreptomicina e 0,3 µg mL-1 para os 

demais. Os parâmetros da fonte de ionização utilizados foram: cortina de gás de 10 psi, 

voltagem do ionspray 5500 V, gás nebulizador 12 psi. Os parâmetros estudados, assim como a 

faixa e incremento estão reunidos na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Parâmetros otimizados para detecção por MS. 

Parâmetros estudados Faixa Incremento 

DP 1-400 V 5 V 

EP 1-12 V 0,5 V 

CEP 0-125 V 2 V 

CE 5-130 V 2 V 

CXP 0-58 V 3 V 

1.3.3 Otimização dos Parâmetros da Fonte de Ionização 

A otimização dos parâmetros da fonte de ionização, cortina de gás (CUR), voltagem do 

ionspray (IS), temperatura (TEM), gás de nebulização (GS1) e gás secante (GS2) foi realizada 

por FIA (do inglês flow injection analysis). A fase móvel empregada foi uma mistura 1:1 

água:acetonitrila acidificada com 0,1% v/v de ácido fórmico a uma vazão de 0,7 mL min-1.  

Neste estudo foram feitas injeções de 10 µL de uma solução de estreptomicina 150 µg mL-1 em 

água:acetonitrila 1:1. A faixa de cada parâmetro estudada está resumida na Tabela 2. 

Tabela 2 - Parâmetros da fonte de ionização otimizados. 

Parâmetros estudados Faixa avaliada 

CUR (psi) 12, 15 e 18 

IS (V) 4500, 5000 e 5500 

TEM (ºC) 650 e 700 

GS1 (psi) 40, 45 e 50 

GS2 (psi) 40, 45 e 50 

1.3.4 Otimização da Separação Cromatográfica 

Após definidos os valores dos parâmetros para detecção de cada composto (DP, EP, 

CEP, CE e CXP) e os parâmetros da fonte de ionização (CUR, GS1, GS2, IS e TEM) a 

otimização da separação cromatográfica foi iniciada empregando um gradiente exploratório no 

sistema LC-MS/MS Agilent Series 1200 acoplado ao espectrômetro de massas API 3200 

QTRAP SCIEX®. Neste estudo, foram testadas as colunas de fase reversa Kinetex® C18 (5 µm, 

2,1 x 50 mm), Kinetex® PFP (5 µm, 4,6 x 150 mm) e Luna® Fenil-hexil (5 µm, 4,6 x 150 mm). 

Além disso, também foi realizado estudo com o reagente de pareamento iônico PFPA (97%, 

Sigma Aldrich). Exceto quando mencionado, nos experimentos de otimização da separação 

cromatográfica, o volume de injeção, a temperatura do forno da coluna e a vazão da fase móvel 

foram mantidos fixos em 10 µL, 30 ºC e 0,7 mL min-1 respectivamente. 
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1.3.5 Separação Cromatográfica sem Pareamento Iônico 

Os métodos cromatográficos sem pareamento iônico foram estudados por meio da 

análise de uma solução dos analitos em água deionizada na concentração de 150 ng mL-1. Como 

fase móvel foi utilizada água (A) e acetonitrila (B) ambos os solventes contendo 0,1% (v/v) de 

ácido fórmico. As colunas estudadas foram a Kinetex® C18, Kinetex® PFP, e Luna® fenil-hexil. 

Os programas de solventes utilizados com cada coluna podem ser vistos na Tabela 3. 

Tabela 3 - Programa de solvente utilizado com as diferentes colunas estudadas. 

Kinetex® C18 Kinetex® PFP Luna® fenil-hexil 

Tempo (min) A(%) B(%) Tempo (min) A(%) B(%) Tempo (min) A(%) B(%) 

0 95 5 0 85 15 0 80 20 

15 0 100 0,5 85 15 1,0 80 20 

16 0 100 1,5 55 45 5,0 10 90 

17 95 5 3,2 46 54 8,0 0 100 

22 95 5 5,2 46 54 10,0 0 100 

   7,0 5 95 10,50 80 20 

   12 5 95 14,0 80 20 

1.3.6 Separação Empregando Pareamento Iônico com PFPA 

Os testes com o reagente de pareamento iônico PFPA foram realizados com fase móvel 

binária (água e acetonitrila) inicialmente com o modificador apenas na fase aquosa na 

concentração de 2 mmol L-1 e posteriormente com o modificador nas duas fases, o programa de 

solvente utilizado pode ser visto na Tabela 4. Em seguida, foi estudado o efeito da concentração 

do modificador na fase móvel. As concentrações estudadas foram 2, 5, 10, 15 e 20 mmol L-1 de 

PFPA na água e na acetonitrila. A concentração dos analitos utilizada foi de 450 ng mL-1 para 

a estreptomicina e 150 ng mL-1 para os demais. 
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Tabela 4 - Programa de solvente empregado no estudo da concentração de PFPA na fase móvel. 

t/min %B 

0 15 

0,5 15 

1,5 45 

3,2 54 

5,2 54 

7,0 95 

12 95 

12,5 15 

17,5 15 

1.3.7  Estabilidade Térmica dos Antibióticos na Condição Térmica da Destilação 

Os antibióticos em estudo, virginiamicina M1, monensina, penicilina G e eritromicina, 

foram submetidos a condição térmica de aproximadamente 100 ºC, simulando a destilação, em 

um sistema em refluxo – composto por balão de fundo chato, condensador e aquecedor – por 

3,0 h. Neste estudo foram utilizados 100 mL de solução de cada antibiótico na concentração de 

1,0 a 5,0 µg mL-1 em meio aquoso. Durante o intervalo de 3 h de aquecimento (em ebulição), 

foram coletadas alíquotas da solução nos tempos t = 0 (controle), 30, 60, 90, 120 e 180 min. 

Para verificar a estabilidade dos antibióticos e a formação de produtos de 

degradação/transformação devido à alta temperatura no processo, as alíquotas foram 

comparadas entre si, tendo como referência a alíquota coletada em t = 0, a qual não passou pelo 

processo de aquecimento. As alíquotas coletadas foram analisadas por LC-MS/MS com 

varredura nos modos EMS (do inglês Enhanced Mass Spectrometry), EPI (do inglês Enhanced 

Product Ions) e PI (do inglês Precursor Ion). As condições cromatográficas empregadas 

incluem volume de injeção de 20 µL, temperatura do forno de 30 ºC, vazão de fase móvel 0,7 

mL min-1, coluna cromatográfica Kinetex® PFP. O programa de solvente empregado pode ser 

visto na Tabela 5. 
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Tabela 5 - Programa de solvente empregado para virginiamicina M1, penicilina G, monensina e 
eritromicina. (A = água com 0,1% de ácido fórmico e B = acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico). 

VM e Pen  Mon  Eri 

Tempo (min) %B  Tempo (min) %B  Tempo (min) %B 

0 20  0 50  0 30 

10,0 95  10,0 95  10,0 95 

12,0 95  12,0 95  12,0 95 

12,1 20  12,1 50  12,1 50 

16,0 20  16,0 50  16,0 30 

1.3.8 Preparo de Amostra 

1.3.8.1 Precipitação de Proteína 

 Em todos os experimentos de SPE foi realizada a precipitação de proteínas. O estudo 

da precipitação de proteínas foi realizado adicionando 1,64, 2,26, 2,91 e 3,61 g de (NH4)2SO4 

em 4 diferentes alíquotas de 10,0 mL de vinhaça em tubo cônico de 15,0 mL. As quantidades 

do sal adicionadas são o equivalente a respectivamente 30, 40, 50 e 60% da concentração de 

saturação do (NH4)2SO4 em água. Em seguida, a mistura foi deixada em repouso por 30 min 

em banho de gelo e centrifugada em 4000 rpm (2594 x G). Após centrifugação o sobrenadante 

foi transferido para outro tubo cônico e foi adicionado 0,60 e 0,62 g de (NH4)2SO4 às alíquotas 

correspondentes à saturações de 50 e 60% (BURGESS, 2009). Novamente, a mistura foi 

deixada em repouso por 30 min em banho de gelo (~1 ºC) e centrifugada em 4000 rpm (2594 x 

G). A concentração de sal adequada para a precipitação foi escolhida ao não observar a 

formação de precipitado após a segunda adição do mesmo. 

1.3.8.2 Extração em Fase Sólida 

Todos os experimentos de SPE foram precedidos de precipitação das proteínas 

conforme condições definidas em estudo descrito no tópico 1.4.5.1 e diferentes cartuchos de 

extração, incluindo HLB Oasis® (200mg, 6 mL), HLB Supel™-Select (200 mg, 6 mL), 

Strata™-X (200 mg, 6 mL) e Strata™ C18-E (500 mg, 3 mL) foram estudados. A SPE foi 

realizada utilizando um sistema composto por manifold de 20 canais Agilent® e uma bomba de 

vácuo Prismatic® modelo 121. Foram realizadas as etapas clássicas da SPE sendo 

condicionamento, passagem da amostra, limpeza e eluição. Nas duas primeiras etapas foram 
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tomados os devidos cuidados para que o sorvente do cartucho não secasse. Já após as duas 

últimas os cartuchos foram secos com o auxílio da bomba de vácuo. As etapas de 

condicionamento e eluição foram realizadas sem o auxílio da bomba de vácuo, já as etapas de 

passagem da amostra e limpeza foram realizadas empregando bomba de vácuo com o intuito 

de controlar a vazão em aproximadamente 1 a 2 gotas s-1. 

Para avaliar a recuperação obtida nos experimentos de SPE, duas configurações (A e B) 

de experimentos foram realizadas. Na configuração A, a amostra foi fortificada antes de ser 

percolada no cartucho de extração. Já na configuração B, a fortificação foi realizada no eluato 

(após eluição). Desta forma, a comparação do sinal analítico obtido nas duas configurações 

permite verificar a recuperação (RE) de cada analito  por meio da equação �� =
��

��
∗ 100%, 

sendo AA a área do pico cromatográfico obtido para determinado analito na SPE com a 

configuração A e AB a área do pico cromatográfico obtida para o mesmo analito na SPE com a 

configuração B (MATUSZEWSKI; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003). As fortificações 

realizadas em todos os estudos de recuperação por SPE foram feitas nas concentrações de 60,0 

ng mL-1 para a monensina e virginiamicina M1, 180 ng mL-1 para a penicilina e ácido 

benzilpenicilóico, 90,0 ng mL-1 para a tetraciclina, 360,0 ng mL-1 para a virginiamicina S1, 

600,0 ng mL-1 para a eritromicina e 120,0 ng mL-1 para a anidrotetraciclina. 

1.3.8.2.1 Estudo Inicial da Etapa de Limpeza Empregando Cartuchos HLB 

Este estudo foi realizado empregando 5 mL de metanol seguido de 5 mL de solução 

aquosa contendo 0,18 g mL-1 de (NH4)2SO4 na etapa de condicionamento. Em seguida 10,0 mL 

de vinhaça (fortificada e não fortificada) foi diluída com 10,0 mL de água ultrapura e foi 

percolada no cartucho com auxílio do sistema manifold-bomba de vácuo. A etapa de limpeza 

foi realizada percolando pelo cartucho 5,0 mL de água ultrapura e em seguida 1,0 mL de 

diferentes soluções de limpeza, contendo as seguintes porcentagens de metanol em água: 20, 

40, 60, 80 e 100%. Em seguida, os cartuchos foram secos e a eluição foi realizada com 7 mL 

de metanol seguida da secagem dos cartuchos novamente. 

Os eluatos foram coletados em tubos de ensaios e secos com o auxílio de fluxo de N2, 

sendo os tubos mantidos a temperatura constante de 30º C em um concentrador de amostra. 

Após a secagem dos eluatos, os mesmos foram redissolvidos em uma mistura contendo 15% 

v/v de acetonitrila em água e analisados por LC-MS/MS. 
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1.3.8.2.2 Estudo do pH da Amostra 

Neste estudo foram avaliados os pHs 2,6; 4,0 e 5,5 utilizando para isso o tampão citrato-

fosfato, o qual foi preparado conforme literatura (GOMORI, 1955). Além disso, ao invés de 

10,0 mL de vinhaça, utilizados no estudo anterior, neste estudo foram utilizados 5,0 mL de 

vinhaça. A SPE foi então realizada com o condicionamento dos cartuchos com 5 mL de metanol 

seguido de 5 mL de solução aquosa contendo 0,18 g mL-1 de (NH4)2SO4. Em seguida 5,0 mL 

de vinhaça (fortificada e não fortificada) foram diluídos com 5,0 mL de tampão no pH desejado 

(2,6; 4,0 e 5,5) e foi percolada no cartucho com auxílio do sistema manifold-bomba de vácuo. 

A etapa de limpeza foi realizada percolando pelos cartuchos 5,0 mL de água ultrapura e 1,0 mL 

da solução de limpeza contendo 60% v/v de metanol em água. Os cartuchos foram então 

secados e a eluição foi realizada com 7 mL de metanol. Após a secagem dos eluatos, os mesmos 

foram redissolvidos em 1 mL uma mistura contendo 15% v/v de acetonitrila em água e 

analisados por LC-MS/MS. 

1.3.8.2.3 Influência da Adição de EDTA 

Neste estudo foi avaliado efeito da adição de EDTA nas concentrações 1,0 x 10-4 e 2,0 

x 10-3 mol L-1 no tampão com pH 5,5 utilizado para diluir a vinhaça. A SPE foi então realizada 

com o condicionamento dos cartuchos com 5 mL de metanol seguido de 5 mL de solução 

aquosa contendo 0,18 g mL-1 de (NH4)2SO4. Em seguida alíquotas de 5,0 mL de vinhaça 

(fortificada e não fortificada) foram diluídas com 5,0 mL de tampão citrato-fosfato no pH 5,5 

sem a adição de EDTA e contendo as concentrações em estudo do mesmo (1,0 x 10-4 e 2,0 x 10-3 

mol L-1). A amostra resultante foi percolada no cartucho com auxílio do sistema 

manifold-bomba de vácuo. A etapa de limpeza foi realizada percolando pelo cartucho 5,0 mL 

de uma solução aquosa pH 5,5 de ácido fórmico e em seguida 1,0 mL da solução de limpeza 

contendo 60% v/v de metanol em água. Em seguida os cartuchos foram secados e a eluição foi 

realizada com 7 mL de metanol. Após a secagem dos eluatos, os mesmos foram redissolvidos 

em 1 mL da mistura de 15% v/v de acetonitrila em água e analisados por LC-MS/MS. 

1.3.8.2.4 Estudo da Etapa de Limpeza com Soluções Ácida, Básica e Menor Concentração de 

Solvente Orgânico 

Duas diferentes soluções de limpeza foram avaliadas por meio da adição de ácido 

fórmico e hidróxido de amônio na concentração de 0,1% v/v na solução 60% v/v de metanol 
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em água utilizada na limpeza nos estudos anteriores. Desta forma, a SPE foi então realizada 

com o condicionamento dos cartuchos com 5 mL de metanol seguido de 5 mL de solução 

aquosa contendo 0,18 g mL-1 de (NH4)2SO4. Em seguida alíquotas de 5,0 mL de vinhaça 

(fortificada e não fortificada) foram diluídas com 5,0 mL de tampão no pH 5,5 sem a adição de 

EDTA. A amostra resultante foi percolada no cartucho com auxílio do sistema manifold-bomba 

de vácuo. A etapa de limpeza foi realizada percolando pelo cartucho 5,0 mL de uma solução 

aquosa pH 5,5 de ácido fórmico e em seguida 1,0 mL da solução de limpeza 60% v/v de metanol 

em água contendo o aditivo em estudo (0,1% ácido fórmico ou hidróxido de amônio). Em 

seguida os cartuchos foram secados e a eluição foi realizada com 7 mL de metanol seguida da 

secagem dos cartuchos novamente. Após a secagem dos eluatos, os mesmos foram 

redissolvidos em uma mistura contendo 15% v/v de acetonitrila em água e analisados por 

LC-MS/MS. 

1.3.8.2.5 Comparação entre os Sorventes HLB Supel™-Select, HLB Oasis®, Strata™-X e 

C18-E 

Diferentes sorventes foram comparados neste estudo partindo das condições 

estabelecidas nos experimentos anteriores. Os sorventes testados foram HLB Supel™-Select, 

HLB Oasis®, Strata™-X e Strata™ C18-E. As etapas de condicionamento, percolação da 

amostra e eluição foram iguais para todos os cartuchos, sendo o condicionamento feito com 5 

mL de metanol seguido de 5 mL de solução aquosa contendo 0,18 g mL-1 de (NH4)2SO4. 5,0 

mL de vinhaça (fortificada e não fortificada) foram diluídas com 5,0 mL de tampão citrato-

fosfato no pH 5,5 e percoladas no cartucho com auxílio do sistema manifold-bomba de vácuo 

e a eluição feita com 7 mL de metanol. Já a etapa de limpeza foi realizada com a percolação de 

5,0 mL de uma solução aquosa pH 5,5 de ácido fórmico para todos os cartuchos seguida da 

percolação de 1mL das seguintes soluções: 

• HLB Supel™-Select: soluções contendo 60 e 40% de metanol em água. 

• HLB Oasis®: soluções contendo 60, 70 e 80% de metanol em água. 

• Strata™-X: solução contendo 60% de metanol em água. 

• Strata™ C18-E: soluções contendo 10, 20 e 30% de metanol em água. 

Em seguida, os melhores valores de recuperação obtidos para cada analito nos diferentes 

sorventes foram comparados. 
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1.3.8.3 Preparo de Amostra com Extração líquido-líquido Assistida por salting-out (SALLE) 

1.3.8.3.1 Estudo com Diferentes Solventes Extratores 

Inicialmente três solventes foram avaliados para sua utilização como solvente extrator 

no preparo de amostra por SALLE. A utilização dos solventes acetonitrila, etanol e isopropanol 

como solvente extrator foi avaliada visualmente, com foco na obtenção de uma amostra mais 

limpa, fato evidenciado analisando a coloração da fase orgânica. Desta forma, 1,0 mL dos 

solventes citados foram misturados a 2,0 mL de vinhaça submetida anteriormente a precipitação 

de proteína contendo 0,36 g mL-1 de (NH4)2SO4. A coloração da fase orgânica foi avaliada para 

a escolha do solvente extrator que forneceu menor extração de componentes da matriz. 

1.3.8.3.2 Estudo Inicial de Recuperação 

Após escolha do solvente extrator, foi realizado teste inicial para avaliar a recuperação 

dos analitos partindo de condições definidas por Moreno-González e colaboradores 

(MORENO-GONZÁLEZ; GARCÍA-CAMPAÑA, 2017). Neste teste, 1,0 mL de vinhaça 

(fortificada e não fortificada) foi adicionado a um tubo cônico de 15,0 mL contendo 1,25 g de 

(NH4)2SO4 seguida da adição de 1,5 mL de tampão fosfato-citrato em pH 4,0. A mistura foi 

submetida a agitação por 20 s em agitador vórtex e após a dissolução do sal foram adicionados 

3,2 mL de acetonitrila seguida de nova agitação por 20 s e repouso por 30 min em geladeira.  

Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min em 4000 rpm (2594 x G) e uma alíquota de  

800 µL foi coletada. A esta alíquota foram adicionados 36 µL do padrão contendo os analitos, 

quando se tratava de vinhaça não fortificada, ou 36 µL de metanol, quando se tratava de vinhaça 

fortificada antes da extração. Em seguida a amostra foi filtrada em filtro de PTFE 0,22 µm de 

poro e 1,2 cm de diâmetro e analisada por LC-MS/MS.  

A concentração de fortificação para todos os estudos de SALLE foi de 300,0 ng mL-1 

para a monensina e virginiamicina M1, 900,0 ng mL-1 para a penicilina e ácido 

benzilpenicilóico, 450 ng mL-1 para a tetraciclina, 1.800,0 ng mL-1 para a virginiamicina S1, 

3.000,0 ng mL-1 para a eritromicina e 600,0 ng mL-1 para a anidrotetraciclina. 

A recuperação da extração (RE) de cada analito foi calculada pela equação já citada: 

�� =
��

��
∗ 100%, sendo AA a área do pico cromatográfico obtido para determinado analito 

fortificado antes da realização da SALLE e AB a área do pico cromatográfico obtida para o 

mesmo analito fortificado após a SALLE. O efeito matriz (EM) foi calculado pela equação 
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�� =
��

��
∗ 100%, sendo AB a área do pico cromatográfico obtido para determinado analito 

fortificado após a realização da SALLE e AC a área do pico cromatográfico obtida com a análise 

de acetonitrila fortificada com a mesma concentração. Desta forma, EM < 100% indica 

supressão na ionização causada pela matriz, EM = 100% indica ausência de efeito matriz e EM 

> que 100% indica aumento na ionização causada por efeito matriz. 

1.3.8.3.3 Estudo de Diferentes Proporções entre Solvente Extrator e Amostra 

O estudo da proporção entre o solvente extrator e a amostra (extrator:amostra) foi 

realizado mantendo as condições experimentais empregadas no estudo anterior, porém, 

variando o volume de solvente extrator de modo a obter as seguintes proporções: 3,2:1, 2:1, 1:1 

e 0,5:1, sendo o volume de vinhaça 1,0 mL. 

1.3.8.3.4 Estudo do pH 

Este estudo foi realizado  adicionando 1,0 mL de vinhaça a um tubo cônico de 15,0 mL 

contendo 1,25 g de (NH4)2SO4 seguida da adição de 1,5 mL de tampão fosfato-citrato no pH 

em estudo, sendo 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0. A mistura foi submetida a agitação por 20 s em agitador 

vórtex e após a dissolução do sal foi adicionado 1 mL de acetonitrila seguida de nova agitação 

por 20 s e 30 min de repouso.  Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min em 4000 rpm 

(2594 x G) e uma alíquota de 800 µL foi coletada. A esta alíquota foram adicionados 36 µL do 

padrão contendo os analitos, quando se tratava de vinhaça não fortificada, ou 36 µL de metanol, 

quando se tratava de vinhaça fortificada antes da extração. A amostra foi então filtrada em filtro 

de PTFE 0,22 µm poro e 1,2 cm de diâmetro e analisada por LC-MSMS. 

1.3.8.4 Preparo de Amostra por Extração em Fase Sólida on-line 

Para a aplicação da extração em fase sólida on-line foram estudadas duas colunas de 

extração, uma com sorvente comercial a Oasis HLB® (2,1 x 20 mm, 5 µm) uma coluna RAM 

(do inglês Restricted Access Material) composta do sorvente C18/BSA (2,1 x 50 mm, 10 µm). 

Inicialmente foi verificada a retenção dos analitos em cada fase estacionária em modo isocrático 

para a escolha do solvente de carregamento da amostra. Os solventes compostos por 100% 

água, água com 5% de acetonitrila e água com 10% de acetonitrila foram estudados para este 

fim. A vazão empregada foi de 1,0 mL min-1, com injeção de 10 µL dos analitos em água na 
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concentração de 100 ng mL-1. O programa de solvente utilizado foi o modo isocrático do 

solvente em estudo por 3 min, seguido de 2 min em 100% de solvente orgânico e mais 3 min 

de recondicionamento. 

Após definido o solvente de carregamento da amostra na coluna de extração, o sistema 

bidimensional no modo column switching foi montado com uso de uma válvula comutadora de 

6 pórticos (válvula da extração) como mostrado na Figura 4 (seção 1.1.1.2). Para a comparação 

das duas colunas de extração foram analisados o formato e a área de pico obtidos para cada 

analito com cada uma delas analisando uma amostra de vinhaça fortificada com 130 ng mL-1 

de cada analito. Para a análise da vinhaça utilizando a SPE on-line o único manuseio da amostra 

empregado foi a centrifugação, realizada a 2,0 °C a 15.000 rpm (21.130 x G) seguida de diluição 

1:1 de vinhaça:água ultrapura. O volume de injeção foi de 60 µL, a temperatura do forno da 

coluna foi de 30 °C. A separação cromatográfica foi realizada com a coluna Luna® fenil-hexil 

no modo gradiente utilizando como fase móvel água ultrapura com 0,1% de ácido fórmico (A) 

e acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico (B). O programa de solvente empregado na separação 

cromatográfica, a posição da válvula da extração e da válvula de desvio do espectrômetro de 

massas (diverter valve) no decorrer da análise pode ser visto na Tabela 6  

Tabela 6 - Programa de solvente e posições das válvulas da extração e de desvio utilizados no método com 
extração em fase sólida on-line. 

Programa de solvente Válvula da extração Válvula de desvio 

Tempo (min) A(%) B(%) 
Tempo 
(min) 

Posição 
Tempo 
(min) 

Posição 

0 80 20 0 Carregamento 0 Descarte 

3,0 80 20 2,0 Eluição 6,5 
Espectrômetro 
de massas 

7,0 10 90 15,0 Carregamento 14,0 Descarte 

10,0 0 100    

13,0 0 100    

13,5 80 20    

17,0 80 20    

1.3.9 Validação do Método Analítico 

A validação do método analítico foi realizada empregando no preparo de amostra a 

extração em fase sólida on-line com coluna RAM. Os parâmetros avaliados foram: limite de 

detecção, limite de quantificação, linearidade, exatidão, precisão (repetibilidade) e seletividade. 

Este estudo foi realizado fortificando uma mistura composta por volumes iguais de 4 amostras 
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de vinhaça sem antibióticos. O emprego dos padrões internos deuterados penicilina G-d6,  

virginiamicina M1-d2 e eritromicina-d6 foi realizado na concentração de 50,0 ng mL-1. Após 

cada fortificação realizada neste estudo a amostra foi agitada para homogeneização e deixada 

em repouso por 20 min para a ocorrência da interação nos analitos com a matriz. 

O limite de detecção foi definido como sendo a concentração mínima de analito que 

proporcionou uma razão sinal/ruído ≥ 3 nos cromatogramas para cada analito e o limite de 

quantificação como sendo a concentração que proporcionou uma razão sinal/ruído ≥ 10. A 

linearidade foi avaliada analisando o gráfico área de pico vs concentração para cada analito 

obtido analisando a mistura de vinhaça fortificada na região de 1,0 a 500 ng mL-1 em triplicata. 

A seletividade foi avaliada monitorando da razão entre as transições monitoradas para cada 

analito. A análise da exatidão foi realizada por meio de estudo de recuperação realizado em 

uma mistura de amostras de vinhaça fortificada nas concentrações de 10 e 300 ng mL-1 em 

triplicata. Para cálculo da recuperação (R) foi utilizada a equação � =

̅


���
⋅ 100% , sendo �̅ o 

valor médio obtido para a concentração na análise e ���� a concentração de fortificação. A 

análise de precisão (repetibilidade) foi realizada por meio da análise do desvio padrão relativo 

obtido analisando uma mistura de vinhaça fortificada nas concentrações de 10 e 300 ng mL-1 

em triplicata. Para os analitos penicilina G, virginiamicina M1 e eritromicina foi utilizada a 

calibração por padrão interno, com os respectivos deuterados de cada analito, sendo penicilina 

G-d7, virginiamicina M1-d2 e eritromicina-d6. Para os demais analitos, a calibração por adição 

de padrão foi utilizada para a quantificação dos analitos. 

1.4 Resultados e Discussões 

1.4.1 Otimização da Detecção por Espectrometria de Massas 

A infusão direta da solução de cada analito permitiu verificar a presença do analito 

ionizado para cada caso, possibilitando definir o íon precursor para o desenvolvimento do 

método de MRM. A Figura 11 mostra o espectro de massas em full scan obtido com a infusão 

direta de uma solução 0,3 µg mL-1 virginiamicina S1 em meio 1:1 de água:acetonitrila com 

0,1% de ácido fórmico. No caso da virginiamicina S1 é possível verificar a formação do íon 

[M+H]+ de m/z 824,4, sendo M a massa molecular da molécula neutra. Fazendo a mesma análise 

para os demais analitos, foi possível verificar a formação do mesmo tipo de íon para os demais 
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analitos [M+H]+, exceto para a monensina, a qual foi ionizada pela formação do aduto de sódio 

[M+Na]+ de m/z 693,4.  

Figura 11 - Espectro de massas em full scan obtido por ESI(+) do antibiótico virginiamicina S1. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Após definir o íon precursor de cada analito foi realizada a otimização dos parâmetros 

que dependem de cada composto (DP, EP, CEP, CE e CXP) para a construção do método MRM.  

Este estudo foi realizado de modo univariado, sendo que a escolha do valor de cada parâmetro 

foi feita com o objetivo de obter o maior sinal analítico. Além dos parâmetros citados, neste 

estudo foi possível definir as transições de maior intensidade para cada analito, as quais foram 

utilizados para compor o método MRM. A transição de sinal mais intenso foi utilizada para 

quantificação do analito e a segunda mais intensa foi utilizada como parâmetro qualitativo, 

aumentando a confiabilidade da identificação de cada analito. Os valores dos parâmetros 

otimizados, o íon precursor e os íons produtos (transições) monitorados de cada analito e padrão 

interno estão reunidos na Tabela 7, sendo que a transição para quantificação está em negrito. 

Após definidos os parâmetros da detecção por espectrometria de massas para cada composto, 

os parâmetros da fonte de ionização foram otimizados utilizando os valores aqui definidos. 
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Tabela 7 - Valores obtidos na otimização da detecção de cada analito. 

Analito 
Íon precursor, 
(m/z) 

Transições 
(m/z) 

DP (V) EP (V) CEP (V) CE (V) CXP (V) 

STP [M+H]+, 582,3 263,2; 246,3 111 8 22 37; 45 4; 4 

Mon [M+Na] +, 693,4 461,4; 479,4 96 10 24 49; 35 6; 8 

Pen [M+H] + , 335,1 160,2; 176,2 31 7,5 19 15; 17 4; 4 

TC [M+H] + , 445,2 410,2; 427,2 36 6 14 21; 17 6; 4 

VM [M+H] + , 526,3 355,2; 109,2 41 8 18 23; 47 6; 4 

VS [M+H] + , 824,3 205,2; 177,2 76 8 30 57; 101 4; 4 

Eri [M+H] + , 734,5 158; 83 46 5 26 37; 69 4; 4 

ATC [M+H] + , 427,1 410,2; 154,0 31 8 12 19; 44 4; 6 

ABP [M+H] + , 353,1 160,1; 309,1 31 6,5 16 17; 15 4; 4 

Pen-7 [M+H] + , 342,2 160,1 31 6,5 16 17; 15 4; 4 

VM-d2 [M+H] + , 528,4 510,4 31 8,0 24 15 4 

Eri-d6 [M+H] + , 740,6 164,4 56 5,5 24 37 4 

1.4.2 Otimização dos Parâmetros da Fonte de Ionização 

Os parâmetros da fonte de ionização foram otimizados com o intuito de aumentar a 

detecção dos analitos pelo espectrômetro de massas. Este estudo foi realizado em função da 

estreptomicina, pois esta apresentou menor sinal analítico. A vazão de fase móvel escolhida foi 

de 0,7 mL min-1, valor adequado para as dimensões da coluna a ser utilizada, partículas de 5 

µm e diâmetro interno de 4,6 mm e compatível com a fonte de ionização do espectrômetro de 

massas. 

A cortina de gás tem a função de proteger o espectrômetro de massas da entrada de 

espécies não carregadas e da contaminação por espécies não volatilizadas. O potencial do 

ionspray é o responsável pela separação de cargas no eluente e consequente formação de 

gotículas carregadas na fonte. O gás secante (ou gás auxiliar), geralmente em elevada 

temperatura, é o responsável por secar as gotículas formadas no spray pelo gás de nebulização. 

Desta forma, fica evidente que estes parâmetros influenciam a transferência dos íons em 

fase líquida (inicialmente no eluente do sistema cromatográfico) para a fase gasosa, 

transferência necessária para a entrada dos íons no espectrômetro de massas que trabalha em 

condições de vácuo com pressão da ordem de 10-5 torr. O melhor valor da cortina de gás deve 

ser escolhido levando em consideração a proteção do sistema e a manutenção de um sinal 

analítico de intensidade apropriada. Valores altos para a cortina de gás protegem o 

equipamento, mas podem levar a diminuição do sinal analítico. Por outro lado, um valor baixo 
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pode deixar a entrada do espectrômetro de massas susceptível à contaminação por espécies não 

volatilizadas, sendo recomendado valores intermediários. A escolha dos demais parâmetros se 

baseiam na obtenção do maior sinal analítico e estabilidade. A resposta obtida na análise por 

FIA em cada nível para cada parâmetro pode ser vista na Figura 12 e os valores escolhidos que 

permitiram a obtenção de maior sinal analítico estão sumarizados na Tabela 8. 

Figura 12 - Intensidade de sinal obtida em cada nível dos parâmetros estudados. (n=3). 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

 Tabela 8 - Valores obtidos na otimização dos parâmetros da fonte de ionização. 

Parâmetros estudados Valor otimizado 

CUR 15 psi 

IS 5500 V 

GS1 40 psi 

GS2 50 psi 

TEM 650 ºC 

 

Após definidos os parâmetros da fonte de ionização, foi dado início aos estudos para 

realizar a separação cromatográfica dos analitos.  

1.4.3 Otimização da Separação Cromatográfica 

Na otimização da separação cromatográfica foi utilizado inicialmente um gradiente 

exploratório, que é uma excelente estratégia para iniciar o desenvolvimento de um método 

cromatográfico. Com esta estratégia, varia-se a força da fase móvel aumentando a porcentagem 

do solvente orgânico até aproximadamente 100% de forma linear. No caso de cromatografia de 

fase reversa, quanto maior a parte orgânica na fase móvel maior é sua força, e assim é possível 

verificar a faixa de retenção apresentada pelos analitos e traçar estratégias a partir desta 

informação para alcançar a separação apropriada (LEWIS; SNYDER; DOLAN, 1996). 
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1.4.3.1 Separação Cromatográfica com Coluna Kinetex® C18  

No primeiro gradiente exploratório, 5 a 100% de B de 0 a 15 min, empregando como 

fase móvel água (A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0,1% de ácido fórmico, foi possível 

verificar a retenção de cada analito, sendo a monensina a mais retida e a estreptomicina a menos 

retida, Figura 13. Como pode ser visto nesta figura, a estreptomicina apresentou tempo de 

retenção de 0,22 min, valor muito próximo ao tempo de retenção de um composto não retido 

teórico. Desta forma, deve-se buscar estratégias para aumentar a retenção deste analito. 

Figura 13 - Cromatograma obtido no primeiro gradiente exploratório gradiente. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Outro fato que se destacou no cromatograma da Figura 13, foi a duplicação do pico 

cromatográfico da tetraciclina, marcados com o TC1 e TC2, a qual pode estar relacionada com 

a distribuição de tetraciclina entre as espécies monoprotonada e neutra (resultado de 1 carga 

negativa e 1 carga positiva). Desta forma, ajuste no pH poderia contribuir para a eliminação da 

duplicação do pico cromatográfico. 

A baixa retenção da estreptomicina em colunas de fase reversa já é conhecida na 

literatura científica, sendo que a utilização de pareamento iônico e de colunas HILIC (do inglês 

Hydrofilic Interaction Liquid Chromatography) são as estratégias mais utilizadas para os 

aminoglicosídeos, classe de antibióticos a qual pertence a estreptomicina. Isso se dá devido a 

elevada polaridade desta classe de compostos, o que permite a utilização de colunas HILIC, e 

ao caráter básico, que permite o emprego do pareamento iônico com ácidos como HFBA 

(heptafluorobutyric acid) e PFPA (pentafluoropropionic acid) (ZHU et al., 2016). 

Embora as colunas de fase reversa apresentem baixa retenção para a estreptomicina,  a 

existência de trabalho publicado envolvendo a determinação de estreptomicina com a coluna 

de fase reversa bifenil (CHIESA et al., 2015)  motivou a realização de testes utilizando outras 
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colunas de fase reversa, entre elas a PFP e a fenil-hexil. Mesmo sendo de fase reversa, estas 

colunas possuem maior retenção para compostos polares que as colunas C18 comuns. 

1.4.3.2 Separação Cromatográfica com Coluna Kinetex® PFP 

A coluna Kinetex® PFP possui como fase estacionária partículas de sílica do tipo core-

shell (superficialmente porosas) com o grupo pentafluorofenil, (PFP do inglês 

Pentafluorophenyl), ligado em sua superfície e capeadas com o grupo trimetilsilil (TMS). Esta 

fase estacionária possui como característica principal a elevada seletividade para compostos 

aromáticos e halogenados. Além disso, também apresenta maior retenção para compostos 

polares, quando comparado com colunas com fase C18 (ZHANG, 2008). Com esta coluna 

foram obtidos picos cromatográficos bem definidos para a maioria dos analitos, sendo que duas 

exceções foram observadas, para a anidrotetraciclina e eritromicina. Além disso, a afinidade da 

estreptomicina por esta coluna também não possibilitou retenção apropriada. Os 

cromatogramas obtidos neste estudo podem ser vistos na Figura 14. 

Vale destacar que no pH da fase móvel empregada, que é 2,7, a eritromicina encontra-

se totalmente na forma monocarregada positivamente. Desta forma o formato de pico verificado 

não tem relação com a existência da molécula em diferentes estados de ionização. Já a 

anidrotetraciclina apresenta uma distribuição entre as duas espécies, sendo uma monocarregada 

positivamente e outra com carga líquida neutra (resultado de 1 carga positiva e 1 carga negativa) 

na proporção de 8:2 respectivamente, fato que pode contribuir para a não definição do pico 

cromatográfico. Desta forma, o emprego de pH 5,2, ponto isoelétrico da anidrotetraciclina, no 

qual esta encontra-se majoritariamente com carga líquida neutra, pode contribuir com a melhora 

no formato de pico deste analito. 
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Figura 14 - Cromatogramas de íons extraídos para cada analito empregando a coluna PFP Kinetex®. 

Ácido benzilpenicilóico 
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Anidrotetraciclina 

 

Monensina 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.3.3 Separação Cromatográfica com Coluna Luna® fenil-hexil 

Outra coluna estudada foi a coluna fenil-hexil Luna®. Na literatura, é possível verificar 

o emprego de coluna cromatográfica com fase estacionária fenil para a análise da maioria dos 

analitos estudados neste trabalho (DE ALWIS; HELLER, 2010), fato que motivou a realização 

deste teste. Com esta coluna foram obtidos picos cromatográficos bem definidos para todos os 

analitos, mostrando-se assim uma opção mais apropriada que a coluna PFP para a separação do 

analitos estudados. Porém, a não retenção da estreptomicina persistiu, como pode ser visto na 

Figura 15.  

Após verificar a não retenção da estreptomicina com as colunas de fase reversa testadas, 

foi dado início ao estudo da separação cromatográfica com o agente de pareamento iônico ácido 
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pentafluoropropiônico, PFPA. Vale destacar que cronologicamente, o estudo com a coluna 

fenil-hexil foi realizado posteriormente ao estudo com pareamento iônico. 

Figura 15 - Cromatogramas de íons extraídos para cada analito empregando a coluna fenil-hexil Luna® . 
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Monensina  

  

Fonte: elaborada pelo autor. 
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na fase aquosa e acetonitrila sem modificador. Com isso já foi possível observar maior retenção 

da estreptomicina, porém, ainda com pico cromatográfico mal definido, fato que foi superado 

com a adição de 2 mmol L-1 de PFPA também na acetonitrila. Após o bom resultado obtido 

empregando o pareamento iônico com PFPA para a retenção da estreptomicina em coluna de 
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estudado o efeito da concentração deste modificador na fase móvel. A importância deste estudo 

se dá devido ao fato de que elevada concentração do agente de pareamento iônico geralmente 

leva à supressão da ionização (KOSTIAINEN; KAUPPILA, 2009), desta forma, deve-se avaliar 

o efeito da concentração deste modificador no sinal cromatográfico a fim de obter maior 

intensidade e apropriado formato de pico. Para este fim, foram avaliadas as concentrações de 

2, 5 10, 15 e 20 mmol L-1 de PFPA na fase aquosa e na acetonitrila. 

Após a realização deste estudo foi possível verificar que a variação na concentração do 

modificador proporcionou relevante variação na área do pico para cada analito, com destaque 

para a anidrotetraciclina, a qual teve sua área aumentada em quase 6 vezes, comparando o uso 

de 2 e 15 mmol L-1 de PFPA e para a virginiamicina M1, a qual teve sua área reduzida em quase 

9 vezes, comparando as concentrações de 5 e 20 mmol L-1. Seguindo o mesmo comportamento 

da anidrotetraciclina, porém menos intenso, a tetraciclina e o ácido benzilpenicilóico também 

apresentaram aumento da área de pico com o aumento da concentração de PFPA. Já os demais 

analitos, apresentaram o comportamento mais comum, queda de sinal, provavelmente associado 

a supressão de ionização. 

A supressão da ionização em electrospray pelo uso de pareamento iônico está 

relacionada a questões como à instabilidade do spray (devido à alta condutividade da fase 

móvel), mascaramento de moléculas protonadas (devido à forte interação ânion-molécula 

protonada) e redução na eficiência de separação de cargas (como há muitas cargas em fase 

líquida, a separação perde eficiência)(KOSTIAINEN; KAUPPILA, 2009). Já o aumento de 

sinal, provavelmente está relacionado com a melhoria na formação da banda cromatográfica, 

por questões de equilíbrio ácido-base. O efeito da concentração de PFPA na área de pico para 

cada analito pode ser visto na Figura 16, na qual o termo área de pico normalizada refere-se a 

razão Ac/A2mM, sendo Ac a área de pico obtida para cada analito na concentração em estudo 

de PFPA e A2mM é a área de pico obtida na concentração de 2 mmol L-1. 
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Figura 16 - Efeito da concentração de PFPA na área do pico cromatográfico. (Analitos em 450 ng mL-1 
para a estreptomicina e 150 ng mL-1 para os demais. n=2). 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

No que diz respeito à intensidade de sinal, a concentração que proporcionou melhor 

resultado foi 5  mmol L-1 de PFPA para a monensina, penicilina, virginiamicina M1 e S1, 10  

mmol L-1 para a estreptomicina, e 15 mmol L-1 para a tetraciclina, anidrotetraciclina e ácido 

benzilpenicilóico. Desta forma, foi possível verificar que a concentração de modificador que 

produz maior sinal analítico não coincide para todos os analitos. Porém, quando analisamos os 

cromatogramas obtidos em cada uma das concentrações do modificador, esta escolha se torna 

mais fácil, pois os cromatogramas obtidos com 10, 15 e 20 mmol L-1 de PFPA na fase móvel 

apresentaram picos cromatográficos mais bem definidos e ausência de coeluições, sendo que o 

resultado obtido com a concentração de 10 mmol L-1 de PFPA na fase móvel, Figura 17, 

apresentou um equilíbrio entre separação cromatográfica e intensidade de sinal. 

Figura 17 - Cromatogramas obtidos empregando 10 mmol L-1 de PFPA na fase móvel. (concentração dos 
analitos de 450 ng mL-1 para a estreptomicina e 150 ng mL-1 para os demais). 

  
Fonte: elaborada pelo autor. 
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1.4.3.5 Comparação dos Métodos com e sem Pareamento Iônico 

Entre os analitos estudados, a estreptomicina possui características como elevada 

polaridade e basicidade que dificulta sua análise juntamente com os demais analitos 

empregando colunas de fase reversa. A utilização de pareamento iônico com PFPA permitiu 

superar esta dificuldade e esta estratégia tem sido realizada com sucesso para a análise de 

substâncias muito polares e básicas, como é o caso dos aminoglicosídeos, classe de antibióticos 

que inclui a estreptomicina (ZHU et al., 2016). Porém, a supressão da ionização causada pelo 

aditivo de pareamento pode levar a diminuição de sinal analítico e inviabilizar seu uso. Entre 

os analitos alvos deste trabalho, apenas a estreptomicina requer a utilização do pareamento 

iônico para sua retenção em coluna cromatográfica de fase reversa, não sendo necessário para 

os demais analitos. Além disso, nos estudos do preparo de amostra não foi verificada a 

possibilidade de realizá-lo em etapa única, sendo necessário um método para a extração da 

estreptomicina e outro para os demais analitos, o que demanda duas análises cromatográficas 

para análise de todos os analitos. Desta forma, a utilização de um único método cromatográfico 

não necessariamente é a melhor opção de análise para os analitos em estudo. 

Após os estudos com as colunas fenil-hexil e PFP, uma comparação em termos de área 

de pico cromatográfico pode mostrar os reais ganhos de sinal analítico obtidos com o método 

sem pareamento iônico. Esta comparação foi feita calculando a razão X, � = ��� ���⁄ , onde 

��� é a área de pico para um determinado analito obtida para a coluna em estudo e ��� é a área 

de pico obtida para um determinado analito com pareamento iônico. Desta forma, se a razão X 

é maior que 1, indica que o método sem pareamento permite a obtenção de maior sinal analítico 

e se a razão X é menor que 1 indica que o método com pareamento iônico permite a obtenção 

de maior sinal analítico. Os resultados obtidos nesta comparação podem ser vistos na Figura 

18.  
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Figura 18 - Comparação da área de pico dos analito utilizando os métodos sem pareamento iônico. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Analisando esta figura, pode-se verificar que a utilização de pareamento iônico trouxe 

pouca ou nenhuma supressão na ionização da monensina, tetraciclina, virginiamicina M1 e 

anidrotetraciclina quando utilizada a coluna fenil sem pareamento iônico. Por outro lado, 

moderada supressão foi observada para penicilina, virginiamicina S1 e ácido benzilpenicilóico, 

o que foi evidenciado com o aumento na área de pico para estes analitos de aproximadamente 

3 vezes com os métodos sem PFPA. Já para a eritromicina a supressão da ionização foi bastante 

acentuada, pois sua área de pico aumentou em mais de 20 vezes com os métodos sem 

pareamento. 

Com este estudo pode-se concluir que a utilização da coluna PFP permitiu a separação 

dos analitos monensina, penicilina, tetraciclina, ácido benzilpenicilóico, virginiamicina M1 e 

S1, sendo que houve ganho de sinal analítico para penicilina, virginiamicina S1 e ácido 

benzilpenicilóico. Porém, não foi obtido pico cromatográfico bem definido para a eritromicina 

e anidrotetraciclina. Já a utilização da coluna fenil-hexil permitiu a obtenção de picos 

cromatográficos bem definidos para todos os analitos e ganho de sinal analítico para penicilina, 

virginiamicina S1, ácido benzilpenicilóico e eritromicina, mostrando assim ser superior aos 

métodos com a coluna PFP e com o aditivo de pareamento. Porém, como o emprego do aditivo 

PFPA acarretou nenhuma ou moderada supressão na ionização de parte dos analitos, pode ser 

concluído ainda que este pode ser um bom aditivo para fase móvel quando se necessita fazer o 

uso de pareamento iônico para retenção de analitos básicos e polares em coluna de fase reversa. 

1.4.4 Estudo da Estabilidade Térmica dos Antibióticos 

Na etapa de destilação, o vinho (produto da fermentação) é levado à ebulição para 

esgotar o etanol presente, sendo provavelmente a principal fonte de degradação/transformação 
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para os antibióticos devido a elevada temperatura. O tempo de residência da vinhaça na coluna 

de destilação é estimado em 20 min, podendo variar entre plantas industriais diferentes. Com 

isso, é necessário conhecer a estabilidade dos antibióticos frente a elevada temperatura 

(ebulição), com o intuito de avaliar os riscos ao meio ambiente associados ao uso de antibióticos 

na produção de etanol em virtude da fertirrigação, prática comum nas plantações de cana no 

Brasil. 

A fim de estudar as transformações pelas quais os antibióticos passam durante o 

processo de produção do etanol combustível foi realizado um teste simulando as condições de 

temperatura da destilação para conhecer a estabilidade e os produtos de 

degradação/transformação gerados devido ao aquecimento. A estabilidade térmica dos 

antibióticos provavelmente terá uma relação direta com a sua capacidade de resistir ao processo 

de produção do etanol combustível. Como consequência da estabilidade térmica, os antibióticos 

capazes de resistir a altas temperaturas são mais prováveis de estarem presentes na vinhaça, 

caso sejam empregados na etapa de fermentação. 

1.4.4.1 Virginiamicina M1 

Após submetida uma solução 1,0 µg mL-1 do antibiótico virginiamicina M1 às 

condições da destilação foi possível verificar que o mesmo foi detectado em solução até 2,0 h 

de destilação, indicando assim relevante estabilidade. Os cromatogramas de varredura de íons 

(EMS) das alíquotas coletadas em 0h, 1,0 h e 3,0 h podem ser vistos na Figura 19. Como pode 

ser visto nesta figura, o cromatograma referente à alíquota em t = 0 (sem passar pelo 

aquecimento) apresentou apenas 1 pico cromatográfico, que se refere a virginiamicina M1 em 

tR=7,27 min. Já no cromatograma da alíquota referente a t = 1,0 h é possível observar o 

surgimento de dois picos cromatográficos, em tR = 7,50 e 7,69 min, evidenciando a formação 

de novos produtos. Já no cromatograma da alíquota de t = 3,0 h, é possível verificar o 

surgimento de um novo pico cromatográficos, em tR = 8,38 min, e a completa extinção do pico 

referente à virginiamicina M1. 



 

68 
 

Figura 19 - Cromatograma no modo EMS obtido da solução de virginiamicina M1 submetida às condições 
da destilação por diferentes tempos. 

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

A partir da análise da Figura 19, podemos identificar a formação de 3 novos produtos 

de transformação, os quais serão denominados a partir de agora de produto 1, produto 2 e 

produto 3 nos tempos de retenção respectivamente em 7,50, 7,69 e 8,38 min. Analisando o 

espectro de massas para cada um destes picos podemos identificar os íons responsáveis pela 

formação do pico. O espectro de massas para os picos da virginiamicina M1, produtos 1, 2 e 3 

podem ser vistos na Figura 20. 
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Figura 20 - Espectro de massas referentes aos picos da virginiamicina M1 e aos produtos gerados. 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Analisando esta figura, é possível verificar que os íons responsáveis pelo pico 

cromatográfico da virginiamicina M1 possuem m/z 337,2, 355,2, 508,2, 526,2, 548,2 e 564,2. 

Como estes íons coeluem, e trata-se de uma solução do padrão, podemos concluir que estes íons 

são formados na fonte de ionização a partir de uma molécula comum, por fragmentação ou 

formação de aduto.  O íon esperado para a ionização da virginiamicina M1 por electrospray no 

modo positivo, [M+H]+, possui m/z 526,2. Os íons com m/z inferiores a este valor foram 

verificados em experimento de MS2, e são, portanto, fragmentos gerados na fonte de ionização. 

Já os íons de m/z 548,2 e 564,2 são condizentes com os adutos de sódio e potássio 

respectivamente, sendo provavelmente íons do tipo [M+Na]+ e [M+K]+. 
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Analisando o espectro de massas do pico referente ao produto 1 é possível verificar 

elevada semelhança com o espectro da virginiamicina M1, com os íons comuns de m/z 508,2, 

526,2, 548,2 e 564,2, indicando assim a formação de isômeros sendo o íon 508,2 um fragmento 

de 526,2 verificado por experimento de MS2 no modo EPI, e os íons de m/z 548,2 e 564,2 adutos 

de sódio e potássio respectivamente. 

Quando comparamos os espectros de massas referentes aos produtos 2 e 3, também 

podemos observar uma semelhança entre estes, os íons de m/z 508,2, 530,3 e 546,2. 

Experimentos de EPI para os íons 530,3 e 546,2 não detectaram fragmentos de m/z 508,2, o que 

nos leva à conclusão de que o íon 508,2 neste caso não é fragmento, sendo então os produtos 2 

e 3 ionizados na forma [M+H]+ com M = 507 Da e os íons 530,3 e 546,2 adutos de sódio e 

potássio respectivamente (507+23 = 530 e 507+39 = 546). Assim, considerando a diferença de 

18 Da entre a virginiamicina M1 e os produtos 2 e 3 podemos concluir que estes são formas 

isoméricas da desidratação da virginiamicina M1 favorecida pela elevada temperatura. 

Vale destacar ainda que o surgimento do produto 3, ausente até 1 h de destilação, se deu 

com a diminuição da área do pico referente ao produto 2. Como os produtos 2 e 3 possuem a 

mesma massa, podemos concluir que o produto 3 surge devido a isomerização do produto 1. 

Além disso, com este experimento foi possível verificar que a virginiamicina M1 resistiu no 

meio sob em ebulição por 2,0 h e sua transformação levou à formação de novos produtos com 

massa molecular de 525 Da (para o produto 1) e 507 Da (para os produtos 2 e 3).  

1.4.4.2 Monensina 

Após submetida uma solução 5 µg mL-1 de monensina, em meio aquoso, à ebulição por 

3,0 h, foi possível verificar surgimento de novas espécies, por meio do surgimento de novos 

picos cromatográficos. Apesar da formação de novas espécies, foi possível verificar também 

que apenas parte da monensina se transformou durante as 3 h, os cromatogramas em EMS para 

as alíquotas em t = 0 e t = 3h podem ser vistos na Figura 21. Analisando o cromatograma da 

alíquota em t = 0 é possível verificar a presença de um pico referente a monensina no tR = 8,22 

min e outro em tR = 6,89, referente à uma impureza. Já no cromatograma da alíquota em t = 3 

h, é possível verificar a formação de dois produtos, o produto 1 em tR 4,08 min e o produto 2 

em 4,71 min.  
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Figura 21 - Cromatograma em varredura de íons (EMS) da solução de monensina sem passar por 
aquecimento (t = 0) e após 3,0 h em ebulição. 

 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Analisando o espectro de massas referente aos picos cromatográficos observados na 

Figura 21 podemos inferir algo sobre a identidade da impureza verificada. A monensina possui 

massa molecular de 670 Da, desta forma, espera-se um íon de m/z 669 com ionização por ESI(-) 

para este composto, o que foi confirmado na Figura 22. Já o íon responsável pelo pico da 

impureza apresentou m/z de 655, o que é compatível com a presença da monensina B, um 

homólogo da monensina. Como a pureza do padrão analítico utilizado é de 86% de monensina 

sódica, é provável que este contaminante seja a monensina B, pois ambas substâncias são 

produzidas a partir da mesma bactéria, Streptomyces cinnamonensis (BERAN et al., 1983). 

Já os picos cromatográficos referentes aos produtos 1 e 2 possuem m/z de 655 e 669 

respectivamente. Isso sugere que ocorreu a isomerização da impureza e da monensina. Como 

há impureza no padrão, isso dificulta fazer afirmações a respeito da origem dos produtos 

formados, podendo ser oriundos tanto da transformação da monensina como da impureza, pois 

ambas tiveram suas áreas diminuídas com o tempo de exposição à elevada temperatura. Apesar 

disso, podemos concluir que a monensina apresentou elevada estabilidade, resistindo em meio 

aquoso em ebulição por 3 h, que foi o período monitorado. 
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Figura 22 - Espectros de massas referentes aos picos cromatográficos observados nos cromatogramas da 
Figura 21. 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.4.3 Penicilina 

Submetendo uma solução de penicilina 5,0 µg mL-1 à condição da destilação, foi 

possível verificar que a mesma possui baixa estabilidade, resistindo no meio por tempo menor 

que 1,5 h. Além disso foi possível verificar a formação de 2 picos cromatográficos após 

processo de aquecimento, como podem ser vistos nos cromatogramas da Figura 23. 
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Figura 23 - Cromatograma no modo EMS da alíquota em t = 0 e em t = 1 h. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

  O pico referente a penicilina, tR 6,79 min, não foi observado na amostra coletada com 

1,5 h de aquecimento, indicando completa transformação. Esta transformação levou à formação 

de dois novos produtos, sendo o produto 1 no tR 4,20 min e o produto 2 no tR 4,99 min. O íon 

[M+H]+ esperado para a penicilina possui m/z 335. Mas além da ionização por protonação, foi 

observado ionização por formação de aduto com sódio ([M+Na]+ = 357), por potássio [M+K]+ 

= 373 e fragmentos de m/z menores gerados na fonte de ionização verificados por experimentos 

de MS2, Figura 24. 

Já o pico cromatográfico referente ao produto 1, tR = 4,20 min, é formado pelo íon de 

m/z 335, mesmo m/z da penicilina indicando uma isomerização. Há na literatura científica 

produto de degradação conhecido para a penicilina G com massa molecular de 334 Da, sendo 

o ácido penílico. Além disso, o espectro de MS2 obtido para este produto apresentou os 

principais íons produtos relatados na literatura para este composto (ALDEEK et al., 2016). 

O pico cromatográfico referente ao produto 2, tR = 4,99 min, é formado pelo íon de m/z 

309. Este íon é condizente com ácido penilóico, que também é um produto de degradação da 

penicilina conhecido (ALDEEK et al., 2016). Além disso, o espectro de MS2 obtido para este 

produto apresentou os principais íons produtos relatados na literatura para este composto 

(ALDEEK et al., 2016). Em resumo, temos que, nas condições estudadas, a penicilina resiste 

em meio com elevada temperatura, aproximadamente 100 ºC, por tempo entre 1,0 e 1,5 h, 

gerando 2 produtos de transformação, os ácidos penílico e penilóico.  
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Figura 24 - Espectro de massas referentes aos picos da penicilina (tR = 6,79 min) em A, ao produto 1 (tR = 
4,20 min) em B, ao produto 2 (tR = 4,99 min) em C. 

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.4.4 Eritromicina  

A análise das alíquotas da solução de eritromicina (2 µg mL-1) permitiu verificar a 

estabilidade deste antibiótico em condição de elevada temperatura. Mesmo após o término do 

experimento (3,0 h em ebulição em sistema em refluxo) foi verificada a presença da 

eritromicina na solução, além de 4 novos picos cromatográficos, indicando a formação de 4 

novos produtos. A comparação dos cromatogramas obtidos com a solução de eritromicina sem 

passar pelo tratamento térmico e após 3,0 h em ebulição pode ser vista na Figura 25. Como 

pode ser visto nesta figura, o cromatograma da solução de eritromicina sem passar pelo 

aquecimento apresentou 2 picos cromatográficos, um referente a eritromicina (tR = 7,25 min) e 

outro referente a uma impureza (tR = 8,42 min). Já o cromatograma da solução que ficou em 

ebulição por 3,0 h, apresentou 5 picos cromatográficos, um referente à eritromicina (tR = 7,29 

min), e outros quatro referentes aos produtos 1 (tR = 8,69 min), 2 (tR = 9,02 min), 3 (tR = 9,29 

min) e 4 (tR = 9,60 min). 
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Figura 25 - Cromatograma no modo EMS da solução de eritromicina antes e após 3,0 h em ebulição. 

 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

O pico referente a impureza (tR 8,42 min) é formado pelos íons de m/z 716, 738 e 754, 

coerentes com íons do tipo [M+H]+, [M+Na]+ e [M+K]+ respectivamente, sendo M = 715 Da. 

Estes dados nos levam a concluir que se trata da anidroeritromicina, uma impureza comum. Já 

o pico referente a eritromicina, é composto pelos íons de m/z 734, 756 e 772, íons formados por 

protonação e por formação de adutos de sódio e potássio. Os espectros de massas referentes aos 

picos cromatográficos da eritromicina e dos produtos formados podem ser vistos na Figura 26. 

Os picos referentes aos produtos formados durante o aquecimento de 3,0 h apresentaram 

a mesma composição, íons de m/z 716, 738 e 754, além de fragmentos gerados na fonte de 

ionização. Este fato chama muito a atenção, pois indica a formação de 4 isômeros de massa 

molecular de 715 Da, com diferença de massa de 18 Da, resultante da desidratação da 

eritromicina. Além da formação de 4 novos produtos, neste estudo foi possível verificar que a 

eritromicina apresenta estabilidade suficiente para resistir às condições da destilação (no que 

diz respeito à temperatura) e desta forma seu uso na fermentação durante a produção de etanol 

se torna um grande risco para ambientes nos quais é empregada a fertirrigação com vinhaça. 
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Figura 26 - Espectro de massas referente ao pico da eritromicina e aos produtos gerados. A) eritromicina 
em tR = 7,25 min, B) produto 1 (tR = 8,69 min), C) produto 2 (tR = 9,02 min), D) produto 3 (tR = 9,29 min) e 

E) produto 4 (tR = 9,60 min). 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.5 Otimização do Preparo de Amostra  

A vinhaça é um subproduto formado na destilação, no processo de produção do etanol 

combustível. Na sua composição tem aproximadamente 82,3% de água, 10,6% de cinza, 6,2% 
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de proteína e 0,9% de carboidratos de massa molecular baixa. Esta possui cerca de 4,6 g L-1 de 

sólidos suspensos e 10,5 g L-1 de sólidos dissolvidos, como as espécies inorgânicas sulfato, 

fosfato, nitrato, potássio, sódio, cobre, ferro, cálcio, manganês e alumínio (AHMED; 

SULIEMAN; ELHARDALLOU, 2013). Além disso, substâncias como melanoidinas, 

compostos fenólicos, caramelo e furfural contribuem para sua coloração marrom. (WILKIE; 

RIEDESEL; OWENS, 2000) mostrando-se assim uma matriz complexa. Com isso, um dos 

principais desafios deste trabalho é o preparo de amostra, o qual foi superado estudando técnicas 

como precipitação de proteínas, SPE, SALLE e SPE on-line. 

1.4.5.1 Precipitação de Proteínas 

A precipitação de proteína é uma técnica de preparo de amostra muito utilizada para 

análise de amostras biológicas por métodos cromatográficos. A presença de proteína na amostra 

pode levar a danos na coluna ou diminuição da sua vida útil, sendo então necessária sua 

remoção. Para isso, alguns agentes precipitantes como solventes orgânicos (metanol, etanol e 

acetonitrila), ácidos (tricloroacético e fosfórico) e sais (sulfato de amônio) tem sido empregados  

(POLSON et al., 2003). Como a vinhaça é uma amostra rica em proteínas sua precipitação se 

faz necessária, sendo que o emprego de (NH4)2SO4 foi escolhido para esta finalidade. A 

precipitação de proteínas empregando sal se baseia no fato de que o sal diminui a 

disponibilidade de moléculas de água para solvatar as proteínas devido a hidratação preferencial 

resultante da interação íons do sal com as moléculas de água, desta forma a possibilidade de 

interação proteína-proteína aumenta e ocorre a precipitação (POLSON et al., 2003). 

Neste estudo, diferentes concentrações de (NH4)2SO4 foram estudadas, conforme 

metodologia disponível na literatura (BURGESS, 2009). Na primeira etapa de adição do sal foi 

possível observar a precipitação de uma maior quantidade de proteína para as amostras 

contendo a concentração do sal referente a 50 e 60% da concentração de saturação. Assim, após 

coleta do sobrenadante e nova adição de sal, para repetir o procedimento de precipitação nestas 

amostras, foi observada nova precipitação na alíquota contendo inicialmente a concentração de 

50% de saturação. Já na alíquota contendo inicialmente 60% de saturação não foi observada 

nova precipitação. Desta forma, a concentração referente a 60% da concentração necessária 

para a saturação foi suficiente para realizar a precipitação, sendo esta concentração igual a 0,36 

g mL-1 ou 2,7 mol L-1. O efeito da adição do sal na vinhaça pode ser visto na Figura 27. Como 

pode ser visto nesta figura, após a adição do sal e repouso por 30 min a ~1,0 ºC, houve a 
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formação de um agregado de proteínas na parte superior do tubo e a mistura ficou visualmente 

mais limpa. 

Figura 27 - Vinhaça bruta (5 mL) sem (esquerda) e com a adição de 1,8 g de (NH4)2SO4 e incubação por 30 
min a ~1,0 ºC (direita). 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.5.2 Extração em Fase Sólida  

O emprego de sorventes poliméricos contendo sítios de interação hidrofílica e lipofílica 

é uma opção que deve ser considerada quando há a necessidade de extração de compostos com 

grande faixa de polaridade. Além disso, é uma ótima opção para eliminar interações com 

silanóis residuais, problema comum na extração de composto polares quando se utiliza sorvente 

a base de sílica. A obtenção de polímeros modificados formados pelos monômeros 

N-vinilpirrolidona, estireno e divinilbenzeno/N-vinilpirrolidona dão origem a sorventes 

amplamente utilizados como, respectivamente, Strata™-X, HLB Supel™-Select e HLB Oasis® 

(PHENOMENEX, 2010; SUPELCO,  [s. d.]; WATERS CORPORATION,  [s. d.]) . Apesar 

das características dos sorventes poliméricos, os sorventes a base de sílica funcionalizada com 

octadodecil (C18) compõem uma extensa lista de opções de sorventes para SPE. No caso do 

C18, este é a primeira opção quando os analitos alvos são compostos de média a baixa 

polaridade. 

1.4.5.2.1 Estudo Inicial da Etapa de Limpeza Empregando Cartuchos HLB 

A vinhaça é uma matriz complexa, contendo muitos sais, carboidratos, proteínas, 

melanoidinas, compostos fenólicos, ácidos carboxílicos, entre outros (AHMED; SULIEMAN; 

ELHARDALLOU, 2013). Desta forma, a etapa de limpeza da amostra é um desafio no preparo 

de amostra. Este desafio ficou evidenciado no primeiro estudo de limpeza realizado com 

cartuchos HLB Supel™-Select. Neste estudo, 1,0 mL de diferentes soluções de limpeza 
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contendo (metanol-água) 100, 80, 60, 40, 20 e 0% de metanol foram utilizadas nesta etapa e foi 

possível verificar a elevada retenção de componentes da matriz nos cartuchos, Figura 28. 

Como pode ser visto nesta figura, a retenção dos componentes da matriz pode ser 

visualmente confirmada pela intensa cor marrom do sorvente após passagem da amostra, 

Figura 28 B. Por meio de uma inspeção visual, é possível ver que a limpeza realizada com 1 

mL de metanol (100%) resultou em um cartucho com coloração mais clara do que a solução 

contendo 20% de metanol. Porém, a etapa de limpeza impõe a necessidade de eluir a maior 

quantidade de componentes da matriz sem perdas de analitos, buscando assim um valor 

compromisso entre limpeza da amostra e recuperação dos analitos. 

Figura 28 - SPE realizada com soluções de limpeza contendo 20, 40, 60, 80 e 100% de metanol (da 
esquerda para direita). Em A: 10 mL de vinhaça diluída 2x. Em B: cartuchos HLB após passagem da 

vinhaça. Em C: após diferentes soluções de limpeza. Em D: eluato obtido com 7 mL de metanol. Em E: 
eluato após secagem e redissolução em 1 mL contendo 15% de ACN em água.  

     

     

Fonte: elaborada pelo autor. 

A recuperação obtida com as diferentes soluções de limpeza pode ser verificada na 

Figura 29. Como pode ser visto nesta figura, a recuperação empregando soluções de limpeza 

contendo 100 e 80% de metanol apresentaram os piores resultados, o que está de acordo com a 

força de eluição das soluções testadas, sendo 100% a mais forte e 0% a mais fraca. 

Recuperações acima de 60% foram obtidas para a maioria dos analitos cujas soluções de 

limpeza utilizadas foram as soluções contendo 60, 40, 20 e 0% de metanol. 

A B C 

D E 
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Figura 29 - Recuperação obtida para cada antibiótico em diferentes soluções de limpeza no SPE. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

A principal exceção foi a estreptomicina (não mostrada na Figura 29) para a qual não 

foi observada recuperação alguma, o que sugere a necessidade de outro sorvente, como troca 

catiônica por ser muito básica, por exemplo.  Os analitos que apresentaram recuperações baixas, 

mesmo para as soluções de limpeza com menor força de eluição, foram a tetraciclina, a 

anidrotetraciclina, o ácido benzilpenicilóico. Os dois últimos apresentaram recuperações 

similares tanto com a solução de limpeza com 60 e 0% de metanol, indicando que este fato foi 

independente a solução de limpeza. Já a tetraciclina apresentou recuperação de 55% com 

solução de limpeza contento 0% de metanol e 27% de recuperação com a solução de limpeza 

contendo 60% de metanol, o que indica que a solução de limpeza teve influência na 

recuperação. Apesar da solução de limpeza contendo 60% de metanol ter resultado em uma 

recuperação para a tetraciclina inferior às soluções com menor concentração de metanol, esta 

solução proporcionou uma limpeza superior na amostra. Por isso, esta foi escolhida para 

prosseguir os estudos com SPE na expectativa de aumentar a recuperação dos analitos com 

baixa recuperação por meio de controle de pH e adição de espécies complexantes. Além disso, 

o volume de vinhaça utilizada nos estudos posteriores foi reduzido para 5 mL, com intuito de 

obter um eluato mas limpo. 

1.4.5.2.2 Estudo do pH da Amostra  

O íon citrato é um agente complexante para íons metálicos e por isso o tampão citrato-

fosfato (também conhecido como tampão McIlvaine) é muito empregados na extração de 

tetraciclinas (ANDERSON; RUPP; WU, 2005). Além disso, este tampão fornece uma ampla 

faixa de tamponamento abrangendo a faixa de pH de 2,6 até 7,0 (GOMORI, 1955). Desta forma, 
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este tampão foi escolhido para estudar o efeito do pH da amostra na recuperação dos analitos, 

com enfoque naqueles que apresentaram baixa recuperação (ácido benzilpenicilóico, 

anidrotetraciclina e tetraciclina). Os pHs estudados foram 2,6; 4,0 e 5,5. O pH de 2,6 foi 

escolhido com o objetivo de diminuir a ionização do ácido benzilpenicilóico, apesar de 

aumentar a chance de degradação da maioria dos analitos devido ao pH baixo. O pH 4,0 é o pH 

mais empregado para a extração de tetraciclina, assim como pH 5,5 que é o seu ponto 

isoelétrico. pH maior que 5,5 favorece a formação do ânion bivalente da tetraciclina, o que 

levaria a uma menor retenção no cartucho de extração e por isso esta faixa de pH não foi 

estudada. 

A adição do tampão citrato-fosfato aumentou a recuperação da tetraciclina e da 

anidrotetraciclina nos três pHs estudados, fato citado na literatura como tendo origem na 

capacidade o íon citrato atuar com agente complexante para íons metálicos, competindo com a 

tetraciclina e consequentemente a mesma fica então em sua forma não complexada, o que 

favorece sua retenção no sorvente do cartucho de SPE (ANDERSON; RUPP; WU, 2005). 

Apesar da melhoria alcançada, a recuperação da tetraciclina foi de ~38%, valor que pode ser 

melhorado para aumentar a capacidade de pré-concentração da extração. O pH 2,6 favoreceu a 

recuperação do ácido benzilpenicilóico, porém, neste pH foi alcançado uma recuperação de 

25%, valor inferior ao desejável. Os valores das recuperações obtidos para os analitos nos pHs 

estudados podem ser vistos na Figura 30. 

Figura 30 - Recuperação obtida em diferentes pHs utilizando o cartucho HLB Supel™-Select. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Como pode ser visto nesta figura, recuperações maiores que 60% foram obtidas para a 

maioria dos analitos, ficando apenas a tetraciclina e o ácido benzilpenicilóico em valores mais 

baixos. Apesar do pH 2,6 melhorar a recuperação do ácido benzilpenicilóico, neste pH houve 

maior retenção de componentes da matriz, fato indesejável e que pode ser verificado 
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observando a maior intensidade na coloração do eluato obtido, Figura 31. Este fato indica a 

presença de componentes de caráter ácido na matriz, que em pH baixo, menor que o pKa, estão 

não ionizados e são mais retidos pelo sorvente. Por isso, o pH 5,5 foi escolhido para continuar 

os estudos. Além disso, este pH prioriza a recuperação da monensina, um dos antibióticos mais 

empregados na produção de etanol. 

Figura 31 - Eluatos obtidos com amostras no pHs 5,5; 4,0 e 2,6 (da esquerda para direita). 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.5.2.3 Influência do EDTA na Recuperação dos Analitos 

O uso de EDTA no preparo de amostras para a extração de tetraciclina tem sido uma 

prática recorrente cujo fundamento se encontra na capacidade do EDTA complexar íons 

metálicos. Desta forma, ocorre uma competição entre o EDTA e a tetraciclina para complexar 

os íons metálicos presentes na amostra e como resultado ocorre a liberação da tetraciclina que 

estava na forma de complexo, deixando-a mais susceptível a interação com a fase extratora 

(ANDERSON; RUPP; WU, 2005). Porém, não foi verificada melhoria no resultado obtido 

quando comparado com e extração realizada sem a adição de EDTA. A adição de EDTA nas 

concentrações de 1,0 x 10-4 e 2,0 x 10-3 mol L-1 na amostra teve um efeito negativo na 

recuperação da tetraciclina, como pode ser visto na Figura 32. Com este resultado, a adição de 

EDTA na amostra não foi adotada. 
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Figura 32 - Efeito da adição de EDTA na recuperação dos analitos. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.5.2.4 Estudo da Etapa de Limpeza com Soluções Ácida, Básica e Menor Concentração de 

Solvente Orgânico. 

Com o intuito de explorar um pouco mais a etapa de limpeza, foram testadas limpezas 

com solução 60% de metanol contendo 0,1% de ácido fórmico e 0,1% de hidróxido de amônio. 

A utilização da solução de limpeza contendo base levou a obtenção de um eluato mais limpo, 

de coloração mais clara. Este fato indica presença de compostos ácidos na amostra, pois em pH 

elevado os componentes da amostra possuem menor interação com o sorvente, resultado da 

desprotonação, como já citado anteriormente. Porém, tanto a solução ácida quanto a solução 

básica levaram a menor recuperação para os analitos, como pode ser visto na Figura 33. 

Figura 33 - Recuperação obtida empregando soluções de limpeza contendo 0,1% de ácido fórmico, 0,1% 
de hidróxido de amônio e sem a adição de aditivo.  

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Desta forma, a estratégia inicial de utilizar uma solução de limpeza com elevado 

proporção de metanol (60% v/v) visando a limpeza da amostra mostrou-se inapropriada para 

tetraciclina e ácido benzilpenicilóico. Assim, foram testadas limpezas com soluções contendo 

50 e 40% de metanol, visando melhorias na recuperação destes analitos. 
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Neste teste foi observado um aumento na coloração do eluato com a diminuição do 

solvente orgânico na limpeza, como já esperado. Porém, empregando a solução de limpeza 

contendo 40% de metanol foi possível alcançar uma recuperação de 64% para a tetraciclina. Já 

para o ácido benzilpenicilóico, a recuperação alcançada continuou baixa. Desta forma, o 

emprego de 1 mL da solução de limpeza contendo 40% de metanol permitiu alcançar um melhor 

equilíbrio entre limpeza da amostra e recuperação da tetraciclina. Os valores de recuperação 

obtidos para os analitos neste estudo podem ser vistos na Figura 34.  

Figura 34 - Recuperação obtida empregando soluções de limpeza contendo 60, 50 e 40% de metanol em 
água. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.5.2.5 Comparação entre os Sorventes HLB Supel™-Select, HLB Oasis®, Strata™-X e 

C18-E  

A variedade de sorventes poliméricos que possibilitam interações hidrofílicas e 

lipofílicas disponível no mercado fornece opções para que diante de determinada necessidade, 

o analista tenha a possibilidade da escolha mais apropriada para a análise. Além da diversidade 

em termos de composição/propriedades química, vale ressaltar a diferença em termos de custo. 

Entre os sorventes testados, em ordem crescente de custo tem-se:  HLB Supel™-Select > 

Strata™-X > HLB Oasis®, sendo que o primeiro tem o preço cerca de 2-3 vezes menor que os 

demais, fator decisivo em muitos casos. 

Neste teste foi verificada uma maior retenção dos analitos, assim como dos componentes 

da matriz, para os sorventes Strata™-X e HLB Oasis®, os quais possibilitaram recuperações 

acima de 59% para todos os analitos mesmo sendo empregada uma solução de limpeza 

contendo 60% de metanol. Já o sorvente HLB Supel™-Select apresentou uma recuperação 

similar para a maioria dos analitos, empregando solução de limpeza contendo 40% de metanol, 

exceto para o ácido benzilpenicilóico, cuja recuperação foi de 13%.  
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Já com o sorvente Strata™ C18-E foram obtidos menores valores de recuperação para 

a penicilina, tetraciclina, ácido benzilpenicilóico e anidrotetraciclina. Para este cartucho foram 

testadas soluções de limpeza contendo 10, 20 e 30% de metanol em água e o melhor resultado 

foi obtido com a solução de limpeza contendo 10% de metanol. Os resultados de recuperação 

obtidos neste teste, considerando as melhores condições experimentais para cada cartucho, 

podem ser vistos na Figura 35. Desta forma, buscando um equilíbrio entre custo e benefício, o 

sorvente HLB Supel™-Select é mais vantajoso que os demais. Porém, para a análise específica 

de vinhaça contendo penicilina (e consequentemente seu produto de degradação ácido 

benzilpenicilóico), o emprego do sorvente Strata™-X ou HLB Oasis® é mais adequado. 

Figura 35 - Recuperação obtida com cartuchos de extração HLB Supel™-Select, HLB Oasis®, Strata™-X 
e Strata™ C18-E. n = 2. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Além dos valores de recuperação, o formado do pico cromatográfico de cada analito 

deve ser analisado para a escolha do melhor sorvente para a extração dos analitos. Os 

cromatogramas de íons extraídos contendo duas transições para cada analito obtidos na análise 

de amostra de vinhaça fortificadas e preparadas por SPE com o sorvente HLB Supel™-Select 

e empregando na etapa de limpeza 1,0 mL da solução aquosa contendo 40% de metanol podem 

ser vistos na Figura 36. As concentrações de fortificação para cada analito foram 60,0 ng mL-1 

para a monensina e virginiamicina M1, 180 ng mL-1 para a penicilina e ácido benzilpenicilóico, 

90,0 ng mL-1 para a tetraciclina, 360,0 ng mL-1 para a virginiamicina S1, 600,0 ng mL-1 para a 

eritromicina e 120,0 ng mL-1 para a anidrotetraciclina. 

Como pode ser visto na Figura 36, foram obtidos picos bem definidos para a maioria 

dos analitos em vinhaça. Valendo destacar a exceção ocorrida com a eritromicina, cujo pico 

cromatográfico em 5,53 min foi acompanhado de outros picos ao seu redor. Este 

comportamento foi verificado para todos os sorventes estudados. É importante observar que 
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para a eritromicina foram monitoradas duas transições (dois íons produtos oriundos do mesmo 

íon precursor) que foram 734→158 e 734→83. É esperado que apenas moléculas muito 

parecidas apresentem transições idênticas e ainda com mesmas proporções em intensidade de 

sinal. Com isso foi considerada a possibilidade de ocorrência de isomerização da eritromicina 

durante o preparo de amostra.  

Assim, foi possível concluir que o método de extração em fase sólida empregando 

cartuchos de extração HLB-Supel™-Select mostrou-se apropriado para a extração dos analitos 

tetraciclina, anidrotetraciclina, penicilina, virginiamicina M1, virginiamicina S1 e monensina,  

apresentou baixa recuperação para o ácido benzilpenicilóico, o que pode ser superado com o 

emprego de cartuchos Strata™-X e HLB Oasis®, e mostrou-se inapropriado para o preparo de 

amostra para a eritromicina devido ao surgimento de picos cromatográficos não identificados. 

Figura 36 - Cromatogramas de íons extraídos de cada analito obtidos em vinhaça fortificada. 

Ácido benzilpenicilóico 

 

Tetraciclina 

 

Penicilina 
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Fonte: elaborada pelo autor. 
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1.4.5.3 Preparo de Amostra com Extração Líquido-Líquido Assistida por Salting-Out 

(SALLE) 

O emprego SALLE para análise de compostos orgânicos envolvendo análises por 

LC-MS ganhou evidência em 2009 no trabalho de Zhang e colaboradores (ZHANG et al., 

2009), no qual foi mostrada a compatibilidade da SALLE com LC-MS e o desenvolvimento de 

método de alta frequência analítica. Entre as características que fazem desta técnica uma opção 

viável e atraente para análises por LC-MS está a possibilidade de automação, boa capacidade 

de limpeza da amostra, possibilidade de extração de analitos com ampla faixa de polaridade e 

baixo custo se comparado com SPE (ZHANG et al., 2009).  

1.4.5.3.1 Estudo com Diferentes Solventes Extratores 

Para alcançar adequada recuperação empregando SALLE alguns parâmetros devem ser 

estudados, como o solvente extrator, concentração de sais, uso de aditivos e proporção 

amostra:solvente extrator. Inicialmente foi verificado o efeito do solvente extrator, tendo com 

condições gerais de partida o trabalho de Moreno-González e colaboradores (MORENO-

GONZÁLEZ; GARCÍA-CAMPAÑA, 2017), o qual utilizou o (NH4)2SO4 como agente 

salting-out. Neste teste foram estudados os solventes acetonitrila, etanol e isopropanol, sendo 

que todos são miscíveis em água e a separação de fase é obtida com salting-out. A partir de 

uma inspeção visual dos resultados obtidos, Figura 37, foi possível concluir que a acetonitrila 

apresentou menor extração de componentes da matriz, baseado na coloração da fase orgânica, 

e por isso foi escolhida para seguir com os estudos de extração. 

Figura 37 - SALLE empregando como solventes extratores acetonitrila, etanol e isopropanol. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Acetonitrila    Etanol    Isopropanol 
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1.4.5.3.2 Estudo Inicial de Recuperação 

Após verificada a menor extração de componentes da matriz utilizando acetonitrila 

como solvente extrator, foi realizado o estudo de recuperação utilizando 1,0 mL de vinhaça, 

1,25 g de (NH4)2SO4, 1,5 mL de tampão citrato-fosfato pH 4,0 e centrifugação (2800 rpm por 

10 min) após a mistura ficar em repouso por 10 min em banho de gelo. Após este procedimento 

foi verificada uma boa recuperação para todos os analitos, maior que 63%. Além disso, foi 

possível verificar também elevada limpeza na amostra, no que diz respeito à baixa coloração 

da fase extratora. Os valores de recuperação obtidos para os analitos, assim como a amostra 

após etapa de centrifugação, podem ser vistos na Figura 38. 

Figura 38 - Recuperação obtida (esquerda) e separação de fase após centrifugação (direita) empregando 
SALLE. n = 3.  

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.5.3.3 Estudo de Diferentes Proporções entre Solvente Extrator e Volume de Amostra 

Estudar a proporção entre o volume de amostra e volume de solvente extrator é uma 

etapa importante, pois permite explorar a capacidade de pré-concentração do método. 

Considerando um mesmo valor de recuperação para um determinado analito, quando se 

emprega menor volume de solvente extrator um maior sinal analítico será obtido em virtude da 

maior concentração de analito no solvente extrator. Porém, pode ser esperado o mesmo efeito 

para componentes da matriz. Por isso, foram avaliados os parâmetros recuperação e efeito 

matriz empregando as proporções 3:1, 2:1, 1:1 e 0,5:1 entre acetonitrila:amostra utilizando 1 

mL de vinhaça. 

Valores de recuperação maiores que 62% para todos os analitos foram favorecidos nas 

extrações realizadas com proporções contendo maior volume de acetonitrila e com a proporção 

1:1. Já empregando a proporção com menor volume de acetonitrila (0,5:1), foi verificado menor 
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recuperação para a tetraciclina (47%) e para o ácido benzilpenicilóico (54%). Para estes analitos 

foi verificada uma queda na recuperação dos mesmos seguindo a diminuição no volume do 

extrator, indicando assim uma saturação destes na fase orgânica. Vale destacar que em termos 

de log Kow (log do coeficiente de partição octanol-água), a tetraciclina e o ácido 

benzilpenicilóico são os analitos mais polares do grupo estudado, sendo respectivamente -1,9 e 

-1,2, o que limita a solubilidade destes em acetonitrila. A recuperação obtida para cada analito 

empregando as diferentes proporções extrator:amostra pode ser vista na Figura 39. 

Figura 39 - Recuperação dos analitos empregando diferentes proporções de acetonitrila:vinhaça. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Com relação ao efeito matriz, vale a pena destacar o comportamento divergente entre 

alguns analitos. Enquanto para analitos como penicilina, tetraciclina e virginiamicina S1 a 

proporção entre extrator e amostra teve pouca influência no efeito matriz, para os analitos 

virginiamicina M1 e eritromicina foi verificado um aumento na ionização com a diminuição do 

volume de extrator. Já para a monensina houve diminuição na ionização e para o ácido 

benzilpenicilóico foi verificada diminuição no efeito matriz com a diminuição do volume de 

extrator. Os resultados obtidos para o efeito matriz empregando diferentes proporções solvente 

extrator:amostra podem ser vistos na Figura 40. Como pode ser visto nesta figura, para todas 

as proporções estudadas o efeito matriz se manifestou para a maioria dos analitos. Desta forma, 

a utilização de métodos analíticos capazes de corrigir o efeito matriz como, por exemplo, adição 

de padrão ou padronização interna com padrão isotopicamente marcado é requerida para esta 

matriz. 

0,0

40,0

80,0

120,0

Mon Pen TC VM VS ATC ABP EriR
ec

up
er

aç
ão

 (
%

)

3:1 2:1 1:1 0,5:1



 

90 
 

Figura 40 - Efeito matriz para os analitos utilizando diferentes proporções solvente extrator:amostra. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Como resultado do efeito matriz e da recuperação obtida empregando diferentes 

proporções extrator:amostra tem-se o sinal analítico, aqui expresso em área de pico 

cromatográfico. Avaliar o sinal analítico absoluto é um passo importante, quando se tem o foco 

em alcançar menores limites de detecção. A intensidade de sinal obtida foi avaliada em termos 

de área de pico normalizada (An) em função da área de pico obtida para a proporção 3:1. Esta 

normalização foi feita utilizando a razão An=Aextrator:amostra/A3:1, sendo que Aextrator:amostra é a área 

de pico de cada analito obtida na proporção em estudo e A3:1 é a área de pico obtida para cada 

analito utilizando a proporção 3:1. Os resultados podem ser vistos na Figura 41. 

Figura 41 - Área de pico normalizada para cada analito nas diferentes proporções extrator:amostra. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Como pode ser visto nesta figura, a proporção que permitiu alcançar maior sinal 

analítico foi 0,5:1, como já esperado. Porém, nesta proporção, a recuperação da tetraciclina e 

do ácido benzilpenicilóico alcançaram os menores resultados, de 47% e 54% respectivamente. 

Com o objetivo de manter um equilíbrio entre recuperação e sinal analítico a proporção de 1:1 

é a mais apropriada para a extração, permitindo uma recuperação maior que 62% para todos os 

analitos.  
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1.4.5.3.4 Estudo do pH 

O pH de uma solução influencia o grau de ionização de substâncias ionizáveis, e como 

consequência, tem influência em sua solubilidade. Desta forma, em SALLE, o pH do meio pode 

influenciar tanto a extração dos analitos como a extração de componentes da matriz, 

justificando assim o estudo deste parâmetro. Neste estudo foram avaliados os pHs 3,0 4,0, 5,0 

e 6,0. Nos pHs 3,0 e 4,0 foram obtidos valores de recuperação maiores que 61% para todos os 

analitos. Nos pHs 6 e 8 foi observada menor recuperação para a tetraciclina, ~52%, e para o 

ácido benzilpenicilóico, menor que 31%, o que torna estes pHs menos apropriados que os 

demais, no que diz respeito a recuperação. Desta forma, os resultados obtidos no estudo de 

recuperação indicam que os pHs 3,0 e 4,0 são mais adequados para realizar a extração, sendo 

que no pH 3,0 foi alcançado uma recuperação maior que 74% para todos os analitos. Os valores 

de recuperação obtidos nos diferentes pHs para os analitos podem ser vistos na Figura 42. 

Figura 42 - Recuperação para cada analito nos diferentes valores de pH. (n = 3). 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Como o pH pode afetar a extração de componente da matriz, é plausível imaginar que o 

efeito matriz é também dependente do pH. Sendo assim, foi verificada a influência do pH no 

efeito matriz para cada analito. De forma geral, foi observado um aumento na área de pico como 

resultado do efeito matriz para todos os analitos, com especial destaque para a tetraciclina, ácido 

benzilpenicilóico e eritromicina, os quais tiveram efeito matriz na faixa de 125 e 156%, 

considerando os pHs estudados. Porém, a variação do pH teve pouca influência no efeito matriz, 

o que pode ser visto na Figura 43. 
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Figura 43 - Efeito matriz observado para cada analito nos diferentes valores de pH. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Os cromatogramas obtidos para cada analito na análise de vinhaça fortificada preparada 

por SALLE apresentaram em sua maioria picos bem definidos, sendo que apenas duas exceções 

foram observadas, referente a tetraciclina e anidrotetraciclina. No caso da tetraciclina, foi 

observada a formação de um pico cromatográfico adjacente (tR = 4,83 min) ao esperado para 

este analito, assim como para a anidrotetraciclina, para a qual foi observada formação de um 

pico cromatográfico em 5,69 min. Este fato dificulta a integração da área do pico para estes 

analitos. Além disso, o formato do pico obtido mostrou relação com o pH utilizado na SALLE, 

como pode ser visto na Figura 44. Estes cromatogramas foram obtidos empregando o método 

cromatográfico com pareamento iônico como descrito no item 1.4.3.4 e as concentrações de 

fortificação de 300,0 ng mL-1 para a monensina e virginiamicina M1, 900,0 ng mL-1 para a 

penicilina e ácido benzilpenicilóico, 450 ng mL-1 para a tetraciclina, 1.800,0 ng mL-1 para a 

virginiamicina S1, 3.000,0 ng mL-1 para a eritromicina e 600,0 ng mL-1 para a 

anidrotetraciclina. 
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Figura 44 - Cromatogramas de íons extraídos para tetraciclina e anidrotetraciclina em diferentes pHs. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

A partir da análise dos cromatogramas na Figura 44, é possível verificar que o preparo 

de amostra realizado nos pHs 3,0 e 4,0 levou a obtenção de formato de pico inapropriado para 

análise quantitativa dos analitos tetraciclina e anidrotetraciclina. Por outro lado, é possível 

verificar que no pH 6,0 foi alcançado melhor formato de pico, sendo o pH apropriado para 

realizar o preparo de amostra por SALLE. Os cromatogramas obtidos para os demais analitos 

com o preparo de amostra realizado no pH 6,0 mostraram picos bem definidos e podem ser 

vistos na Figura 45. Com isso, a recuperação alcançada para a extração realizada em pH 6,0 
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foi maior que 78% para a maioria dos analitos, sendo a tetraciclina e o ácido benzilpenicilóico 

exceções com recuperações respectivamente de 52 e 31%. 

Figura 45 - Cromatogramas de íons extraídos para cada analito em pH 6,0. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.5.4 Preparo de Amostra por SPE on-line 

No desenvolvimento de método de extração empregando a SPE on-line a escolha do 

solvente de percolação (ou carregamento da amostra) da amostra deve ser feita de modo a 

permitir a retenção dos analitos e possibilitar a eluição dos componentes da matriz da amostra, 

buscando assim um equilíbrio entre a reter os analitos e limpar a amostra. Com este objetivo, 

os solventes contendo 100% água, água com 5 e 10% de acetonitrila foram estudados como 
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empregando os solventes de carregamento contendo 100% de água e água com 5% de 

acetonitrila, sendo este último mais apropriado para favorecer a limpeza da amostra. Com o 

solvente composto por água com 10% de acetonitrila a coluna RAM não foi capaz de reter a 

tetraciclina. Já a coluna HLB Oasis®, apresentou adequada retenção dos analitos apenas com o 

emprego de 100% de água como o solvente de percolação da amostra. Com os outros solventes, 

a retenção do ácido benzilpenicilóico foi comprometida. O cromatograma obtido para cada 

coluna com o apropriado solvente de percolação da amostra pode ser visto na Figura 46. 

Figura 46 - Cromatograma obtido com as colunas HLB Oasis®, em A, e RAM, em B. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Como pode ser visto nesta figura, os analitos permaneceram retidos nas colunas durante 

os 3 primeiros minutos da análise, período no qual a retenção foi avaliada. A eluição se deu 

apenas após a mudança da fase móvel para 100% de acetonitrila. Após este estudo foi definido 

o tempo de percolação da amostra na coluna de extração de 2,0 min, tempo superior a 10 vezes 

o volume da coluna, contribuindo assim para a etapa de limpeza da amostra. 

Após definida etapa de percolação da amostra, foi possível avaliar a aplicação das duas 

colunas na análise de uma amostra de vinhaça fortificada com 130,0 ng mL-1 dos analitos 

utilizando o sistema configurado no modo bidimensional (Column Switching). Neste estudo foi 

observado pouca diferença em termos de formato e área de pico cromatográfico. A comparação 

entre a área de pico obtida empregando as duas colunas na análise de uma amostra de vinhaça 

fortificada com os analitos pode ser vista na Figura 47, comparação realizada por meio da 

análise da área normalizada pela área obtida com a coluna RAM.  
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Figura 47 - Área de pico normalizada obtida para cada analito com diferentes colunas de extração.  

Fonte: elaborada pelo autor. 

O aspecto negativo da aplicação da SPE on-line neste trabalho foi a ocorrência de efeito 

memória (carryover) para os analitos tetraciclina e anidrotetraciclina. Vale destacar que estes 

dois analitos possuem estruturas e propriedades semelhantes, sendo que ambos estão sujeitos a 

interações hidrofílicas e iônicas por estarem protonados no pH da fase móvel utilizada na 

separação cromatográfica. Foi observado um efeito memória de 3,5% para a tetraciclina e 

17,6% para anidrotetraciclina, calculados comparando a área de pico obtida na análise de uma 

solução dos analitos em água na concentração de 50,0 ng mL-1 com a área obtida com a injeção 

de acetonitrila na sequência. 

Várias estratégias para a eliminação do efeito memória foram empregadas, como as 

citadas abaixo: 

• Utilização de diferentes solventes (acetonitrila, metanol, isopropanol) com e sem 

aditivos como ácido fórmico e hidróxido de amônio na limpeza da agulha do 

autoinjetor. 

• Utilização de programa de solvente com gradiente na bomba da injeção após 

etapa de percolação da amostra com e sem aditivos como ácido fórmico e 

hidróxido de amônio. 

• Aumento no tempo de limpeza com 100% de solvente orgânico no final da 

corrida cromatográfica. 

Estas tentativas não resultaram na eliminação do efeito memória. Porém, para a coluna 

RAM, foi observada, a completa extinção do efeito memória para a tetraciclina após 2 ou 3 

injeções de acetonitrila. Desta forma, foi adotada a estratégia da realização de 2 injeções de 

acetonitrila antes das análises, viabilizando assim a utilização do método com a coluna RAM. 
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Os cromatogramas obtidos analisando uma vinhaça fortificada com 130,0 ng mL-1 dos 

antibióticos alvo deste trabalho podem vistos na Figura 48. 

Figura 48 - Cromatogramas obtidos na análise de uma amostra de vinhaça fortificada com 130,0 ng mL-1 
dos analitos utilizando SPE on-line com coluna RAM. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

1.4.6 Validação no Método Analítico 

Após estudos de preparo de amostra com SPE, SALLE e SPE on-line, e definição das 

condições cromatográfica, o método empregando SPE on-line com LC-MS/MS foi validado e 

os resultados podem ser vistos na sequência. 

1.4.6.1 Limites de Detecção e Quantificação 

Após analisar uma mistura de vinhaças fortificadas com os antibióticos em estudo na 

região de concentração de 0,5 a 20 ng mL-1 foi possível verificar experimentalmente a 

concentração para cada analito que proporcionou uma razão sinal/ruído ≥ 3 ou 10 para 
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determinar os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) respectivamente. Os resultados 

obtidos podem ser vistos na Tabela 9. 

Tabela 9 - Limites de detecção e quantificação obtidos para os analitos estudados. 

Analito LD (ng mL-1) LQ (ng mL-1) 

Monensina 1,0 2,5 

Penicilina G 3,0 6,0 

Tetraciclina 2,0 6,0 

Virginiamicina M1 3,0 6,0 

Virginiamicina S1 3,0 7,0 

Anidrotetraciclina 3,0 5,0 

Ácido benzilpenicilóico 5,0 10,0 

Eritromicina 0,5 2,5 

 

Como pode ser visto nesta tabela, foram obtidos limites de quantificação na faixa de 2,5 

a 10 ng mL-1. Levando em consideração a faixa de concentração de antibiótico utilizada na 

etapa da fermentação na produção de etanol, que é de 1.000 a 10.000 ng mL-1, os limites de 

quantificação alcançados indicam que o método desenvolvido terá a capacidade de quantificar 

os antibióticos na vinhaça mesmo que ocorra degradação dos mesmos de aproximadamente 

99% em relação ao utilizado inicialmente na etapa de fermentação. 

1.4.6.2 Estudo da Região Linear 

Diferentes regiões lineares foram obtidas para os analitos estudados. O elevado 

coeficiente de determinação (r2), > 0,99 para todos os analitos, mostrou o apropriado ajuste 

entre o modelo descrito pela equação da reta e os dados experimentais. Vale destacar ainda que 

a região linear obtida para os analitos ficou na faixa de concentração 2,5 a 370 ng mL-1. Os 

valores obtidos para faixa linear, equação da reta e coeficiente de determinação para cada 

analito pode ser visto na  Tabela 10. 
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Tabela 10 - Dados obtidos para faixa linear, equação da reta e coeficiente de determinação no estudo de 
linearidade. 

*regressão linear obtida utilizando calibração por padrão interno. 

1.4.6.3 Seletividade 

A seletividade é um parâmetro que garante que a origem do sinal analítico é proveniente 

somente do analito. Desta forma, é um parâmetro importante de ser avaliado. Entre as formas 

de avaliar a seletividade para métodos LC-MS/MS, está a definição da abundância relativa entre 

duas transições monitoradas para o analito (MRM1/MRM2) (96/23/EC, 2002; BERENDSEN 

et al., 2015). Desta forma, espera-se verificar a mesma abundância relativa entre as transições 

monitoradas para o analito, tanto em solvente quanto na amostra. Para abundância relativa > 

50%, espera-se uma diferença máxima de 20% entre abundância relativa obtida para o analito 

na amostra e em solvente. Já para abundância relativa inferior a 50%, espera-se uma diferença 

máxima de 25% (96/23/EC, 2002). Os valores obtidos para a abundância relativa entre as 

transições monitoradas para cada analito em solvente e em amostra fortificada podem ser vistos 

na Tabela 11. Como pode ser visto nesta figura, foi verificado abundância relativa das 

transições monitoradas dentro da faixa esperada, comparando análises realizadas com os 

analitos em solvente e na amostra fortificada. Desta forma, foi verificada seletividade 

apropriada para o método. 

Analito Faixa linear (ng mL-1) Equação da reta r2 

Monensina 2,5 - 370,0 y = 540,36x + 326,53 0,9977 

Penicilina G 6,0 - 370,0 
y = 486,24x + 390,31 
*y = 0,0253x + 0,0231 

0,9983 
0,999 

Tetraciclina 6,0 - 370,0 y = 1552,9x + 329,31 0,9992 

Virginiamicina M1 6,0 - 250,0 *y = 0,0052x + 0,0287 0,9927 

Virginiamicina S1 7,0 - 310,0 y = 247,83x - 1022,1 0,9986 

Anidrotetraciclina 5,0 – 370,0 y = 614,37x + 998,51 0,9994 

Ácido benzilpenicilóico 10,0 - 370,0 y = 418,17x + 867,9 0,9995 

Eritromicina 2,5 – 310,0 
y = 1141,1x - 1892,9 
*y = 0,0201x - 0,0204 

0,9961 
0,9989 



 

100 
 

Tabela 11 - Abundância relativa das transições monitoradas para cada analito obtida em solvente e em 
amostra fortificada. n = 5. 

Analito MRM1/MRM2 (solvente) MRM1/MRM2 (amostra fortificada) 

Monensina 75,8 ± 3,2 73,8 ± 2,6  

Penicilina G 110,3 ± 6,5 103,2 ± 2,7 

Tetraciclina 45,5 ± 2,6 49,5 ± 8,0 

Virginiamicina M1 68,1 ± 4,4 72,9 ± 4,6 

Virginiamicina S1 57,3 ± 4,0 66,1 ± 11,5 

Anidrotetraciclina 43,2 ± 5,2 44,3 ± 6,6 

Ácido benzilpenicilóico 83,6 ± 6,1 86,1 ± 7,9 

Eritromicina 58,4 ± 3,8 55,8 ± 2,8 

1.4.6.4 Exatidão e Precisão 

Estudos de exatidão devem preferencialmente ser realizados por meio da análise de 

materiais certificados de referência ou por comparação com outro método. No caso deste 

trabalho, ambas as situações não são aplicáveis. Desta forma, o estudo de recuperação é a única 

forma de estimar a exatidão do método. 

Para ambas concentrações é esperado uma recuperação na faixa de 80 a 110% para um 

adequado desempenho do método seguindo normativas e guias de validação reconhecidos 

mundialmente (96/23/EC, 2002). Para a maioria dos analitos esta faixa de recuperação foi 

alcançada, mostrando assim um bom desempenho. Apenas para a anidrotetraciclina os valores 

de recuperação obtidos nas duas concentrações ficaram fora da faixa esperada. Vale destacar 

que no caso da anidrotetraciclina a ocorrência de efeito memória (carryover) pode ser a causa 

de uma recuperação superestimada, indicando assim que o método é inadequado para sua 

quantificação. Além disso, neste estudo foi obtido um desvio padrão relativo (DPR) no intervalo 

de 2,7 a 16%, mostrando assim uma adequada repetibilidade. Os valores obtidos para 

recuperação e repetibilidade podem ser vistos na Tabela 12. 
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Tabela 12 - Recuperação e repetibilidade obtida por adição de padrão (AP) ou padrão interno (PI). 

Analito 
Recuperação (%) / Precisão (DPR) 

10 ng mL-1 300 ng mL-1 

Monensina (AP) 94,9% / 3,6% 103,8% / 6,0% 

Penicilina (PI) 109,0% / 9,2% 77,0% / 9,2% 

Tetraciclina (AP) 87,0% / 4,0% 85,2% / 7,6% 

Virginiamicina M1 (PI) 88,0% / 16% 86,7% / 3,0% 

Virginiamicina S1 (AP) 83,3% / 5,1% 134,1% / 7,6% 

Anidrotetraciclina (AP) 163,3% / 8,9% 131,1% / 9,2% 

Ácido benzilpenicilóico (AP) 118,8% / 12,6% 103,8% / 3,0% 

Eritromicina (PI) 107,0% / 4,4% 83,9% / 2,7% 

1.4.7 Análise das Amostras de Vinhaça 

Nesta etapa foram analisadas 5 amostras de vinhaça de diferentes usinas. Apesar da 

tentativa de obter a informação se havia sido utilizado algum antibiótico na etapa de 

fermentação do processo que gerou a vinhaça coletada, esta informação não foi disponibilizada 

pelas usinas. Entre as amostras analisadas, foi encontrado antibiótico apenas em uma delas, 

sendo o antibiótico monensina na concentração de 14,3 ng mL-1. A curva de adição de padrão 

e o cromatograma obtido para esta amostra pode ser vista na Figura 49. Como pode ser visto 

nesta figura, adequada linearidade e um pico cromatográfico bem definido foi obtido para a 

monensina. Além disso, foi verificada abundância relativa entre as transições monitoradas de 

69,1 ± 5,7, dentro da faixa esperada para a monensina (Tabela 11). 

Figura 49 - Curva de adição de padrão e cromatograma obtido na análise de monensina em amostra de 
vinhaça. 

  
Fonte: elaborada pelo autor. 

Comparando o valor da concentração de monensina detectada na vinhaça com a 
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QUÍMICA, 2021) podemos concluir que o valor detectado corresponde a no máximo 0,5% do 

total inicialmente utilizado, sendo que o restante pode ter sido degradado durante o processo de 

produção do etanol ou ficou adsorvido  na matéria sólida em suspensão. Esta segunda hipótese 

encontra subsídios no trabalho de Hoff e colaboradores, que detectaram monensina em  

levedura comercial, oriunda da produção de etanol, para a alimentação de animais, na faixa de 

0,47 a 263,5 mg kg-1 (HOFF et al., 2021). Os resultados do trabalho de Hoff e colaboradores 

indicam alta adsorção da monensina nas leveduras durante o processo de fermentação, fato em 

acordo com o log kow da monensina, que é de 5,43. Desta forma, podemos concluir que futuros 

trabalhos de análise de antibióticos em vinhaça devem levar em consideração a análise dos 

sólidos suspensos presentes na matriz. Apesar da baixa concentração detectada podemos 

concluir ainda que este antibiótico apresenta estabilidade suficiente para resistir ao processo de 

fermentação e destilação e seu uso no processo fermentativo representa uma fonte de 

contaminante ao ambiente decorrente da prática de fertirrigação dos canaviais com vinhaça. 

1.5 Conclusões 

Neste capítulo foi desenvolvido um método cromatográfico para a determinação de 

antibióticos em vinhaça de etanol de cana de açúcar. O método desenvolvido alcançou limites 

de quantificação na faixa de 2,5 a 10,0 ng mL-1 e exatidão na faixa de 80 a 110% para a maioria 

dos analitos. As técnicas de preparo de amostra estudadas, SPE, SALLE e SPE on-line, 

mostraram-se apropriadas para a extração da maioria dos analitos estudados na vinhaça, sendo 

que a SPE on-line foi utilizada para o desenvolvimento do método devido sua maior capacidade 

de automatização e menor custo. O estudo da estabilidade térmica dos antibióticos 

virginiamicina M1, monensina, penicilina e eritromicina mostrou que todos possuem 

estabilidade suficiente, no que diz respeito à temperatura, para resistir à destilação. Mostrando 

assim os riscos associados a fertirrigação com vinhaça contaminada. A aplicação do método 

em 5 amostras de vinhaça permitiu verificar a presença de monensina em uma delas na 

concentração de 14,3 ng mL-1. A partir deste resultado evidenciou-se a necessidade da 

realização de monitoramento de antibióticos em vinhaças com o objetivo de dimensionar a 

quantidade de antibiótico que tem sido dispersada no ambiente por meio da fertirrigação. Além 

disso, fica claro também a necessidade de realizar a análise de antibióticos em solo tratado com 

vinhaça e em águas subterrâneas nas regiões em que a fertirrigação é empregada para verificar 

a ocorrência destes contaminantes. 
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Capítulo 2: Avaliação da Contaminação da Vinhaça, Solo e Água Subterrânea de 
Áreas Fertirrigadas com Vinhaça Empregando Abordagem Alvo e Investigação de 
Compostos Suspeitos 

2.1 Introdução 

O reaproveitamento de resíduos orgânicos na agricultura pode ser uma forma adequada 

para a destinação e para o gerenciamento destes resíduos, contribuindo para a reposição de 

macro e micronutrientes nos solos das lavouras. No entanto, sua reciclagem inadequada pode 

ser uma importante fonte de contaminação para o meio ambiente (JIANG et al., 2012; 

MARTÍNEZ-PIERNAS et al., 2018; SHARMA et al., 2017, 2019). Entre os resíduos 

amplamente utilizados na fertilização das plantações de cana de açúcar no Brasil está a vinhaça 

(OLIVEIRA, 2011), sendo que anualmente, aproximadamente 400 bilhões de litros de vinhaça 

são empregados na fertirrigação das plantações de cana-de-açúcar (MORAES et al., 2014). 

Assim como ocorre com outros fertilizantes orgânicos, como esterco animal ou biossólidos, o 

uso indiscriminado de vinhaça como fertilizante pode causar efeitos adversos ao meio ambiente 

e à saúde humana (FU et al., 2016; GARCÍA-GALÁN et al., 2010; SULEIMAN et al., 2018). 

O uso de resíduos orgânicos como fertilizantes pode ser uma fonte de dispersão de 

contaminantes orgânicos no meio ambiente, sendo que estes podem ser transportados do solo 

para os corpos d’água. Este transporte depende de vários fatores, como por exemplo, das 

propriedades físico-químicas do contaminante, que vão refletir em sua solubilidade, capacidade 

de sorção e reatividade (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015). Desta forma, 

para entender o destino de um contaminante, uma vez inserido no meio ambiente, se faz 

necessário a análise dos diferentes compartimentos ambientais (BOY-ROURA et al., 2018; 

PAN et al., 2017). No contexto da fertirrigação com vinhaça, três matrizes devem ser 

investigadas quanto a possíveis contaminações, sendo a vinhaça, solo e água subterrânea das 

áreas fertirrigadas. Entre estas matrizes, a água subterrânea desperta mais atenção, pois a 

qualidade das águas subterrâneas é uma questão de saúde pública, e especialmente no Estado 

de São Paulo, onde 5,5 milhões de pessoas dependem das águas subterrâneas para 

abastecimento de água potável (CETESB, 2019). Vale destacar que o estado de São Paulo é 

responsável pela produção de aproximadamente 50% da produção nacional de etanol 

combustível (ANP, 2019), e por consequência, é onde se emprega a maior quantidade de 

vinhaça na fertirrigação das lavouras de cana-de-açúcar. 
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Tradicionalmente, a avaliação da contaminação de uma amostra se dá por meio do 

desenvolvimento de método analítico específico para uma lista definida de contaminantes. Esta 

abordagem, denominada target, em inglês, e neste trabalho, abordagem do tipo alvo, 

proporciona métodos capazes de identificar ou quantificar um número muito restrito de analitos, 

frente à quantidade de outros contaminantes possíveis de estarem presentes na amostra. Além 

disso, estes métodos são inapropriados para a investigação de contaminantes desconhecidos, ou 

cuja presença na amostra não foi prevista anteriormente. Em um contexto em que uma visão 

mais holística sobre o grau de contaminação de uma amostra é necessária, abordagens do tipo 

não alvo (Non-targeted) e investigação de compostos suspeitos (Suspect screening), podem 

direcionar o desenvolvimento de métodos específicos mais coerentes com a realidade da 

amostra e a aquisição de padrões analíticos para a comprovação e quantificação dos 

contaminantes detectados (GAGO-FERRERO et al., 2018; OBERACHER et al., 2020). 

O emprego da investigação de compostos suspeitos, utilizando uma lista abrangente de 

contaminantes suspeitos, no contexto da fertirrigação com vinhaça, é uma abordagem que 

permite uma visão mais completa sobre o grau de contaminação das amostras de vinhaça, solo 

e água subterrânea das áreas fertirrigadas. Além disso, a verificação de um mesmo 

contaminante em mais de uma matriz seria um dado que poderia ser utilizado para fazer 

inferências sobre a origem e sobre a transferência deste contaminante de uma matriz para outra, 

podendo assim indicar se vinhaça é um vetor importante de contaminantes para o ambiente. 

Desta forma, neste trabalho foi empregada união de duas abordagens, análise do tipo 

alvo com LC-MS/MS e investigação de compostos suspeitos com cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas de alta resolução (LC-HRMS, do inglês Liquid 

Chromatography coupled to High Resolution Mass Spectrometry). O preparo das amostras 

líquidas foi realizado por SPE conforme literatura (GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; 

BARCELÓ, 2013) e para as amostras de solo foram estudadas as técnicas extração por líquido 

pressurizado (ELP) e QuEChERS (acrônimo para quick, easy, cheap, effective, rugged and 

safe). Mais detalhes sobre as técnicas de preparo de amostra por QuEChERS e ELP e sobre a 

abordagem de análise de compostos suspeitos por LC-HRMS serão abordados na sequência. 

2.1.1 Preparo de Amostra Empregando ELP 

A análise de contaminantes orgânicos, como antibióticos, em solo agrícola tem sido 

realizada por meio de diferentes técnicas tradicionais de preparo de amostras, como extração 
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por Soxhlet, extração assistida por ultrassom, extração assistida por micro-ondas e extração por 

líquido pressurizado. Dentre as técnicas tradicionais, a ELP trouxe diversos avanços como o 

menor consumo de solvente orgânico, automação e altas recuperações de extração (JELIĆ; 

PETROVIĆ; BARCELÓ, 2009). No entanto, depende de instrumentação cara (RASHID et al., 

2010) sendo que sua disponibilidade é restrita a poucos laboratórios. 

A extração por ELP faz uso de líquido aquecido e pressurizado para promover a extração 

de analitos presentes em amostras sólidas ou semissólidas contidas em uma célula de extração 

de aço inox. Geralmente, a amostra é manualmente misturada com um suporte sólido, como 

terra diatomáceas, para preencher todo o volume da célula e inserida na célula de extração 

contendo membranas filtrante na parte superior e inferior. O líquido aquecido e pressurizado é 

percolado na célula de extração e o extrato resultante é coletado. O aquecimento do líquido 

aumenta a solubilidade dos analitos, além de promover a diminuição da viscosidade, 

favorecendo a interação com a amostra, facilitando a quebra de interações entre o analito e a 

amostra (HOFF; PIZZOLATO, 2018). 

Na extração por ELP, vários parâmetros são importantes para obter elevada recuperação, 

como por exemplo, o solvente de extração, temperatura, número de ciclos de extração e duração 

do ciclo (ANDREU; PICÓ, 2019). A temperatura é um parâmetro importante para a extração, 

pois a alta temperatura melhora a solubilidade e a taxa de difusão dos analitos. Por outro lado, 

o mesmo efeito pode ocorrer com os demais componentes da amostra e, portanto, podem 

aumentar o efeito de matriz. Outro efeito esperado com altas temperaturas é a degradação 

potencial de analitos sensíveis à temperatura, portanto, a temperatura pode ser um fator 

limitante no procedimento de extração. O pH da extração com solvente tem um efeito 

importante na solubilidade dos analitos, assim como na natureza dos solventes. Assim, é 

importante considerar a influência desses parâmetros para obter maiores recuperações de 

extração. Neste trabalho, os parâmetros instrumentais foram definidos de acordo com a 

literatura (JELIĆ; PETROVIĆ; BARCELÓ, 2009), sendo otimizados os parâmetros 

temperatura, composição do solvente de extração  e pH. 

2.1.2 Preparo de Amostra Empregando QuEChERS 

A extração de contaminantes orgânicos empregando QuEChERS foi originalmente 

desenvolvida para a análise de agrotóxicos em produtos agrícolas, como frutas 

(ANASTASSIADES; LEHOTAY, 2003). Desde então, esta abordagem foi submetida a 
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diversas alterações e hoje existem mais de 2.000 publicações mostrando o potencial da técnica 

para a extração de diferentes classes de compostos, como antibióticos, hormônios, micotoxinas, 

Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs) e vários poluentes orgânicos persistentes em 

um grande número de matrizes como alimentos (leite, carne, ovos, cereais, frutos do mar, frutas, 

vegetais), pólen de abelha, bem como amostras ambientais (solo, sedimento) entre outros. As 

principais vantagens da extração por QuEChERS é a redução do tempo e do consumo de 

solventes utilizados durante a extração, em comparação outras técnicas de extração, como a 

SPE, por exemplo. Além disso, a técnica também é adequada para a extração de uma ampla 

gama de classes de compostos (MARTÍNEZ-PIERNAS et al., 2018), devido a diversidade de 

solventes de extração disponíveis como acetona, acetato de etila e acetonitrila em combinação 

com o controle de pH, utilizando um tampão apropriado. Os tampões frequentemente utilizados 

para as extrações por QuEChERS são o citrato e acetato (KIM et al., 2019a), os quais são usados 

no método padrão CEN EN 15662 (EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION 

(CEN), 2018) e no método Oficial AOAC (LEHOTAY et al., 2007), respectivamente. Além 

disso, os sais de partição são de extrema importância e devem ser escolhidos corretamente, 

sendo o NaCl e o MgSO4 os mais utilizados (KIM et al., 2019a). 

2.1.3 Investigação de Compostos Suspeitos Empregando LC-HRMS 

O acoplamento da cromatografia líquida com a espectrometria de massas de alta 

resolução (LC-HRMS) tem sido apontada como a ferramenta mais completa para investigar o 

grau de contaminação de amostras de interesse ambiental (GAGO-FERRERO et al., 2018; 

HOLLENDER et al., 2019). O grande diferencial da HRMS em relação à espectrometria de 

massas de baixa resolução está em sua capacidade em diferenciar íons com uma diferença de 

m/z muito pequena. Enquanto que sistemas LC-MS/MS de baixa resolução são capazes de 

diferenciar íons que apresentam uma diferença de m/z de 1 unidade, as técnicas de LC-HRMS 

podem chegar a diferenciar íons com diferença de m/z na quarta casa decimal (JAKIMSKA; 

KOT-WASIK; NAMIEŚNIK, 2014). 

O resultado direto da alta resolução alcançada, é a possibilidade de obter a fórmula 

molecular de um analito com erros inferiores a 0,001 Da (JAKIMSKA; KOT-WASIK; 

NAMIEŚNIK, 2014). Uma comparação entre um sistema de baixa resolução e outro de alta 

resolução pode ser visto no espectro de massas mostrado na Figura 50.  



 

107 
 

Figura 50 - Espectro de massas de baixa resolução (MS/MS) vs alta resolução (QTOF) para tetraciclina. 

 
Fonte: adaptada de (JAKIMSKA; KOT-WASIK; NAMIEŚNIK, 2014). 

Como pode ser visto na Figura 50, os três íons detectados, referentes ao padrão 

isotópico da tetraciclina, são claramente discriminados entre si empregando HRMS, enquanto 

o mesmo efeito é menos pronunciado na espectrometria de massa de baixa resolução. 

Como consequência da alta capacidade de diferenciar valores de m/z muito similares, 

um conceito muito importante em HRMS é o conceito de massa exata. A massa exata de um 

íon ou molécula é sua massa calculada com relação a apenas um isótopo específico de cada 

átomo. Quando a massa exata é calculada com relação ao isótopo de ocorrência natural mais 

abundante, a massa exata é denominada massa monoisotópica (VESSECCHI et al., 2011). 

Muitas vezes, os conceitos massa exata e massa monoisotópica são utilizados como sinônimos. 

Aplicando o conceito de massa exata, a explicação para a detecção de três íons para a 

tetraciclina (C22H24N2O8), como mostrado na Figura 50, é facilmente explicada. O primeiro 

íon (m/z aproximadamente 445), é decorrente de moléculas de tetraciclina contendo apenas o 
12C como átomos de carbono. Já o segundo íon (m/z aproximadamente 446) e o terceiro (m/z 

aproximadamente 447) são decorrentes de moléculas contendo respectivamente 1 e 2 átomos 

de 13C em sua constituição. 

Equipamentos de HRMS híbridos, baseados nos analisadores de massas TOF ou 

orbitrap, unem a capacidade de obtenção de espectros de massas em full scan com elevada 

sensibilidade com a possibilidade de obtenção de espectros de fragmentação. Com isso, o grau 

de confiança na identificação de um analito é potencializado, em relação à espectrometria de 

baixa resolução (96/23/EC, 2002). A elevada sensibilidade e seletividade obtida com a HRMS 
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tem aumentado as possibilidades de análise de contaminantes orgânicos fora do escopo das 

análises do tipo alvo. 

A LC-HRMS tem possibilitado a realização de análises do tipo não alvo, notadamente, 

análises de investigação de compostos suspeitos (Suspect screening) empregando extensas 

listas de contaminantes (GAGO-FERRERO et al., 2015, 2019; MARTÍNEZ-PIERNAS et al., 

2018). A lista de compostos a serem investigados pode ser construída pelo próprio analista, 

baseado no conhecimento que se tem sobre a amostra, ou ainda, empregar listas abrangentes 

(com milhares de compostos), com o intuito de minimizar erros de tendência na elaboração da 

lista e evitar que contaminantes importantes sejam negligenciados por falta de informação sobre 

a amostra (GAGO-FERRERO et al., 2015). Para o segundo caso, no qual uma lista abrangente 

é empregada, é importante que se tenha disponível ferramentas computacionais apropriadas 

para o processamento dos dados (ALYGIZAKIS et al., 2018, 2019). 

Entre as ferramentas computacionais disponíveis, a Norman Digital Sample Freezing 

Platform (DSFP) foi desenvolvida com o intuito de proporcionar uma ferramenta capaz de 

realizar de forma automatizada análises retrospectivas de dados de milhares de contaminantes 

orgânicos utilizando dados brutos de LC-HRMS convertidos em formato apropriado. A DSFP 

possui uma extensa lista de produtos químicos e, associados a esta, metadados como a massa 

exata, previsão de tempos de retenção baseada na estrutura química, ajuste isotópico, fragmento 

qualificador, identificadores das substâncias como o número CAS, SMILES (do inglês 

Simplified Molecular-Input Line-Entry System) e InChIKey (Identificador compacto derivado 

do InChI - do inglês International Chemical Identifier), entre outros. Desta forma, esta 

ferramenta apresenta grande potencial para a investigação do grau de contaminação das 

amostras analisadas neste trabalho. 

2.2 Objetivo 

O objetivo deste trabalho é avaliar se o reaproveitamento da vinhaça na fertirrigação é 

um dos principais vetores de contaminantes orgânicos para o solo e água subterrânea em áreas 

fertirrigadas. Para atingir este objetivo, amostras de vinhaça, solo e água subterrânea foram 

analisadas seguindo duas abordagens diferentes: (i) análise do tipo alvo, baseada em LC-

MS/MS, para a determinação de 32 antibióticos de múltiplas classes, incluindo penicilinas, 

cefalosporinas, fluoroquinolonas, quinolonas, macrolídeos, tetraciclinas, lincosamidas, 

sulfonamidas, ionóforos e estreptograminas. (ii) análise de compostos suspeitos empregando 
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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. 

2.3 Materiais e Métodos 

2.3.1 Reagentes 

Solventes grau HPLC da Lichrosolv, acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e água, 

foram utilizados no preparo dos padrões analíticos, no preparo das amostras e nas análises do 

tipo alvo por UHPLC-QqLIT. Nas análises por LC-HRMS, foram utilizados solventes grau 

espectrometria de massas da Fisher Scientific. O hidróxido de amônio 30% (PA-ACS), ácido 

cítrico anidro, ácido acético glacial grau HPLC, ácido clorídrico 37% e 1,0 mol L-1, EDTA 

dissódico 0,1 mol L-1 utilizados foram da Scharlau. O citrato de sódio diidratado foi adquirido 

da Panreac. O ácido fórmico 98% foi adquirido da Merck, o acetato de sódio e o sulfato de 

sódio (≥99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. 

Os padrões analíticos utilizados neste trabalho foram comprados da Sigma-Aldrich com 

pureza ≥ 93%. Padrões internos isotopicamente marcados (ILIS – do inglês Isotopically 

Labelled Internal Standards) forma obtidos da Sigma-Aldrich e da Toronto Research 

Chemicals. Soluções estoques individuais dos padrões analíticos dos antibióticos e ILIS foram 

preparadas na concentração de 1000 mg L-1 em metanol, com exceção das quinolonas e 

fluoroquinolonas, que foram preparadas com a adição de 100 µL de hidróxido de sódio 1,0 mol 

L-1 e metanol, da cefalexina, que foi preparada em água, da ampicilina, penicilina V e ceftiofur, 

que foram preparadas em ACN:Água (1:1, v/v). Além disso, a solução estoque de ceftiofur foi 

preparada na concentração de 100 mg L-1. Uma solução intermediária de 20 mg L-1 contendo 

todos os analitos foi preparada e utilizada para preparar as soluções de trabalho nas 

concentrações 500, 50 e 10 µg L-1 em metanol:água (20:80, v/v). A lista dos antibióticos e os 

respectivos ILIS utilizados podem ser consultados na Tabela 13. 
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Tabela 13 - Lista dos analitos e respectivos ILIS utilizados no trabalho. 

Classe do 
antibiótico Composto 

Fórmula 
Molecular  ILIS 

Penicilinas 

Amoxicilina C16H19N3O5S Amoxicilina -d4 

Ampicilina C16H19N3O4S Ampicilina -d5 

Penicilina V C16H18N2O5S Penicilina V-d5 

Cefalosporinas 
Cefalexina C16H17N3O4S Cefuroxima -d3 

Ceftiofur C19H17N5O7S3 Ceftiofur -d3 

Fluoroquinolonas 

Ciprofloxacina C17H18FN3O3 Ciprofloxacina -d8 

Enrofloxacina C19H22FN3O3 Enrofloxacina -d5 

Norfloxacina C16H18FN3O3 Norfloxacina -d5 

Marbofloxacina C17H19FN4O4 Norfloxacina -d8 

Quinolonas Ácido pipemídico C14H17N5O3 Ácido oxolínico-d5 

Macrolídeos 

Azitromicina C38H72N2O12 Azitromicina-d3 

Claritromicina C38H69NO13 Claritromicina-d3 

Tilmicosina C46H80N2O13 Tilmicosina-d3 

Tetraciclinas 

Tetraciclina C22H24N2O8 Tetraciclina-d6 

Doxiciclina C22H24N2O8 Doxiciclina-d3 

Clortetraciclina C22H23ClN2O8 Tetraciclina-d6 

Oxitetraciclina C22H24N2O9 Tetraciclina-d6 

Lincosamidas 
Lincomicina C18H34N2O6S Lincomicina-d3 

Clindamicina C18H33ClN2O5S Clindamicina-d3 

Sulfonamidas 

Sulfametoxazol C10H11N3O3S Sulfametoxazol-d4 

Sulfametazina C12H14N4O2S Sulfametazina-d4 

Sulfadiazina C10H10N4O2S Sulfadiazina-d4 

Sulfapiridina C11H11N3O2S N-acetilsulfapiridina-d4 

Inibidor da 
Dihidrofolato 
redutase  

Trimetoprima C14H18N4O3 Trimetoprima-d3 

Nitroimidazólicos 
Metronidazol C6H9N3O3 Metronidazol-d4 

Metronidazol-OH C6H9N3O4 Metronidazol-OH-d4 

Pleuromutilinas Tiamulina C28H47NO4S Tiamulina-13C4 

Anfenicóis Florfenicol C12H14Cl2FNO4S Florfenicol -d3 

Ionóforos 
Monensina C36H62O11 - 

Salinomicina C42H70O11 - 

Estreptograminas 
Virginiamicina M1 C28H35N3O7 Virginiamicina M1-d2 

Virginiamicina S1 C43H49N7O10 Virginiamicina M1-d2 
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2.3.2 Coleta das Amostras de Água Subterrânea, Solo e Vinhaça 

As amostras de água subterrânea e solo foram coletadas no período de agosto a outubro 

de 2018 em áreas fertirrigadas com vinhaça localizadas nos estados de São Paulo e Minas 

Gerais. As informações sobre localização, tipo de fonte de água e tipo de solo estão reunidos 

na Tabela 14. As amostras de água subterrâneas foram coletadas em seis pontos distintos, sendo 

quatro deles poços artesianos e dois deles nascentes. Em todos os casos, as fontes de água são 

utilizadas para abastecimento de água potável em fazendas e em um caso para abastecimento 

público. As amostras AS1-AS5 foram coletadas em fazendas contendo plantações de cana-de-

açúcar que são fertirrigadas com vinhaça. A amostra AS6 foi coletada em um poço artesiano na 

cidade de Araraquara que é utilizado no abastecimento público da cidade. Vale destacar que a 

cidade de Araraquara está rodeada por plantações de cana-de-açúcar. 

As coletas das amostras oriundas dos poços artesianos foram realizadas por 

bombeamento descartando a água bombeada nos primeiros 2 min. As amostras foram 

acondicionadas em frascos âmbar de poli(tereftalato de etileno) (PET) sob refrigeração em 

caixa térmica com gelo e transportadas para o laboratório, onde foram armazenadas a -20 ºC. 

Para as amostras de água foram realizadas medidas de pH e condutividade. 

As amostras de solo (n=9) foram coletadas em diferentes plantações de cana-de-açúcar 

fertirrigadas com vinhaça. As coletas foram realizadas após remoção da palha na superfície do 

solo coletando as amostras a uma profundidade de 10-20 cm com o auxílio de um enxadão e 

armazenadas em sacos plásticos selados com zíper. As amostras foram transportadas para o 

laboratório sob refrigeração em caixa térmica com gelo, liofilizadas e armazenadas a -20 ºC. 
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Tabela 14 - Localização dos pontos de coletas, fonte de água e tipo de solo nas áreas de coleta. 

*Classificação do solo baseada no mapa de solos do Brasil (SANTOS et al., 2011). 

 

As amostras de vinhaça (n = 5) foram fornecidas por diferentes usinas sucroalcooleiras 

localizadas no estado de São Paulo. As amostras foram coletadas em frascos PET âmbar, 

transportadas até o laboratório sob refrigeração em caixa térmica com gelo e armazenadas 

a -20 ºC. 

2.3.3 Otimização do Preparo das Amostras de Solo  

A metodologia empregada para o preparo de amostra para a análise das amostras de solo 

foi definida após a avaliação de duas abordagens. A primeira abordagem avaliada foi o emprego 

da técnica de extração QuEChERS, empregando o kit Dispersive SPE Vet Drugs in Foods 

(contendo 50 mg PSA, 150 mg C18EC e 900 mg Na2SO4) da Agilent Technologies e a segunda 

foi o emprego da técnica extração por líquido pressurizado (ELP).  

2.3.3.1 Otimização da Técnica de Extração por Líquido Pressurizado 

Assim como descrito para os estudos com QuEChERS, uma mistura de nove diferentes 

solos foi utilizada para a otimização da técnica ELP. As amostras foram extraídas utilizando o 

sistema Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 equipado com células de extração de aço 

Local da coleta 
(Coordenadas geográficas) 

Município 
Água 
Subterrânea Solo* 

Fazenda 1 
(-21.887975, -48.465981) 

Boa Esperança 
do Sul – SP 

AS1 
(Nascente) 

Solo1 e Solo2 
(Latossolo-Argissolo)  

Fazenda 2 
(-21.795361, -48.544417) 

Nova Europa – 
SP 

AS2 (Poço 
artesiano) 

Solo3 
(Latossolo-Argissolo) 

Fazenda 3 
(-21.081345, -48.952063) 

Catanduva – SP 
AS3 
(Nascente) 

Solo4 e Solo5 
(Argissolo-Latossolo) 

Fazenda 4 
(-19.858240, -48.761268) 

Pirajuba – MG 
AS4 (Poço 
artesiano) 

Solo6 e Solo7 
(Latossolo- Neossolo 
Quartzarênico) 

Fazenda 5 
(-20.074489, -48.771057) 

Frutal – MG 
AS5 (Poço 
artesiano) 

Solo8 e Solo9 
(Latossolo) 

Cidade de Araraquara-SP 
(-21.769108, -48.170334) 

Araraquara – SP 
AS6 (Poço 
artesiano) 

- 



 

113 
 

inoxidável de 22 mL empregando diferentes solventes de extração, temperaturas e pHs, como 

resumido na Tabela 15.  

Tabela 15 - Diferentes testes realizados utilizando a técnica de extração ELP. 

Teste Solvente extrator (1:1) Temperatura ºC 

ELP-A Tampão citrato pH 4,0*: ACN  50 

ELP -B Tampão citrato-fosfato pH 2.6*: ACN  70 

ELP -C Tampão citrato pH 4,0*: ACN 70 

ELP -D Tampão citrato-fosfato pH 7.0*: ACN 70 

ELP -E Tampão citrato-fosfato pH 2.6*: MeOH 70 

ELP -F Tampão citrato pH 4,0*: MeOH 70 

ELP -G Tampão citrato-fosfato pH 7.0*: MeOH 70 
*O preparo das soluções tampão foi realizado conforme literatura (GOMORI, 1955). 

 

Para a realização da extração, 1,0 g de amostra homogeneizada em almofariz foi pesada 

em frascos de vidro âmbar de 20 mL e homogeneizado com terras diatomáceas (DionexTMASE® 

Prep DE) em quantidade suficiente para o total preenchimento da célula de extração. Dois filtros 

de fibra de vidro foram colocados na parte inferior e um na parte superior da célula de extração. 

Os parâmetros instrumentais utilizados na extração foram: pré-aquecimento de 5,0 min, 3 ciclos 

de extração de 5 min cada e 60 s de purga com nitrogênio, de acordo com literatura (JELIĆ; 

PETROVIĆ; BARCELÓ, 2009). Após a extração por ELP, os extratos foram diluídos com 500 

mL de água ultrapura e 15 mL de Na2EDTA 0,1 mol L-1. Os extratos diluídos foram filtrados 

em membrana de PVDF de 0,45 µm e submetidos a SPE utilizando o cartucho de extração 

Oasis® HLB (200 mg, 6 cc) da Waters Corporation (Milford, MA, U.S.A.). Antes da realização 

da SPE, os cartuchos foram condicionados com 5,0 mL de metanol seguidos de 5,0 mL de água 

grau HPLC. Os extratos diluídos oriundos da extração por ELP foram percolados nos cartuchos 

com uma vazão de 3-4 gotas/s com o auxílio de um manifold Agilent 20 canais e sistema de 

vácuo. Em seguida, foi percolada uma solução para a limpeza dos cartuchos (5,0 mL de água 

grau HPLC) e os cartuchos foram secados sob vácuo por 25 min para a eliminação da água. Os 

extratos foram eluidos com 2 porções de 4,0 mL de metanol, secados sob vazão suave de 

nitrogênio e redissolvidos com 500 µL de metanol:água (20:80, v/v) contendo os ILIS na 

concentração de 25,0 µg L-1 e transferidos para vials de vidro âmbar de 1,5 mL. 
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2.3.3.2 Otimização da Técnica de Extração QuEChERS 

Diferentes parâmetros foram investigados para a otimização da extração por 

QuEChERS, incluído o tipo de tampão, emprego de Na2EDTA e diferentes pHs, como pode ser 

visto na Tabela 16. Para os estudos de otimização foi utilizada uma mistura de 9 amostras de 

solo, sendo que 1,0 g desta mistura foi pesada, homogeneizada com o auxílio de um almofariz 

e transferido para um tubo de centrífuga em PPL de 50,0 mL. Em seguida, 5,0 mL do solvente 

1 foi adicionado seguido de intensa agitação por vórtex durante 30 s para hidratar e 

homogeneizar a amostra. Na sequência, 6,0 mL do solvente 2 foi adicionando e a mistura foi 

agitada manualmente por 5,0 min. Após a agitação, foi adicionado o sal para promover a 

separação de fase seguido de intensa agitação por vórtex durante 30 s. As amostras foram 

centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min a 4 ºC e 4,0 mL do sobrenadante foram transferidos para 

um tubo de centrífuga de 15,0 mL contendo 50 mg PSA, 150 mg C18 e 900 mg de Na2SO4 

seguido novamente de agitação por vórtex durante 30 s. A mistura foi centrifugada novamente 

e 3,0 mL do sobrenadante foi coletado em um tubo de vidro e evaporado sob fluxo suave de 

nitrogênio. O extrato foi redissolvido com 500 µL de metanol:água (20:80, v/v) contendo os 

ILIS na concentração 25 µg L-1, filtrado em filtro de seringa PVDF 0,22 µm (Merck Millipore) 

e transferidos para vial de vidro âmbar. 

Tabela 16 - Solventes e sais empregados na otimização das extrações por QuEChERS. 

Teste Solvente 1 Solvente 2 Separador de fases 

Q-A Água grau HPLC ACN com 1% HAc 1.5 g NaOAc + 6 g Na2SO4 

Q-B EDTA 0,1 mol L-1 ACN com 1% HAc 1.5 g NaOAc + 6 g Na2SO4 

Q-C Tampão citrato-fosfato pH 2.6* ACN 6.0 g Na2SO4 

Q-D Tampão citrato-fosfato pH 4.0* ACN 6.0 g Na2SO4 

Q-E Tampão citrato-fosfato pH 7.0* ACN 6.0 g Na2SO4 
*O preparo das soluções tampão foi realizado conforme literatura (GOMORI, 1955). 

2.3.4 Preparo de Amostras para as Análises de Água Subterrânea e Vinhaça 

As amostras de água subterrânea foram filtradas em membranas de fibra de vidro de 1 

µm (Whatman, UK) e de PVDF 0,45 µm (Merck Millipore) e 500 mL de cada amostra, em 

triplicata, foram submetidos a SPE conforme procedimento descrito por Gros e colaboradores 

(GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2013) utilizando o cartucho de extração Oasis® 

HLB (200 mg, 6 cc) da Waters Corporation. De forma resumida, o preparo de amostra envolveu 

o ajuste de pH em 2,5 com ácido clorídrico 37% e adição de 15 mL de Na2EDTA 0,1 mol L-1 
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antes da realização da SPE. Para a realização da SPE, os cartuchos foram condicionados com 

5,0 mL de metanol seguidos de 5,0 mL de água acidificada com pH 2,5. As amostras foram 

percoladas no cartucho a uma vazão de 3-4 gotas/s com o auxílio de um manifold Agilent 20 

canais e sistema de vácuo. Em seguida, foi percolada uma solução para a limpeza dos cartuchos 

(5,0 mL de água acidificada com pH 2,5) e os cartuchos foram secados sob vácuo por 25 min 

para a eliminação da água. Os extratos foram eluidos com 2 porções de 4,0 mL de metanol, 

secados sob vazão de nitrogênio e redissolvidos com 500 µL de metanol:água (20:80, v/v) 

contendo os ILIS na concentração de 25,0 µg L-1. 

Para as amostras de vinhaça, um volume de 5,0 mL de amostra foi submetido a 

centrifugação a 5.000 rpm por 10 min a 5,0 ºC seguida de filtração em filtro seringa de PVDF 

de 0.22 µm (Merck Millipore) e 4,5 mL foram diluídos com o mesmo volume de água 

acidificada com ácido clorídrico com pH 2,5. Em seguida, cada amostra foi dividida em três 

alíquotas de 3,0 mL com a adição de 45 µL de Na2EDTA 0,1 mol L-1 em cada alíquota antes da 

realização da SPE. Na sequência, foi realizada a SPE conforme já descrito para as amostras de 

água, sendo que na etapa de redissolução do extrato, um volume de 200 µL de metanol:água 

(20:80, v/v) contendo os ILIS na concentração de 25 µg L-1 foi utilizado. 

2.3.5 Análises Cromatográficas 

As análises cromatográficas foram realizadas utilizando duas abordagens: (i) análise 

direcionada para a quantificação de antibióticos nas amostras utilizando UHPLC-QqLIT e (ii) 

investigação de compostos suspeitos (abordagem denominada suspect screening em inglês) 

utilizando LC-HRMS.  

2.3.5.1 Análise Quantitativa por UHPLC-QqLIT 

As análises quantitativas foram realizadas utilizando o sistema UHPLC Acquity da 

Waters Corporation acoplado ao espectrômetro de massas 5500 QTRAP da SCIEX (Foster, 

CA, USA) com ionização por electrospray no modo positivo (ESI(+)) de acordo com o método 

de Gros e colaboradores (GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2013). A separação 

cromatográfica foi realizada empregando a coluna Acquity HSS T3 (50 mm x 2,1 mm) com 

partículas de 1,8 µm da Waters Corporation. A eluição foi realizada no modo gradiente com a 

fase móvel composta por acetonitrila (A) e água grau HPLC acidificada com 0,1% de ácido 

fórmico (B) a uma vazão de 0,5 mL min-1. O programa de solvente utilizado iniciou com 5% 
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de A alcançando 70% em 3,0 min e 100% em 3,5 min. Esta composição de fase móvel foi 

mantida até 5,0 min retornando à condição inicial em 5,1 min. A condição inicial foi mantida 

até 6,0 min para equilibrar a coluna para a próxima injeção e o volume de injeção utilizado foi 

5,0 µL. 

A detecção por espectrometria de massas foi realizada no modo Scheduled MRM (do 

inglês Multiple Reaction Monitoring) com um target scan time de 0,25 s e uma janela de 

detecção de 20 s. Os parâmetros da fonte de ionização utilizados foram: temperatura de 650 ºC, 

voltagem do ionspray de 5500 V, cortina de gás de 30 psi, gás de nebulização de 60 psi e gás 

secante de 50 psi. O tempo de retenção para a detecção por Scheduled MRM, a m/z para os íons 

precursores e as transições monitoradas (MRM1 e MRM2) estão reunidas na Tabela 17. 
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Tabela 17 - Tempo de retenção (tR) para a detecção por Scheduled MRM, íons precursores e transições 
monitoradas dos analitos. 

Antibióticos tR (min) Íon precursor (m/z) MRM-1 MRM-2 

Ácido pipemídico 1,0 304,0 217,0 189,1 

Amoxicilina 0,7 366,0 113,9 349,1 

Ampicilina 1,0 350,0 106,0 113,9 

Azitromicina 1,4 749,0 591,5 116,0 

Cefalexina 1,0 348,0 158,0 106,0 

Ceftiofur 1,8 529,9 240,9 124,8 

Clortetraciclina 1,5 479,0 444,1 260,0 

Ciprofloxacina 1,2 332,0 288,0 245,1 

Claritromicina 2,1 748,0 158,1 590,4 

Clindamicina 1,5 425,0 126,2 377,0 

Doxiciclina 1,6 445,0 429,0 154,0 

Enrofloxacina 1,2 360,1 316,3 245,2 

Florfenicol 1,7 358,0 340,0 241,0 

Lincomicina 1,0 407,0 359,0 389,0 

Marbofloxacina 1,1 362,1 72,1 320,2 

Metronidazol 0,9 172,0 128,0 82,0 

Metronidazol-OH 0,7 188,0 126.0 123.0 

Monensina 5,5 693,2 675,2 461,1 

Norfloxacina 1,1 320,0 276,2 233,0 

Oxitetraciclina 1,2 461,0 426,2 443,2 

Penicilina V 2,2 350,9 160,0 114,1 

Salinomicina 4,8 773,3 431,2 531,2 

Sulfadiazina 1,0 251,0 156,0 92,0 

Sulfametazina 1,3 278,9 185,9 91,9 

Sulfametoxazol 1,7 254,0 156,1 92,0 

Sulfapiridina 1,1 250,0 156,0 92,0 

Tetraciclina 1,3 445,0 410,0 427,0 

Tiamulina 2,1 494,2 192,0 118,9 

Tilmicosin 1,6 869,4 696,3 88,0 

Trimetoprima 1,1 291,0 230,2 261,1 

Virginiamicina M1 2,4 526,1 508,1 355,0 

Virginiamicina S1 2,9 824,3 177,1 122,0 
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2.3.5.2 Investigação de Compostos Suspeitos por LC-HRMS 

As análises por LC-HRMS foram realizadas empregando o sistema HPLC Aria TLX-1 

acoplado ao espectrômetro de massas LTQ-Orbitrap Velos™ (Thermo Fisher Scientific) com 

ionização por electrospray nos modos positivo e negativo (ESI(+) e ESI(‒)). A separação 

cromatográfica foi realizada com a coluna Zorbax Eclipse XDB C18 (150 mm x 4,6 mm) com 

partículas de 5 µm da Agilent Technologies. A eluição foi realizada no modo gradiente 

utilizando fase móvel com composição distinta para as análises com ionização no modo ESI(+) 

e ESI(‒). Para as análises no modo positivo, a fase móvel foi composta por solução aquosa 

contendo 10 mmol L-1 de formiato de amônio (A) e por acetonitrila (B). Para as análises no 

modo negativo, a fase móvel foi composta por solução aquosa contendo 6,5 mmol L-1 de acetato 

de amônio (A) e acetonitrila (B). Nos dois casos foi utilizada uma vazão de 0,5 mL min-1, 

volume de injeção de 20 µL e o mesmo programa de solvente. O programa de solvente utilizado 

iniciou com 5% de B e foi mantido até 1,0 min. De 1,0 min até 10,0 min a porcentagem de B 

alcançou 95% e atingiu 100% em 13 min. A composição inicial foi restabelecida em 16 min e 

mantida até 17 min. 

A aquisição de dados foi realizada no modo DIA (do inglês Data Independent 

Aquisition) sendo realizadas duas varreduras sequenciais. A primeira varredura (full scan) foi 

realizada na faixa de m/z de 60-1000 em baixa energia de colisão (4 eV) e utilizando uma 

resolução de 60.000 FWHM (do inglês Full Width at Half Maximum). A segunda varredura 

(full scan) foi realizada na faixa de m/z de 60-750 utilizando alta energia de colisão (35 ± 15 eV) 

com resolução de 30.000 FWHM. Os parâmetros utilizados para a fonte de ionização foram 

350 ºC e 300 ºC para a temperatura do capilar e da fonte, respectivamente, 40 psi para o gás 

nebulizador, 20 psi o gás auxiliar, 3,5 kV e -2,5 kV para a ionização nos modos positivo e 

negativo respectivamente. 

2.3.6 Avaliação da Performance dos Métodos Analíticos 

A performance dos métodos analíticos quantitativos por UHPLC-QqLIT para a análise 

de antibióticos em água subterrânea, vinhaça e solo foi avaliada por meio da determinação da 

recuperação (RE), repetibilidade, dos limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), efeito 

matriz (EM) e da linearidade. A recuperação foi calculada por meio da fortificação das amostras 

com uma concentração conhecida (Cc) dos analitos antes do processo de extração e comparando 

este valor com a concentração obtida (Co) após o emprego do procedimento analítico. O valor 
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de Co foi determinado por calibração por padrão interno utilizando padrão interno 

isotopicamente marcados (ILIS do inglês Isotopically Labeled Internal Standards) e a 

recuperação foi determinada utilizando a equação �� = (��/��) ∗ 100%. A repetibilidade foi 

determinada calculando o desvio padrão relativo (DPR) obtido no teste de recuperação. Os 

limites de detecção e quantificação foram definidos a partir da determinação da concentração 

responsável por gerar uma razão sinal ruído de 3 e 10 respectivamente. A linearidade foi 

avaliada empregando o modelo de regressão linear por mínimos quadrados na faixa de 0,5-100 

µg L-1. Um padrão de calibração foi injetado repetidamente a cada 20-25 injeções para verificar 

a estabilidade de sinal do equipamento. 

Para as análises qualitativas por LC-HRMS, o espectrômetro de massas foi calibrado 

nas duas polaridades no dia de cada análise. A calibração foi realizada utilização padrões de 

calibração seguindo as recomendações do fabricante para garantir a exatidão de massa. A 

presença dos ILIS nas amostras injetadas foi monitorada para garantir a adequada performance 

do sistema LC-HRMS. Brancos do procedimento analítico, incluindo todas as etapas analíticas, 

foram analisados para descontar qualquer sinal analítico que possa gerar falso positivo. 

2.3.7 Processamento dos Dados de HRMS  

A investigação de compostos suspeitos foi realizada utilizando a NORMAN Digital 

Samples Freezing Platform (DSFP) (ALYGIZAKIS et al., 2019) por meio da análise 

retrospectiva. Os dados brutos obtidos diretamente das análises por LC-HRMS foram 

convertidos para o formato mzML utilizando o programa ProteoWizard (CHAMBERS et al., 

2012). Nesta conversão, foram obtidos arquivos separados para as duas varreduras sequenciais 

adquiridas em cada análise, sendo um arquivo para a varredura em baixa energia de colisão e 

outro para alta energia. Os arquivos convertidos, assim como seus metadados (incluindo um 

índice de tempo de retenção calculado com padrões de calibração) foram carregados na DSFP. 

Na sequência, foi realizada a análise retrospectiva para 7811 composto de relevância ambiental 

(5459 em ESI(+) e 2352 no modo ESI(-)). A análise retrospectiva foi realizada baseada na (i) 

exatidão de massa, (ii) no uso de modelo de predição de tempo de retenção (AALIZADEH et 

al., 2016; AALIZADEH; NIKA; THOMAIDIS, 2019) e na inspeção dos fragmentos MS/MS 

gerados (assim como outros metadados relacionados a indicadores comerciais) (GAGO-

FERRERO et al., 2018). 
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Apenas os compostos que atenderam os critérios de exatidão de massa (2 mDa), tempo 

de retenção em concordância com modelo preditivo e presença de ao menos um fragmento 

característico foram considerados para posterior investigação. Vale destacar que apenas 

compostos representativos (detectados na maioria das amostras) foram levados em 

consideração baseando-se na frequência de detecção (FD) da seguinte forma: FD ≥ 80% para 

vinhaça, FD ≥ 50% para água subterrânea e solo. Além disso, todos os compostos detectados 

nos brancos foram excluídos. O grau de confiança na identificação dos compostos detectados 

foi realizada seguindo os níveis de confiança descritos por Schymanski e colaboradores 

(SCHYMANSKI et al., 2014). 

2.4 Resultados e Discussões 

2.4.1 Análises Quantitativas por UHPLC-QqLIT 

2.4.1.1 Otimização da Extração dos Antibióticos em Solo por ELP 

A eficiência da técnica de extração ELP depende de vários parâmetros experimentais. 

Entre os parâmetros mais importantes para a obtenção de uma recuperação apropriada estão a 

composição do solvente de extração, temperatura, número de ciclos de extração e duração de 

cada ciclo (ANDREU; PICÓ, 2019). Neste trabalho, os parâmetros número de ciclo e duração 

de cada ciclo foram definidos como três ciclos de 5,0 min  baseado no trabalho de Jelić e 

colaboradores (JELIĆ; PETROVIĆ; BARCELÓ, 2009). Já os parâmetros como temperatura e 

composição do solvente de extração foram estudados, conforme Tabela 15, permitindo avaliar 

o efeito da temperatura, do pH e do emprego de metanol e acetonitrila na recuperação dos 

analitos. 

O uso de alta temperatura em ELP aumenta a solubilidade e a taxa de difusão dos 

analitos, favorecendo a extração. Porém, o aumento da temperatura pode levar à degradação de 

analitos termolábeis. Desta forma, a temperatura é um parâmetro importante que deve ser 

avaliado durante o desenvolvimento de métodos de extração por ELP. O efeito da temperatura 

foi avaliado a 50 e 70 ºC utilizando como solvente extrator a mistura tampão citrato pH 

4,0:ACN (1:1) e os resultados estão reunidos na Tabela 18 (testes ELP-A a 50 ºC e ELP-C a 

70º C). Como pode ser visto na Tabela 18, o emprego da temperatura maior levou a um 

aumento na eficiência da extração da maioria dos antibióticos. Este resultado mostra que os 

efeitos positivos do aumento da temperatura na extração, como aumento da solubilidade e 
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difusão dos analitos, superaram possíveis efeitos negativos, como a degradação, por exemplo. 

Desta forma, a temperatura de 70 ºC foi escolhida como a temperatura de extração no preparo 

de amostra por ELP. 

Outro parâmetro que tem influência no processo de solubilidade e adsorção dos analitos 

é o pH do solvente de extração. Este fato está relacionado com o estado de ionização de uma 

molécula que em muitos casos é dependente do pH do meio. Desta forma, o pH também é um 

parâmetro que deve ser estudado durante o desenvolvimento do método de extração por ELP. 

Para verificar a influência do pH, os pHs 2,6, 4,0 e 7,0 foram avaliados empregando tampão 

citrato e tampão citrato-fosfato. No caso das amostras de solo, o emprego de tampão contendo 

íons citrato tem função adicional, pois este íon atua como agente quelante para íons metálicos, 

prevenindo a formação de complexos metálicos entre os antibióticos e íons metálicos 

favorecendo desta forma a extração (MORENO-GONZÁLEZ; GARCÍA-CAMPAÑA, 2017). 

Além disso, o tampão citrato-fosfato possui uma extensa faixa de tamponamento, indo de 2,6 a 

7,0 (GOMORI, 1955), o que permite avaliar a influência de uma extensa faixa de pH na extração 

dos analitos. 

Nos testes envolvendo os diferentes valores de pHs, uma mistura tampão:ACN (1:1) foi 

empregada, sendo que os pHs 2,6, 4,0 e 7,0 foram avaliados respectivamente nos testes ELP-

B, ELP-C e ELP-D, como descrito na Tabela 15. De forma geral, os pHs 4,0 e 7,0 levaram a 

obtenção de maiores recuperações, quando comparados com o pH 2,6. Porém, o pH 7,0 levou 

a uma melhor recuperação para a salinomicina, que é um antibiótico importante no contexto 

deste trabalho, e por isso, o pH 7,0 foi definido como o mais apropriado para a realização da 

ELP. A recuperação obtida para cada analito nos diferentes pHs podem ser vistos na Tabela 18 

nos testes ELP-B, ELP-C e ELP-D. 

O estudo do pH também foi realizado utilizando a mistura tampão:metanol (1:1) como 

solvente de extração. Os resultados obtidos foram similares aos obtidos com tampão:ACN, 

sendo que o melhor resultado também foi obtido em pH 7,0. Os resultados obtidos com os pHs 

2,6, 4,0 e 7,0, empregando como solvente de extração tampão:metanol (1:1), podem ser vistos 

respectivamente nos testes ELP-E, ELP-F e ELP-G na Tabela 18. Comparando os resultados 

obtidos empregando as duas combinações de solventes em pH 7,0 (teste ELP-D realizado com 

tampão:ACN e ELP-G realizado com tampão:metanol) é possível verificar que o emprego de 

metanol ao invés de acetonitrila leva a melhores recuperações. Desta forma, a mistura tampão 

citrato-fosfato pH 7,0:methanol foi escolhida como solvente de extração em ELP. 
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Tabela 18 - Recuperação obtida para cada analitos nos diferentes testes realizados com ELP. 

Antibióticos 
%Recuperação (%DPR) n=2 

ELP-A ELP-B ELP-C ELP -D ELP-E ELP -F ELP -G 

Cefalexina 4,0 (0,4) 4,5 (3,8) 4,3 (4,5) 4,1 (2,1) 6,4 (0,9) 5,4 (5,0) 5,5 (5,6) 

Ceftiofur 0 0 0 0 0 0 30,5 (9,2) 

Trimetoprima 14,0 (0,7) 22,0 (2,6) 38,6 (22,0) 61,5 (2,5) 84,0 (5,4) 86,9 (3,7) 90,3 (0,5) 

Ciprofloxacina 8,1 (2,1) 16,3 (3,7) 18,9 (16,3) 15,9 (18,8) 6,6 (14,3) 8,8 (0,0) 17,8 (9,1) 

Enrofloxacina 
32,7 
(16,9) 

27,8 (6,1) 22,8 (27,8) 59,8 (1,9) 3,3 (24,6) 6,5 (2,6) 41,6 (5,4) 

Marbofloxacina 5,7 (10,2) 10,6 (15,7) 13,5 (10,6) 19,6 (0,8) 6,6 (35,6) 8,9 (3,3) 54,6 (5,2) 

Monensina 0 0 0 0 0 0 21,2 (3,0) 

Salinomicina 
19,8 
(21,8) 

0 9,4 (26,8) 65,6 (8,6) 0 4,7 (38,5) 62,2 (9,5) 

Clindamicina 
21,9 
(11,0) 

30,1 (15,5) 45,0 (9,4) 77,2 (1,8) 76,2 (5,2) 75,0 (5,7) 90,7 (2,3) 

Lincomicina 1,3 (6,5) 1,7 (5,6) 1,8 (1,7) 4,4 (5,2) 4,9 (18,4) 10,1 (3,8) 61,8 (2,3) 

Azitromicina 0 0 25,4 (0,0) 7,2 (26,2) 23,3 (56,8) 0 19,2 (29,6) 

Claritromicina 87,3 (1,6) 82,6 (5,8) 88,3 (1,2) 77,1 (10,6) 80,6 (2,8) 80,0 (2,7) 61,6 (17,9) 

Metronidazol 1,8 (7,2) 1,3 (10,0) 2,5 (11,2) 1,2 (3,4) 14,9 (0,7) 15,7 (0,9) 15,6 (0,4) 

Metronidazol-
OH 

0,8 (1,5) 0,8 (2,7) 1,1 (7,0) 0,8 (3,1) 4,2 (0,7) 4,1 (0,7) 4,1 (1,0) 

Florfenicol 90,7 (0,8) 75,9 (2,4) 79,5 (1,2) 77,3 (5,7) 74,9 (3,6) 73,5 (2,5) 76,0 (8,2) 

Tiamulina 64,7 (2,8) 63,1 (5,6) 64,8 (0,9) 50,7 (2,5) 78,5 (1,6) 77,5 (3,5) 62,9 (17,8) 

Ácido 
Pipemídico 

10,3 (1,5) 12,0 (0,4) 12,1 (12,0) 10,8 (0,8) 13,1 (11,3) 12,6(2,2) 27,8 (2,0) 

Virginiamicina 
M 

35,5 (2,8) 65,8 (3,4) 65,0 (6,1) 55,1 (8,0) 61,9 (2,5) 62,6 (0,9) 55,3 (1,3) 

Virginiamicina 
S 

40,3 (6,0) 44,3 (1,6) 41,3 (3,8) 39,4 (1,4) 45,8 (10,5) 39,0 (9,4) 33,3 (26,8) 

Sulfadiazina 14,4 (2,3) 10,6 (9,8) 18,7 (10,3) 5,8 (7,5) 44,9 (10,5) 45,4 (1,7) 50,6(3,8) 

Sulfametazina 59,2 (2,9) 48,5(2,6) 70,0 (1,6) 54,1 (6,0) 68,4 (0,8) 71,2 (14,3) 81,1 (8,2) 

Sulfametoxazol 70,0 (4,0) 78,0 (2,5) 78,7 (0,9) 45,1 (5,3) 73,6 (6,1) 70,7 (9,8) 83,5 (4,9) 

Sulfapiridina 
34,2 
(23,2) 

61,1 (18,3) 73,1 (3,3) 33,3 (3,8) 104,4 (18,2) 122,3 (1,0) 88,2 (19,9) 

Clortetraciclina 24,4 (3,5) 19,4 (5,6) 23,8 (19,4) 25,8 (3,3) 16,8 (12,0) 15,8 (8,4) 20,6 (10,8) 

Doxiciclina 50,5 (3,1) 45,2 (2,5) 45,9 (17,6) 55,1 (2,8) 24,9 (1,7) 31,3 (11,3) 52,1 (0,8) 

Oxitetraciclina 4,1 (17,7) 4,7 (28,0) 7,7 (4,7) 0 16,3 (8,1) 16,3 (5,0) 11,4 (9,0) 

Tetraciclina 11,2 (0,5) 11,6 (12,4) 17,5 (11,6) 9,1 (0,5) 24,0 (7,1) 26,8 (8,4) 53,6 (2,1) 
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2.4.1.2 Otimização da Extração dos Antibióticos em Solo por QuEChERS 

A eficiência da extração realizada por QuEChERS é dependente de vários parâmetros, 

como por exemplo, da adequada escolha da composição do solvente extrator e do sal para a 

promoção do efeitos salting-out. Além disso, o emprego de aditivos como EDTA para prevenir 

a formação de complexos metálicos entre os analitos e íons metálicos presentes nas amostras 

também pode ser uma estratégia importante (GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 

2013). O sal utilizado neste trabalho para promover a separação da fase aquosa da fase orgânica 

(ACN) foi o Na2SO4. Este sal foi escolhido, ao invés do MgSO4, com o intuito de prevenir a 

formação de complexos entre os íons Mg2+ e antibióticos, em especial as tetraciclinas e 

fluoroquinolonas, o que poderia afetar negativamente a extração destas espécies (GROS et al., 

2019). 

Inicialmente foi avaliado o efeito do uso de EDTA na extração dos antibióticos, 

conforme Tabela 16, nos testes QA e QB. Comparando os resultados obtidos nos testes QA e 

QB, ambos tamponados com tampão acetato e com a adição de EDTA em QB, é possível 

verificar que o uso do EDTA não proporcionou melhores valores de recuperação, Tabela 19. 

Desta forma, o emprego de EDTA na extração por QuEChERS foi descartado. 

Além do emprego do tampão acetato, o tampão citrato-fosfato em diferentes pHs 

também foi avaliado. As vantagens do uso do tampão citrato-fosfato já foram citadas na 

otimização das extrações por ELP e, seguindo a mesma lógica, os pHs 2,6, 4,0 e 7,0 foram 

avaliados nos testes QC, QD e QE, respectivamente. Os resultados obtidos nestes testes 

mostraram que o tampão citrato-fosfato é mais apropriado que o tampão acetato para realizar a 

extração por QuEChERS, sendo que o emprego do tampão citrato-fosfato favoreceu a extração 

das tetraciclinas, fluoroquinolonas, cefalosporinas e do ácido pipemídico. De forma geral, o pH 

7,0 proporcionou maiores valores de recuperação, como por exemplo para lincomicina, 

tetraciclinas, sulfonamidas, salinomicina e monensina. Desta forma, as condições descritas no 

teste QE, empregando como solvente de extração uma mistura tampão citrato-fosfato pH 

7,0:ACN (1:1), proporcionaram os maiores valores de recuperação para os analitos. 
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Tabela 19 - Recuperação obtida para cada analitos nos diferentes testes empregando QuEChERS. 

Antibiotics 
%Recuperação (%RSD) n=3 

QA QB QC QD QE 

Cefalexina 0 0 9,2 (11,5) 7,7 (14,8) 13,5 (2,3) 

Ceftiofur 0 0 41,0 (2,2) 43,6 (1,6) 39,7 (3,6) 

Trimetoprima 87,6 (0,6) 84,8 (2,0) 99,8 (8,0) 99,5 (9,8) 141,7 (6,3) 

Ciprofloxacina 0 0 13,2 (9,1) 11,9 (4,3) 5,2 (13,6) 

Enrofloxacina 0 0 19,2 (30,3) 25,3 (25,6) 20,4 (0) 

Marbofloxacina 0 0 17,6 (4,4) 20,5 (10,1) 10,8 (4,4) 

Monensina 0 0 0 0 12,4 (0,4) 

Salinomicina 40,4 (8,4) 42,3 (16,4) 0 0 108,7 (0,9) 

Clindamicina 105,2 (0,8) 102,4 (1,1) 80,8  (8,5) 90,1 (10,9) 114,3 (3,3) 

Lincomicina 22,9 (4,3) 18,1 (5,5) 49,7 (6,5) 53,9 (7,9) 82,5 (3,1) 

Azitromicina 78,2 (0,7) 79,4 (5,0) 46,6 (14,7) 74,9 (10,1) 48,8 (0,5) 

Claritromicina 103,1 (7,0) 100,3 (0,4) 91,4 (4,9) 92,7 (4,5) 90,2 (1,3) 

Tilmicosin 114,5 (5,3) 117 (1,9) 67,4 (6,2) 95 (5,7) 81,7 (2,3) 

Metronidazol 92,2 (5,6) 97,1 (0,4) 128,3 (2,7) 134,2 (1,6) 123,8 (2,1) 

Metronidazol-OH 53,5 (3,4) 54,3 (1,3) 95,3 (1,5) 99,5 (0,8) 98,8 (1,7) 

Florfenicol 130,0 (3,5) 130,9 (2,1) 29,5 (5,6) 36,4 (4,2) 45,8 (4,6) 

Tiamulina 110,9 (3,7) 109,1 (1,7) 98,8 (2,9) 107,3 (1,6) 102,3 (1,8) 

Ácido pipemídico 0 0 28,5 (1,1) 28,4 (0,6) 27,1 (0,4) 

Virginiamicina M 14,3 (22,5) 5,8 (41,7) 38,2 (1,0) 42,9  (2,9) 29,7 (6,8) 

Virginiamicina S 39,5 (18,3) 26,1 (10,3) 28,2  (7,1) 31,4 (12,3) 60,8  (0,4) 

Sulfadiazina 43,1 (2,3) 27,8 (14,2) 39,2 (5,5) 47,9 (7,1) 80,2  (4,4) 

Sulfametazina 73,8 (3,4) 39 (16,0) 31,6 (8,5) 39,0 (3,4) 78,8 (2,1) 

Sulfametoxazol 77,6 (7,7) 53 (6,4) 53,0 (8,1) 59,2 (3,0) 90,7 (1,6) 

Sulfapyridine 53,8 (0,0) 27,7 (14,8) 30,8 (9,0) 39,0 (7,0) 109,2  (4,1) 

Clortetraciclina 0 0 45,6 (2,8) 54,2 (4,8) 17,6 (9,1) 

Doxiciclina 0 0 36,7 (14,4) 50,4 (10,1) 49,3 (8,6) 

Oxitetraciclina 0 0 41,3 (16,8) 54,4 (8,7) 34,6 (7,2) 

Tetraciclina 0 0 27,7 (8,2) 34,8 (4,9) 144,7 (2,6) 

2.4.1.3 Comparação entre as Técnicas de Extração ELP e QuEChERS 

O melhor resultado obtido com cada uma das duas técnicas de extração avaliadas, 

QuEChERS (QE) e ELP (ELP-G) estão reunidos na Figura 51. Os resultados obtidos mostram 

que ambas as metodologias são capazes de fornecer adequada recuperação para a maioria dos 

antibióticos estudados. Porém, não foram capazes de realizar a extração das penicilinas e da 
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norfloxacina. A metodologia baseada na técnica QuEChERS é mais apropriada para a análise 

dos macrolídeos azitromicina e tilmicosina, nitroimidazóis, tetraciclinas e da estreptogramina 

virginiamicina S, enquanto a metodologia baseada em ELP é mais apropriada para a extração 

das fluoroquinolonas, da monensina,  do florfenicol e da estreptogramina virginiamicina M1. 

Em termos gerais, foram obtidos melhores resultados com QuEChERS, sendo que para 14 

compostos foram obtidas recuperações ≥ 60%, enquanto que com ELP este valor foi obtido 

apenas para 10 compostos. No entanto, a escolha da metodologia a ser utilizada depende da 

aplicação e da importância de cada analito no estudo a ser realizado. No nosso caso, a melhor 

recuperação obtida para a monensina, um dos principais antibióticos empregados no processo 

de produção do etanol combustível, com ELP foi um motivador para a escolha da metodologia 

ELP-G para a realização da extração dos antibióticos nas amostras de solo. Desta forma, foi 

realizada a validação do método analítico utilizando a condições de extração definidas no testes 

ELP-G, utilizando a mistura tampão citrato-fosfato pH 7,0:metanol como solvente de extração. 

Figura 51 - Comparação dos resultados de recuperação obtidos por ELP (n=2) e QuEChERS (n=3). 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Vale destacar ainda que, em termos gerais, a recuperação obtida tanto por QuEChERS 

quanto por ELP neste trabalho foram similares aos obtidos por outros estudos já relatados 

anteriormente (BIEL-MAESO; CORADA-FERNÁNDEZ; LARA-MARTÍN, 2017; GARCÍA-

GALÁN; DÍAZ-CRUZ; BARCELÓ, 2013; MARTÍNEZ-PIERNAS et al., 2018), sendo que 

representa avanços para a extração de sulfonamidas em solo quando comparado com alguns 

trabalhos (GARCÍA-GALÁN; DÍAZ-CRUZ; BARCELÓ, 2013; MARTÍNEZ-PIERNAS et al., 

2018). Além disso, foram avaliadas diversas classes de antibióticos, e foi realizada a 

comparação entre duas técnicas de extração (ELP e QuEChERS), o que não foi abordado em 

estudos anteriores (BIEL-MAESO; CORADA-FERNÁNDEZ; LARA-MARTÍN, 2017; 



 

126 
 

CHITESCU et al., 2012; GARCÍA-GALÁN; DÍAZ-CRUZ; BARCELÓ, 2013; MARTÍNEZ-

PIERNAS et al., 2018; POPOVA; MORRA; PARIKH, 2019; XU et al., 2015). 

2.4.1.4 Validação dos Métodos Analíticos 

O método analítico baseado em SPE e UHPLC-QqLIT para a análise de água 

subterrânea e o método baseado em ELP e UHPLC-QqLIT para a análise de solo foram 

submetidos à validação para verificar a adequabilidade dos mesmos para a análise dos analitos 

em estudo nas respectivas matrizes. Para isso, foi realizada a determinação dos parâmetros 

recuperação, repetibilidade, efeito matriz, linearidade, limite de detecção (LD) e limite de 

quantificação (LQ). Os métodos analíticos foram capazes de realizar a análise simultânea de 

diferentes classes de antibióticos. Os valores de recuperação obtidos foram maiores que 60% 

para a maioria dos analitos. A repetibilidade obtida foi menor que 20% para a maioria dos 

analitos, indicando boa precisão dos métodos. O efeito matriz (EM), que pode causar supressão 

no sinal analítico (quando <100%) ou aumento (quando >100%) variou de 44 a 386% para água 

subterrânea e de 22,1 a 281,2% para solo. Estes resultados mostram que alguns dos analitos 

estão sujeitos a intenso efeito matriz, e que por conta disso o método de quantificação deve ser 

capaz de corrigir este problema. Por isso, neste trabalho foi empregada a calibração por padrão 

interno isotopicamente marcado, estratégia reconhecidamente capaz de fazer a correção do 

efeito matriz (GROS; RODRÍGUEZ-MOZAZ; BARCELÓ, 2013). Desta forma, foi utilizado 

para cada analito o respectivo composto análogo isotopicamente marcado como padrão interno. 

Para os casos em que o composto análogo não estava disponível, um composto estruturalmente 

relacionado, com grupos funcionais semelhantes, foi utilizado, garantindo assim a correção do 

efeito matriz. A linearidade obtida para os analitos ficaram na faixa de 0,5 a 100,0 µg L-1 com 

r2  > 0,99 mostrando bom ajuste dos dados experimentais com o modelo matemático da 

regressão linear. Foram obtidos LDs na faixa de 0,06 a 2,26 ng L-1 para água subterrânea e 0,03 

a 3,1 ng g-1 para solo, indicando capacidade para a detecção dos analitos em estudo em baixa 

concentração. Já os LQs obtidos, ficaram na faixa de 0,19 a 7,54 ng L-1 para água subterrânea 

e 0,1 e 10,2 ng g-1 para solo. As informações detalhadas contendo os valores dos parâmetros de 

validação para cada analito estão reunidas na Tabela 20 para água subterrânea e na Tabela 21 

para solo. 
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Tabela 20 - Parâmetros da validação para água subterrânea. n=3. 

Antibióticos 

Recuperação, %  
(DPR, %) EM, % Linearidade (r2) LD (ng L-1) LQ (ng L-1) 

10,0 ng L-1 

Tiamulina 72,7 (9,7) 80,8 0,9978 0,06 0,19 

Florfenicol 97,2 (4,2) 91,2 0,9968 0,25 0,82 

Clindamicina 46,8 (18,7) 80,0 0,9971 0,19 0,64 

Trimetoprima 105,4 (9,9) 55,0 0,9967 0,06 0,20 

Tetraciclina 66,8 (14,4) 123,1 0,9967 0,37 1,24 

Oxitetraciclina 64,8 (22,6) 131,1 0,9913 0,67 2,22 

Doxiciclina 59,8 (4,5) 140,2 0,9939 2,26 7,54 

Clortetraciclina 71,5 (4,4) 133,4 0,9969 0,51 1,70 

Ciprofloxacina 50,4 (15,0) 263,8 0,9954 0,42 1,39 

Enrofloxacina 39,5 (15,6) 150,4 0,9955 0,15 0,50 

Marbofloxacina 40,9 (17,7) 87,4 0,9988 0,14 0,45 

Norfloxacina 44,5 (9,3) 378,2 0,9982 0,41 1,36 

Cefalexina 68,5 (12,9) 109,6 0,9985 0,18 0,60 

Ceftiofur 64,1 (22,9) 96,5 0,9996 0,16 0,52 

Ampicilina 48,3 (36,4) 84,7 0,9941 0,98 3,26 

Penicilina V 30,3 (19,8) 89,4 0,9948 0,67 2,15 

Amoxicilina 13,3 (19,1) 95,2 0,9960 0,85 0,25 

Ácido pipemídico 44,7 (9,0) 122,6 0,9926 0,10 0,34 

Azitromicina 76,5 (35,4) 313,8 0,9941 0,11 0,36 

Claritromicina 73,3 (3,9) 67,2 0,9901 0,13 0,43 

Tilmicosina 107,2 (6,5) 268,2 0,9955 0,10 0,34 

Sulfametoxazol 49,6 (24,1) 78,5 0,9962 0,14 0,48 

Sulfametazina 45,1 (22,3) 66,3 0,9979 0,09 1,92 

Sulfadiazina 49,6 (23,0) 44,1 0,9975 0,58 1,92 

Sulfapiridina 61,9 (33,8) 46,3 0,9757 0,13 0,43 

Metronidazol 27,3 (3,3) 76,2 0,9972 0,10 0,32 

Metronidazol-OH 13,2 (5,7) 96,0 0,9982 0,89 0,27 

Virginiamicina M 75,6 (13,7) 92,8 0,9978 0,76 2,52 

Virginiamicina S 106,1 (8,5) 78,4 0,9987 0,08 0,28 
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Tabela 21 - Parâmetros da validação para solo. n=3. 

Antibióticos 
Recuperação, % (DPR, %) EM, %Linearidade (r2)LD (ng g-1) LQ (ng g-1)

10,0 ng g-1 30,0 ng g-1 50,0 ng g-1     

Ceftiofur 42,9 (2,8) 48,2 (3,8) 30,5 (9,2) 96,3 0,9993 0,2 0,8 

Trimetoprima 128,7 (7,2) 151,1 (3,1) 138,9 (8,8) 59,4 0,9987 0,1 0,4 

Enrofloxacina 35,5 (14,0) 32,9 (18,1) 26,7 (15,7) 281,2 0,9925 0,5 1,7 

Marbofloxacina 34,7 (4,4) 39,2 (15,1) 38,6 (15,6) 123,7 0,9964 0,3 0,9 

Monensin 22,5 (15,9) 23,2 (8,0) 21,2 (3,0) 29,1 0,9991 0,06 0,2 

Salinomycin 31,4 (27,9) 55,8 (5,0) 55,1 (3,4) 82,5 0,9988 0,3 0,9 

Clindamicina 127,7 (4,7) 154,4 (2,6) 152,4 (4,5) 96,8 0,9983 0,1 0,3 

Lincomicina 109,0 (2,8) 120,3 (7,1) 115,5 (1,5) 74,8 0,9986 0,5 1,7 

Claritromicina 116,3 (11,7)157,1 (4,1) 151,3 (6,9) 56,9 0,9958 0,2 0,8 

Metronidazol 25,9 (16,7) 27,8 (3,6) 27,3 (9,5) 76,5 0,9976 0,2 0,8 

Florfenicol 50,8 (6,1) 61,8 (10,3) 66,9 (6,8) 70,3 0,9978 0,4 1,2 

Tiamulina 99,3 (9,1) 129,3 (4,0) 131,7 (9,1) 63,8 0,9982 0,06 0,2 

Ácido pipemídico10,0 (0,6) 10,3 (3,5) 11,3 (3,9) 168,2 0,9868 0,7 2,4 

Virginiamicina M66,2 (2,3) 63,1 (7,2) 72,5 (2,1) 120,0 0,9970 0,03 0,1 

Virginiamicina S 72,7 (3,6) 82,4 (0,6) 87,9 (0) 96,5 0,9989 0,4 1,2 

Sulfadiazina 114,7 (4,8) 127,7 (14,2)121,4 (2,9) 61,0 0,9969 0,09 0,3 

Sulfametazina 106,2 (1,8) 111,7 (1,3) 112,4 (5,4) 72,4 0,9987 0,06 0,2 

Sulfametoxazol 119,7 (2,9) 139,3 (2,1) 142,8 (4,1) 79,5 0,9976 0,06 0,2 

Sulfapiridina 122,3 (19,6)140,0 (11,5)117,3 (8,7) 60,8 0,9957 0,1 0,5 

Clortetraciclina 18,4 (6,5) 24,3 (3,6) 29,3 (26,0) 22,1 0,9983 0,7 2,5 

Doxiciclina 73,4 (4,4) 64,0 (13,1) 66,3 (19,7) 180,3 0,9962 1,4 4,8 

Oxitetraciclina 18,8 (10,0) 14,8 (11,3) 21,9 (38,9) 117,5 0,9935 3,1 10,2 

Tetraciclina 42,7 (12,3) 53,8 (8,7) 52,9 (21,8) 137,0 0,9983 2,1 7,0 

2.4.1.5 Ocorrência dos Antibióticos nas Amostras Analisadas 

Após a validação dos métodos analíticos, seis amostras de água subterrânea, cinco de 

vinhaça e nove de solo foram analisadas. Porém, nenhum dos antibióticos alvo deste estudo foi 

detectado. A ausência destes contaminantes nas amostras pode ser atribuída a vários fatores 

como a sua degradação durante o processo de produção de etanol combustível (WALTER et 

al., 2020) ou à baixa frequência de uso de antibióticos neste processo. Na literatura científica 

há pouca informação sobre a degradação dos antibióticos durante o processo de fermentação. 

Porém, no processo de produção de etanol combustível a fermentação é realizada a uma 

temperatura de 32-34 ºC em um pH de 3,8-4,5 com uma duração de 6-12 h (AMORIM et al., 
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2011; DE OLIVA-NETO et al., 2013) e essas condições favorecem a degradação de vários 

antibióticos, como tetraciclinas (PENA et al., 2000) e penicilinas (ISLAM; TOLEDO; 

HAMDY, 1999). Além disso, é bem conhecido que vários antibióticos são termolábeis 

(SVAHN; BJÖRKLUND, 2015), e a etapa de destilação ocorre a uma temperatura próxima de 

110 ºC (NASCIMENTO, 2015). Neste sentido, Walter e colaboradores estudaram a cinética de 

degradação da virginiamicina M1 em condições de destilação e verificaram uma degradação de 

70% deste antibiótico submetido a 95 ºC por 180 min (WALTER et al., 2020). Outro estudo 

recente mostrou que a cefalosporina C pode ser removida de resíduos de fermentação quando 

submetido a alta temperatura, com uma redução de 72 e 87% a 60 e 90 ºC respectivamente 

(CHU et al., 2020). Outro exemplo, o ácido clavulânico, um antibiótico da classe dos β-

lactâmicos, também apresenta rápida degradação quando submetido a alta temperatura 

(GÓMEZ-RÍOS et al., 2019).  

Desta forma, a ausência de antibióticos nas amostras pode ser devido a degradação ou 

pode ser ainda que as amostras analisadas não foram expostas a antibiótico devido ao fato de 

que a vinhaça empregada na fertirrigação era proveniente de etanol no qual não foi empregado 

o uso de antibiótico em sua produção. Com isso, os resultados obtidos neste estudo, são um 

indicativo pontual da ausência destes antibióticos, não servindo para a generalização do fato de 

que a fertirrigação com vinhaça não é uma fonte relevante de antibióticos para o meio ambiente. 

Como visto no Capítulo 1, no qual método específico para análise de antibiótico em vinhaça foi 

desenvolvido, a monensina foi detectada em amostra de vinhaça a uma concentração de 14,3 

ng mL-1. Para conclusões mais robustas a respeito do impacto do uso de vinhaça contaminada 

com antibióticos seria necessário realizar amostragem de vinhaça em quantidade representativa 

com o objetivo de se conhecer o montante de vinhaça contaminada que anualmente é dispersada 

nas plantações de cana-de-açúcar. 

2.4.2 Análises Qualitativas por LC-HRMS 

2.4.2.1 Identificação de Compostos Suspeitos em Vinhaça, Solo e Água Subterrânea 

A presença de 7811 compostos de relevância ambiental como pesticidas, compostos 

farmacêuticos, conservantes, corantes, surfactantes e uma longa lista de compostos químicos 

industriais e produtos de transformação foram investigados nas amostras analisadas por meio 

da análise retrospectiva utilizando a plataforma Norman DSFP, como descrito na seção 2.3.7. 
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As etapas do processo de identificação, juntamente com o número de compostos detectados na 

vinhaça (V), solo (S) e água subterrânea (A) em cada etapa de identificação, estão resumidas  

na Figura 52. 

Figura 52 - Etapas do processo de identificação e número de suspeitos detectados após cada etapa em cada 
matriz. 

 

Como pode ser visto na Figura 52, 1226 compostos suspeitos foram detectados na 

vinhaça, atendendo aos requisitos (threshold) de exatidão de massa, tempo de retenção plausível 

de acordo com o modelo de predição de tempo de retenção, e a presença de no mínimo um 

fragmento qualificador esperado para o composto. No caso do solo e da água subterrânea, nesta 

etapa foram detectados 338 e 343 compostos respectivamente. Devido ao grande número de 

compostos suspeitos detectados, e com o objetivo de focar os esforços na identificação de 

compostos de grande incidência nas amostras, e desta forma com maior relevância ambiental, 

a frequência de detecção (FD) foi utilizada como um critério para priorizar os compostos a 

serem avaliados em maior profundidade. Após esta etapa, e após a exclusão dos compostos 
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suspeitos detectados no branco do procedimento, o número de compostos suspeitos detectados 

foram 136 na vinhaça, 50 no solo e 90 na água subterrânea. Nesta etapa, foi possível verificar 

a detecção de compostos suspeitos tendo a mesma fórmula molecular, tempo de retenção e 

alguns fragmentos comuns. Para estes compostos, apenas uma estrutura foi priorizada para 

posterior avaliação. Esta priorização foi feita considerando os dados de espectros de MS2 e os 

dados de mercado disponíveis para cada suspeito, como descrito na literatura por Gago-Ferrero 

e colaboradores (GAGO-FERRERO et al., 2018). Por último, os cromatogramas e espectros de 

MS2 para cada composto suspeito, remanescente após as várias etapas de seleção baseada em 

critérios pré-estabelecidos, foram avaliados em profundidade.  Parâmetros como pico 

cromatográfico bem definido, tempo de retenção coincidente para um mesmo composto 

detectado em amostras diferentes, presença do fragmento qualificador no tempo de retenção do 

respectivo composto suspeito e comparação com biblioteca de MS2 do MassBank (quando 

disponível) foram utilizados para a conclusão final do processo de identificação por tentativa. 

Após este processo, foi possível a identificação por tentativa de 19 compostos na vinhaça, 12 

no solo e 25 nas amostras de água subterrânea. A metodologia, para a identificação por tentativa 

dos compostos suspeitos, descrita anteriormente seguem exemplificada a seguir para o 

composto carbendazim, identificado por tentativa nas amostras de solo. 

O carbendazim (C9H9N3O2) é um fungicida que não tem registro no Brasil para uso na 

cultura da cana-de-açúcar. Porém, este composto é um metabólito do fungicida 

tiofanato-metílico, fungicida registrado para uso no Brasil na cultura de cana-de-açúcar, o qual 

foi detectado em seis das nove amostras de solo analisadas. O aduto protonado do carbendazim 

[C9H10N3O2]+ (m/z 192,0767) foi detectado dentro da exatidão de massa definida de 2 mDa, no 

modo full scan em baixa energia de colisão, com um pico cromatográfico bem definido no 

tempo de retenção de 7,26 min, como pode ser visto na Figura 53-a (cromatograma) e na 

Figura 53-b (espectro de massas). Este composto apresentou um tempo de retenção em 

concordância com o modelo de predição de tempo de retenção e o fragmento qualificador 

(diagnóstico) m/z 160,0499 correspondente ao fragmento [C8H6ON3]+ também foi detectado no 

mesmo tempo de retenção que o carbendazim Figura 53-c. O fragmento [C8H6ON3]+ aparece 

como sendo o único íon produto gerado na fragmentação do carbendazim em todas os registros 

presentes no MassBank obtidos em energia de colisão similar. A comparação entre o fragmento 

detectado para o carbendazim e o fragmento contido na biblioteca do  MassBank (registro 

UF405003) pode ser vista na Figura 53-d e Figura 53-e. Desta forma, este composto foi 

identificado por tentativa no nível 2 (provável estrutura) de acordo com os critérios definidos 
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por Schymanski e colaboradores (SCHYMANSKI et al., 2014). Além disso, a maioria dos 

compostos suspeitos foram identificados até o nível 3 (tentative candidates) devido à ausência 

de bibliotecas para a comparação. 
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Figura 53 - Identificação do carbendazim nas amostras de solo: a) cromatograma de íons extraídos (XIC) 
para o correspondente [M+H]+ (± 2 mDa); b) espectro de massas contendo o correspondente [M+H]+; c) 

XIC para o fragmento qualificador (m/z 160.0499) em alta energia de colisão (35eV) e o respectivo  
espectro de massas em d. e) Espectro de MS2 do carbendazim obtido do MassBank (registro UF405003). 

 



 

134 
 

2.4.2.2 Relevância Ambiental e Distribuição dos Compostos Identificados por Tentativa na 

Vinhaça, Solo e Água Subterrânea. 

No total, 56 compostos foram identificados nas diferentes matrizes estudas, sendo que 

a distribuição destes compostos pode ser vista na Figura 54. Como pode ser visto nesta figura, 

nenhum dos compostos identificados foi detectado simultaneamente em mais de uma matriz. 

Desta forma não foram obtidas evidências da transferência de contaminantes orgânicos da 

vinhaça para as matrizes ambientais. Apesar disso, a metodologia aplicada para a investigação 

de compostos suspeitos permitiu a identificação de vários contaminantes orgânicos com 

diferentes propriedades e usos, fornecendo uma visão qualitativa da ocorrência destes 

contaminantes nas amostras analisadas. 

Figura 54 - Distribuição dos compostos detectados nas matrizes. 

 

Os compostos detectados nas amostras de solo e de água subterrânea não estão 

diretamente relacionados com o uso da vinhaça como fertilizante. Na realidade, a principal 

origem destes contaminantes parece estar relacionada com as práticas da agricultura moderna, 

sendo que a maioria dos contaminantes detectados são agrotóxicos ou substâncias relacionadas. 

Além de agrotóxicos ou substâncias relacionadas, também foram detectados aditivos 

alimentares, compostos de ocorrência natural e outros compostos de uso industrial. Informações 

detalhadas sobre os compostos detectados em cada matriz e sua relevância ambiental podem 

ser obtidas na sequência. 
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2.4.2.2.1 Vinhaça 

Nas amostras de vinhaça, 19 contaminantes foram identificados por tentativa incluindo 

diferentes classes como aditivos alimentares (2), metabólitos de organismos vivos (8) 

agrotóxicos ou compostos relacionados (6) e 3 outros compostos. A lista dos compostos 

detectados nas amostras de vinhaça, incluindo o tempo de retenção, fórmula molecular, o aduto 

e os fragmentos de MS2 detectados e outras informações relacionadas ao uso de cada composto 

pode ser vista na Tabela 22. Entre os contaminantes detectados, compostos como fenuron, 

isoxabem e 3-cetocarbofurano (um produto de transformação dos agrotóxicos carbosulfano, 

carbofurano e benfuracarbe) estão entre os compostos detectados que geram maior preocupação 

ambiental, pois são classificados como Classe III de acordo com o Limiar de Preocupação 

Toxicológica (TTC - do inglês Threshold of Toxicological Concern) (LEWIS et al., 2016), 

sugerindo significante toxicidade. 

Estes compostos são utilizados na agricultura moderna para combater organismos que 

podem trazer dano à agricultura como ervas daninhas, insetos e nematoides. Embora sua 

transferência para os corpos de água seja possível, estes compostos são classificados como não 

persistentes no ambiente, como resultado da sua degradação (CAMPER; KIM; RILEY, 2001; 

LEWIS et al., 2016). Desta forma, sua detecção nas amostras de água e solo é pouco provável 

e pode explicar o fato destes compostos não terem sido detectados nas amostras de solo e água. 

Assim, apesar da vinhaça conter resíduos de agrotóxicos, seu uso na fertirrigação não representa 

um risco adicional para a disseminação destes compostos no meio ambiente. 

Os compostos detectados na vinhaça classificados como aditivos alimentares  

correspondem a compostos fenólicos e metabólitos de plantas, os quais são utilizados na 

indústria de alimentos como aromatizantes e conservantes (KIM et al., 2019b). Sua ocorrência 

na vinhaça está explicada no fato de que estas substâncias ocorrem naturalmente na cana-de-

açúcar ou são formadas durante a produção de etanol (BARRERA; BETORET; SEGUÍ, 2020; 

RÍOS LEAL; RODRÍGUEZ-VÁZQUEZ; GALINDO, 1994). Por se tratar de substâncias de 

ocorrência natural e baixa toxicidade, sua dispersão nas plantações por meio da fertirrigação, a 

primeiro momento, não despertam preocupação. Outro grupo de substância detectadas foram 

os metabólitos de organismos vivos. Estas substâncias são de ocorrência natural no meio 

ambiente, sendo metabolitos de organismos vivos, como plantas, bactérias e fungos, como pode 

ser visto na Tabela 22. Algumas destas substâncias, como o ácido cafeico, e ácido p-cumárico 

já formam detectados anteriormente em cana-de-açúcar (BARRERA; BETORET; SEGUÍ, 
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2020), assim como as micotoxinas, que tem sua origem na contaminação da cana-de-açúcar por 

fungos durante o armazenamento antes de moagem para a extração do caldo. (IAMANAKA et 

al., 2019; SILVA et al., 2019). A presença das micotoxinas aflatoxina B e citrinina na vinhaça 

gera preocupação ambiental devido prática de fertirrigação, pois estas substâncias são 

reconhecidamente tóxicas (OSTRY; MALIR; RUPRICH, 2013). Porém, nenhuma evidência da 

transferência destas micotoxinas para o solo e águas subterrâneas foi obtida.
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Tabela 22 - Detalhes dos compostos identificados por tentativa na vinhaça, nível de confiança 3 (tentative candidate) (SCHYMANSKI et al., 2014). 

Composto, fórmula e aduto 
detectado 

tR (min) Fragmentos (MS2) Principal uso / Ocorrência Classe 

Fenuron, C9H12N2O, [M+H]+ 6,04 120,0438 72,04378 Herbicida Agrotóxico 

Ácido indolacético, C10H9NO2, 
[M+H]+ 

6,18 158,0591 130,0642 
Regulador de crescimento. Também é um metabólito de plantas, atuando 
como hormônio. 

Agrotóxico 

Isoxabem, C18H24N2O4,  
[M-H]- 

9,84 93,0334 Herbicida Agrotóxico 

Ácido quinolínico, C7H5NO4, 
[M-H]- 

2,53 94,02846 Usado na fabricação do herbicida imazapir e do ácido nicotínico.  
Relacionado com 
agrotóxico 

Acetoacetato de metila, 
C5H8O3, [M-H]- 

3,77 99,04357 85,02793 
Agente aromatizante. Utilizado na síntese de substâncias como antibiótico, 
herbicida, entre outras. 

Relacionado com 
agrotóxico 

5-metoxindol, C9H9NO, 
[M+H]+ 

6,23 133,0512 
Utilizado na síntese de produtos como perfumes, agrotóxicos, fármacos e 
corantes. 

Relacionado com 
agrotóxico 

3-ceto-carbofurano, 
C12H13NO4, [M+H]+ 

6,36 
177,0533 179,0687  
133,064 

Produto de transformação dos agrotóxicos carbofurano, carbosulfano e 
benfuracarbe. 

Relacionado com 
agrotóxico 

Bendiocarbe, 
C11H13NO4, [M+H]+ 

5,90 
167,0683 109,0278  
81,0330 

Inseticida utilizado na saúde pública. Pesticida 

4-hidroxibenzaldeído, C7H6O2, 
[M+H]+ 

5,60 95,04854 Agente aromatizante. Metabólito de plantas. Aditivo alimentar 

Etil 3,4-dihidroxibenzoato, 
C9H10O4, [M+H]+ 

6,23 
121,0641 111,0435 
137,0224 

Antioxidante. Metabólito de plantas. Aditivo alimentar 

Glucoronolactona, C6H8O6, 
[M-H]- 

2,45 
157,012 113,0226  
131,033 

Substância de ocorrência natural. É um componente estrutural presente no 
tecido conjuntivo. 

Metabólito de 
organismos vivos 

Ácido cafeico, C9H8O4, 
[M+H]+ 

3,78 163,038 Encontrado em todas as plantas. 
Metabólito de 
organismos vivos 

Leucilprolina, C11H20N2O3, 
[M+H]+ 

3,93 116,0700 70,06482 Dipeptídeo. 
Metabólito de 
organismos vivos 

2,5-Dihidroxibenzaldeído, 
C7H6O3, [M-H]- 

5,00 109,0281  109,0314  Ocorre em todos os organismos vivos, desde bactérias até humanos. 
Metabólito de 
organismos vivos 
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Composto, fórmula e aduto 
detectado 

tR (min) Fragmentos (MS2) Principal uso / Ocorrência Classe 

3,4-Diidroxifenilacetona 
C9H10O3, [M+H]+ 

5,79 
149,0592 121,0641  
131,0483 

Encontrado em alimentos de origem animal. 
Componente de fumaça de madeira. 

Metabólito de 
organismos vivos 

3,3,4,5,7-pentahidroxiflavona, 
C15H10O7, [M-H]- 

5,95 229,0512 
Onipresente em fontes de alimentos vegetais. Usado em tinturas, como 
medicamento veterinário e antioxidante em cosméticos. 

Metabólito de 
organismos vivos 

Aflatoxina B1, 
C17H12O6, [M+H]+  

7,06 157,0639 Micotoxina 
Metabólito de 
organismos vivos 

Citrinina 
C13H14O5, [M-H]- 

7,4 
175,0375  135,0792  
189,0543 

Micotoxina  
Metabólito de 
organismos vivos 

Etil 5-amino-1-(1,3-dimetil-4-
nitropirazol-5-il) pirazol-4-
carboxilato, C11H14N6O4, 
[M+H]+ 

6,41 
162,0537  175,0854  
107,0486 

- Outros 
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2.4.2.2.2 Solo e Água Subterrânea 

No total, foram identificados por tentativa 12 compostos nas amostras de solo e 25 nas 

amostras de água subterrânea. A lista dos compostos identificados contendo detalhes como tempo de 

retenção, fórmula molecular, adutos e fragmentos de MS2 detectados e informações relacionadas ao 

uso de cada composto pode ser vista na Tabela 23 para solo e na Tabela 27 para água subterrânea. 

Como mencionado anteriormente, nenhum destes compostos foram detectados nas amostras de 

vinhaça, da mesma forma que a detecção de nenhum composto coincidiu nas amostras de água 

subterrânea e solo Figura 54. Isso pode ser explicado pelo transporte e ocorrência dos compostos ao 

longo da coluna de solo que são influenciados pelas propriedades do solo (tipo de solo e teor de 

matéria orgânica presente, sendo que os poluentes orgânicos apresentam baixo potencial de lixiviação 

em solos com elevada quantidade de matéria orgânica), condições climáticas (a quantidade de chuva 

afeta a lixiviação), ou mesmo pela limitação dos métodos analíticos empregados, os quais utilizaram 

diferentes métodos de preparo de amostras para as matrizes, o que afeta diretamente a detectabilidade. 

Além disso, as amostras de água subterrânea analisadas estão susceptíveis a outras fontes de 

contaminação devido à destinação rudimentar do esgoto doméstico realizada nas propriedades rurais.  

O transporte de compostos orgânicos ao longo da coluna de solo depende de vários fatores, 

como sua reatividade, solubilidade, capacidade de ionização (predita pelo pKa) e, portanto, da 

interação eletrostática entre o composto ionizado e sítios de adsorção também carregados no solo, ou 

ainda, da hidrofobicidade (predita por log Kow e log Koc). Compostos com alta solubilidade em água, 

elevada polaridade (log Kow < 1) e ionizáveis no pH do solo, tem maior capacidade para migrar ao 

longo da coluna de solo e alcançar a água subterrânea. Por outro lado, compostos com baixa 

solubilidade em água, baixa polaridade (log Kow > 1) e neutros no pH do solo tende a adsorver no 

solo (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015).  

Como indicado na Tabela 25, a maioria dos compostos detectados no solo tem valores de 

log Kow  maiores que 1, indicando baixa polaridade e por consequência baixa mobilidade ao longo da 

coluna de solo. Além disso, os compostos detectados estão protonadas ou na forma neutra no pH do 

solo, potencializando sua adsorção e retenção no solo. Por outro lado, os compostos detectados com 

os menores valores de log Kow e maior solubilidade em água foram detectados nas amostras de água 

subterrânea, como indicado na Tabela 26. Outros compostos, com log Kow  maiores que 1 e moderada 

ou baixa solubilidade, como pirimicarbe, propiconazol e crotamiton, também foram detectados nas 

amostras de água subterrâneas, fato já relatado em trabalhos anteriores (GONÇALVES; DA SILVA; 

ALPENDURADA, 2007; KURODA et al., 2012; MILHOME et al., 2015), refletindo assim, a 
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complexidade dos múltiplos fatores que afetam a mobilidade de contaminantes orgânicos no meio 

ambiente. 

Nas amostras de solo, 58% dos compostos identificados por tentativa são agrotóxicos ou 

compostos relacionados com agrotóxicos, como descrito na Tabela 23. Já nas amostras de água 

subterrânea, 36% dos compostos identificados pertencem a esta classe de contaminantes (Tabela 24), 

refletindo assim o impacto das atividades agrícolas nas áreas estudadas. Alguns destes compostos são 

largamente utilizados na agricultura brasileira, como o herbicida metribuzin e o fungicida 

carbendazim, que também é um produto de transformação do fungicida tiofanato-metílico, os quais 

já foram detectados em amostras ambientais em estudos anteriores (DORES et al., 2006; SCHEEL; 

TEIXEIRA TARLEY, 2020). Desta forma, estes resultados indicam a presença de contaminantes 

relacionados à atividade agrícola. Porém, é necessário a implementação de estudos regulares de 

monitoramento da contaminação das águas subterrâneas, empregando métodos quantitativos, para a 

avaliar o risco imposto pela contaminação desta matriz por agrotóxicos. Além dos contaminantes de 

origem agrícola, outras substâncias de uso industrial, presentes em produtos de uso doméstico, 

também foram identificados por tentativa nas amostras de água subterrâneas, indicando que há 

múltiplas fontes de contaminação, além das atividades agrícolas, como esgoto doméstico. 
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Tabela 23 - Detalhes dos compostos identificados por tentativa no solo, nível de confiança 3 (tentative candidate) (SCHYMANSKI et al., 2014). 

Composto, fórmula e 
aduto detectado 

tR (min) Fragmentos (MS2) Principal uso / Ocorrência Classe 

Metamitron 
C10H10N4O, [M+H]+ 

6,00 175,0979 Herbicida. Agrotóxico 

Simeton  
C8H15N5O, [M+H]+ 

7,16 114,0662 Herbicida. Agrotóxico 

Carbendazim* 
C9H9N3O2, [M+H]+ 

7,26 160,0504 
Fungicida. Também um produto de transformação do 
fungicida tiofanato-metílico. 

Agrotóxico 

Atraton  
C9H17N5O, [M+H]+ 

7,31 170,1032 / 114,0661 Herbicida. Agrotóxico 

Ácido indolbutírico 
C12H13NO2, [M+H]+ 

7,55 186,0915 / 130,0647 Regulador de crescimento vegetal. Agrotóxico 

2,6-xilidina 
C8H11N, [M+H]+ 

5,98 107,0731 
Ocorre naturalmente em algumas folhas de tabaco e é 
usado na produção de outros produtos químicos, como 
pesticidas, corantes, medicamentos e fragrâncias 

Relacionado com 
agrotóxico 

Metamitron-desamino 
C10H9N3O, [M+H]+ 

6,23 160,0867 / 119,0601 Produto de transformação herbicida metamitron 
Relacionado com 
agrotóxico 

Butanoato de butila 
C8H16O2, [M+H]+ 

8,54 89,05957 Agente aromatizante Aditivo alimentar 

Ácido 2-hidroxicinâmico 
C9H8O3, [M-H]- 

4,02 119.0496 
Agente aromatizante ou adjuvante. Presente em todos 
os organismos vivos. 

Metabólito de 
organismos vivos 

Diacetoxiscirpenol, 
C19H26O7, [M+H]+ 

6,10 123,0804 Micotoxina 
Metabólito de 
organismos vivos 

Daidzeína 
C15H10O4, [M-H]- 

8,54 224,0470 / 209,0602 
Isoflavona. Encontrado em várias plantas, com 
destaque para a soja. 

Metabólito de 
organismos vivos 

Formononetina 
C16H12O4, [M-H]- 

8,56 252,0419 Abundante em vegetais 
Metabólito de 
organismos vivos 

* Identificado com nível de confiança 2 (provável estrutura), de acordo com (SCHYMANSKI et al., 2014). 
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Tabela 24 - Detalhes dos compostos identificados por tentativa em água subterrânea, nível de confiança 3 (tentative candidate) (SCHYMANSKI et al., 2014). 

Composto, fórmula e aduto 
detectado tR (min) Fragmentos (MS2) Principal uso / Ocorrência Classe 

Pirimicarbe 
C11H18N4O2, [M+H]+ 

6,29 109,0755 Inseticida. Agrotóxico 

Aminocarbe 
C11H16N2O2, [M+H]+ 

6,65 152,1057 Inseticida. Agrotóxico 

Sebutilazina  
C9H16Cl1N5, [M+H]+ 

12,01 174,0525 Herbicida. Agrotóxico 

Propiconazol 
C15H17Cl2N3O2, [M+H]+ 

13,07 158,9751 Fungicida. Agrotóxico 

Trietanolamina 
C6H15NO3, [M+H]+ 

2,70 70,0647 
Utilizado na fabricação de agroquímicos, cosméticos, detergentes domésticos, 
processamento de papel e madeira, plastificantes e outros usos. 

Relacionado com 
agrotóxico 

Hexametilenotetramina 
C6H12N4, [M+H]+ 

2,82 85,07558 Utilizado na produção de plástico, borracha e produtos agrícolas. 
Relacionado com 
agrotóxico 

Tolifluanida DMST 
C9H14N2O2S, [M+H]+ 

6,35 151,1216 Produto de transformação do fungicida Tolifluanida. 
Relacionado com 
agrotóxico 

Diceto metribuzin 
C7H12N4O2, [M+H]+ 

6,46 69,06931 Produto de transformação do herbicida metribuzin 
Relacionado com 
agrotóxico 

Óxido de decilamina 
C12H27NO, [M+H]+ 

9,44 184,2045 
Tensoativo, produtos agrícolas (não pesticidas), produtos para lavagem de roupa 
e louça, entre outros. 

Relacionado com 
agrotóxico 

Óxido de decilamina 3,5-di-terc-
butil-4-hidroxibenzil álcool 
C15H24O2, [M-H]- 

12,42 217,1572 160,0871 Aditivo alimentar: antioxidante. Aditivo alimentar 

Pentaetilenoglicol 
C10H22O6, [M+H]+ 

6,29 151,0954 107,0696 Fluidos funcionais, ajustadores de viscosidade. Uso industrial 

Tetrapropilenoglicol 
C12H26O5, [M+H]+ 

7,79 117,0902 Fluidos industriais, mineração. Uso industrial 

Sebacato de dimetila 
C12H22O4, [M+H]+ 

7,88 95,08503 
Utilizado na produção de estabilizadores de luz. Plastificante, amaciante e 
solvente para resinas celulósicas, resinas sintéticas e borrachas. 

Uso industrial 

Pentaproprilenoglicol 
C15H32O6, [M+H]+ 

8,29 117,0905 Anticongelante, anticorrosão, fabricação de resina. Uso industrial 

2-(2-(2-butoxietoxi) etoxi) etanol 
C10H22O4, [M+H]+ 

8,62 151,0952 
Utilizado em combustíveis e aditivos, fluidos funcionais, lubrificantes, 
exploração de petróleo e gás, fabricação de tintas, solventes, agentes tensoativos. 

Uso industrial 
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Composto, fórmula e aduto 
detectado tR (min) Fragmentos (MS2) Principal uso / Ocorrência Classe 

Hexapropilenoglicol 
C18H38O7, [M+H]+ 

8,86 117,0905 233,1725 Fluido de freio. Uso industrial 

Óxido de trifenilfosfina 
C18H15OP, [M+H]+ 

10,70 201,0449 95,04862 
Utilizado em retardantes de chama, como um catalisador de cura epóxi e, mais 
recentemente, para produzir nanoestruturas. 

Uso industrial 

Linoleato de glicerila 
C21H38O4, [M+H]+ 

13,25 263,2351 245,2242 Emoliente, emulsificante. Uso industrial 

Glicilprolina 
C7H12N2O3, [M+H]+ 

2,75 116,0700 70,06456 Metabólito. 
Metabólito de 
organismos vivos 

Ácido urocânico 
C6H6N2O2, [M+H]+ 

4,06 121,039 93,04437 Metabólito. 
Metabólito de 
organismos vivos 

Verrucarol 
C15H22O4, [M+H]+ 

6,88 97,06424 143,0884 Micotoxina. 
Metabólito de 
organismos vivos 

 Perilartine 
C10H15NO, [M+H]+ 

7,54 124,0748 91,05399 Agente adoçante. É um composto orgânico natural encontrado nas plantas. 
Metabólito de 
organismos vivos 

Metil-(S)-3-(terc-butoxicarbonil)-
2,2-dimetil-4-
oxazolidinocarboxilato 
C12H21NO5, [M+H]+ 

6,34 74,05965 100,0387 
Utilizado na síntese de fármacos e esfingolipídios, é o amino açúcar encontrado 
na caliqueamicina. É um potente agente antitumoral. 

Composto 
farmacêutico 

Crotamiton 
C13H17NO, [M+H]+ 

10,39 91,05383 134,059 Medicamento antipruriginoso e escabicida. 
Composto 
farmacêutico 

Desoxicarbadox 
C11H10N4O2, [M+H]+ 

6,94 156,0576 
Produto de transformação do agente de promoção de crescimento, 
antimicrobiano, carbodox. 

Composto 
veterinário 
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Tabela 25 - Propriedades físico-químicas dos compostos detectados no solo (CHEMICALBOOK, 2020; 
CHEMSPIDER, 2020; KIM et al., 2019b; WISHART et al., 2018). 

Composto, fórmula molecular Log Kow Koc (pH 5,5) pka Solubilidade em água 

2,6-xilidina, C8H11N 1,86 174,11 3,95 8,2 g L-1 (25 °C) 

Ácido 2-hidroxicinâmico, C9H8O3 0,751 9,16 4,04 1,15 g L-1 

Atraton, C9H17N5O 1,9 475,04 4,31 1,67 g L-1 (25 ºC) 

Butanoato de butila, C8H16O2 2,83 558,03 - 1,36 g L-1 

Carbendazim, C9H9N3O2 1,52 47,3 4,48 <0,01 g L-1 (21 ºC) 

Daidzeína, C15H10O4 1,124 882,49 7,01 Insolúvel 

Diacetoxiscirpenol, C19H26O7 1,33 138,36 - Moderadamente solúvel 

Formononetina, C16H12O4 1,44 993,92 6,99 Praticamente insolúvel 

Ácido indolbutírico, C12H13NO2 2,34 79,96 4,83 0,25 g L-1 

Metamitron, C10H10N4O 0,83 70,57 1,54 1,8 g L-1 (20 ºC) 

Metamitron-Desamino, C10H9N3O 2,1 10,15 - 0,4 g L-1 (20 ºC)  

Simeton, C8H15N5O 2,21 335,75 4,6 3,2 g L-1 (21 ºC) 
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Tabela 26 - Propriedades físico-químicas dos compostos detectados na água subterrânea 
(CHEMICALBOOK, 2020; CHEMSPIDER, 2020; KIM et al., 2019b; WISHART et al., 2018). 

Composto, fórmula molecular Log Kow Koc (pH 5,5) pka Solubilidade em água 

Pentaproprilenoglicol, C15H32O6 -1,97 4,14 - Miscível com água 

Glicilprolina, C7H12N2O3 -1,34 1,0 
3,61; 
8,13 

279 g L-1 

Trietanolamina, C6H15NO3 -1,11 1,0 7,76 Solúvel 

Pentaetilenoglicol, C10H22O6 -0,85 44,51 - 196,6 g L-1 

Tetrapropilenoglicol, C12H26O5 -0,84 31,99 - 90,1 g L-1 

Ácido urocânico, C6H6N2O2 -0,138 1,0 
3,85; 
6,13 

1,5 g L-1 (17 °C) 

Diceto metribuzin, C7H12N4O2 0,22 8,65 10,06 12,4 g L-1 

2-(2-(2-butoxietoxi) etoxi) etanol, 
C10H22O4 

0,28 37,08 - Solúvel 

Hexapropilenoglicol, C18H38O7 0,5 1190 - 20,8 g L-1 

Tolifluanida DMST, C9H14N2O2S 0,55 128,9 - 2,38 g L-1 

Verrucarol, C15H22O4 0,7 88,87 -  6,25 g L-1 

Pirimicarbe, C11H18N4O2 1,7 185,02 4,34 3,1 g L-1 

Desoxicarbadox, C11H10N4O2 1,72 188,07 8,36  

Metil-(S)-3-(terc-butoxicarbonil)-
2,2-dimetil-4-
oxazolidinocarboxilato, 
C12H21NO5 

1,74 201,51  - 33,4 g L-1 

Aminocarbe, C11H16N2O2 2,01 198,26 12,25 0,9 g L-1 (20 ºC) 

Crotamiton, C13H17NO 2,17 454,77 1,14 Praticamente insolúvel 

Hexametilenotetramina,  
C6H12N4 

2,17 51,53 5,1 895 g L-1 (20 ºC) 

Óxido de trifenilfosfina, 
C18H15OP 

2,87 2374,32  - 0,40 g L-1 

Sebacato de dimetila, C12H22O4 2,92 1091,47 -  Insolúvel em água 

Óxido de decilamina 3,5-di-terc-
butil-4-hidroxibenzil álcool, 
C15H24O2 

3,0 3191,23 - 0,13 g L-1 

Sebutilazina, C9H16Cl1N5 3,16 942,64 2,50 0,12 g L-1 

 Perilartine, C10H15NO 3,33 652,65 
11,4; 
3,51 

0,26 g L-1 

Propiconazol, C15H17Cl2N3O2 3,88 1941,84 2,94 0,10 g L-1 (20 °C) 

Óxido de decilamina, C12H27NO 4,15 517,13 4,79 0,55 g L-1 

Linoleato de Glicerila, C21H38O4 6,81 38079,21 13,16 Praticamente insolúvel 
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2.5 Conclusão 

Não foram detectados antibióticos nas amostras de vinhaça, solo e água subterrânea, 

indicando que estes compostos não são regularmente utilizados na produção de etanol ou que 

os mesmos se degradam no processo. No entanto, estudos contendo maior amostragem são 

necessários para confirmar estas hipóteses. A ampla investigação de compostos suspeitos 

permitiu a identificação por tentativa de 19 contaminantes de preocupação ambiental na 

vinhaça, 12 no solo e 25 na água subterrânea. Nenhum destes compostos foram detectados 

coincidindo em mais de uma matriz. Desta forma, não foram obtidas evidências da transferência 

destes compostos da vinhaça para o solo ou água subterrânea. Os resultados mostraram que 

existem outras fontes potenciais de contaminação, principalmente associada à atividade 

agrícola moderna. No geral, não foram verificados riscos ambientais decorrentes do 

reaproveitamento da vinhaça em termos de disseminação de contaminantes orgânicos.
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Capítulo 3: Avaliação da Inibição da Biodigestão Anaeróbia da Vinhaça por 
Antibióticos Utilizados na Produção de Etanol Combustível 

3.1 Introdução 

A biodigestão anaeróbia é um processo biológico natural que na ausência de oxigênio 

leva à decomposição da matéria orgânica. Este processo tem sido utilizado para o tratamento 

de efluentes, resíduos orgânicos, entre outros, se mostrando um processo ambientalmente 

vantajoso, unindo tratamentos de resíduos potencialmente tóxicos e geração de energia. A 

geração de energia por meio da biodigestão anaeróbia ocorre devido à produção de gases como 

hidrogênio (H2) e metano (CH4). Estes gases são produzidos por um consórcio de 

microrganismos capazes de transformar moléculas complexas em moléculas menores (LAIQ 

UR REHMAN et al., 2019; SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014; ZHANG; HU; 

LEE, 2016). Neste trabalho, será abordada a biodigestão anaeróbia apenas para a produção  de 

metano. 

A composição do biogás produzido na biodigestão anaeróbia é variável, porém é uma 

mistura de gases rica em CH4, principal componente do gás natural. Além do CH4, outros gases 

como CO2 (gás carbônico), H2S (gás sulfídrico), NH3 (amônia) e vapor de água integram sua 

composição. O processo de biodigestão anaeróbia se dá de forma sequencial e envolve 

diferentes tipos de bactérias e arqueias. A conversão da matéria orgânica (substrato) ocorre, de 

forma simplificada, em etapas sequenciais denominadas hidrólise, acidogênese, acetogênese e 

metanogênese. O produto de cada uma das etapas serve de substrato para a etapa seguinte, sendo 

importante um equilíbrio entre elas para a estabilidade e autorregulação do processo. Cada uma 

destas etapas é realizada por um grupo de microrganismos  diferentes (LAIQ UR REHMAN et 

al., 2019; SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014; ZHANG; HU; LEE, 2016). 

A primeira etapa, a hidrólise, é realizada por bactérias hidrolíticas, responsáveis pela 

digestão de moléculas complexas (proteínas, carboidratos e lipídios) em moléculas menores e 

solúveis (aminoácidos, açúcares e ácidos graxos de cadeia longa) que ficam assim disponíveis 

para a segunda etapa, a acidogênese. Nesta etapa, os produtos da hidrólise são convertidos em 

moléculas menores como ácidos orgânicos voláteis, álcoois, CO2, H2. Na acetogênese, os 

produtos oriundos da acidogênese são oxidados a acetato. Na última etapa, a metanogênese, é 

produzido o CH4 por meio da redução do acetato realizada pelas arqueias metanogênicas 

acetoclásticas ou utilizando como substrato o CO2 e H2 pelas arqueias metanogênicas 

hidrogenotróficas (LAIQ UR REHMAN et al., 2019; SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-
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LEITÃO, 2014; ZHANG; HU; LEE, 2016). De forma resumida, as etapas envolvidas no 

processo de biodigestão anaeróbia que levam à produção de CH4 pode ser vista na Figura 55. 

Figura 55 - Representação simplificada das etapas da biodigestão anaeróbia levando à formação de CH4. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Entre os grupos de microrganismos mais frequentemente envolvidos em processos de 

biodigestão anaeróbia estão as bactérias hidrolíticas dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, as 

bactérias acidogênicas dos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, e Actinobacteria, 

as bactérias acetogênicas do gênero Syntrophomonas e as arqueias metanogênicas dos gêneros 

Methanosaeta e Methanosarcina (LAIQ UR REHMAN et al., 2019). A atividade metabólica 

destes microrganismos em um reator de biodigestão anaeróbia é dependente de vários 

parâmetros como temperatura, pH, composição do substrato, disponibilidade de nutrientes, 

presença de agentes inibidores, tempo de detenção hidráulica, carga orgânica, entre outros 

(LAIQ UR REHMAN et al., 2019; SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014). Desta 
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forma, para o funcionamento contínuo e estável da biodigestão anaeróbia, é necessário controle 

adequado sobre as variáveis que afetam a eficiência do processo. 

A biodigestão anaeróbia tem sido apontada como uma solução tecnológica, sustentável 

e economicamente viável para o reaproveitamento da vinhaça produzida pela indústria do etanol 

combustível no Brasil. Atualmente, a fertirrigação dos canaviais com vinhaça é a principal 

prática adotada pela indústria sucroalcooleira no Brasil para realizar a destinação final da 

vinhaça gerada na produção de etanol combustível. Como já citado anteriormente, esta prática 

pode levar a problemas como salinização do solo (FUESS; GARCIA, 2014), aumento na 

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

de águas subterrâneas (GONZÁLEZ; MEJÍA, 2015) e, como verificado nos resultados do 

Capítulo 1 e na literatura, dispersão de antibióticos para o meio ambiente (MORAES; ZAIAT; 

BONOMI, 2015; SULEIMAN et al., 2018). 

O uso da vinhaça para produção de biogás por meio da biodigestão anaeróbia já é 

realizada no Brasil por algumas usinas, porém, não representa uma fonte de renda concreta. 

Alguns exemplos de usinas que produzem ou já produziram biogás por meio da biodigestão da 

vinhaça são a Usina São João da Boa Vista-SP, a Usina São Martinho em Pradópolis-SP e a 

Usina Bonfin (Raízen) em Guariba-SP (BIOENERGIA, 2020). Entre as dificuldades 

encontradas para a implementação de plantas produtoras de biogás integradas às usinas pode-

se citar o alto custo de investimento, dificuldade em financiamento e a falta de um programa 

nacional de biogás  (FUESS; GARCIA, 2015). Apesar disso, a biodigestão anaeróbia é apontada 

como a alternativa mais promissora que une tratamento da vinhaça, com manutenção de sua 

propriedade de fertilização, e produção de energia. Considerando o emprego de toda a vinhaça 

gerada no país, a vinhaça tem um potencial energético estimado equivalente a 7,5% da produção 

de energia elétrica da usina hidrelétrica de Itaipu (MORAES et al., 2014). 

Apesar do potencial energético da vinhaça, muitos são os gargalos a serem superados 

para o seu adequado aproveitamento. Além das dificuldades encontradas pelo setor 

sucroalcooleiro para a ampla implementação de plantas produtoras de biogás, há na literatura 

científica preocupações sobre o impacto que o uso de antibióticos na produção do etanol 

combustível possa ter em um processo de biodigestão da vinhaça integrado à usina (MORAES; 

ZAIAT; BONOMI, 2015). Isso porque, já é conhecido na literatura que a presença de 

antibióticos no substrato da biodigestão pode comprometer a atividade metabólica dos 

microrganismos responsáveis pela produção do biogás, levando à inibição do processo 

(ÁLVAREZ et al., 2010; SANZ et al., 1996). Por outro lado, nem todos os antibióticos levam 



 

150 
 

a este efeito e em muitos casos, a concentração é um fator decisivo (GURMESSA et al., 2020). 

Desta forma, surge a necessidade de avaliar se os antibióticos utilizados na produção de etanol 

combustível representam um risco a um processo de produção de biogás integrado à usina. 

Uma metodologia de fácil implementação para avaliar a capacidade de inibição da 

biodigestão anaeróbia devido a uma substância tóxica é o teste de biodegradabilidade anaeróbia. 

O teste de biodegradabilidade anaeróbia é similar ao teste de atividade metanogênica especifica, 

que é capacidade máxima de produção de CH4 realizada por um consórcio de microrganismos 

por meio da biodigestão anaeróbia de um substrato específico em condições controladas de 

laboratório. Com isso, a comparação do sistema (lodo + substrato) com e sem a presença de um 

potencial agente inibidor permite avaliar a capacidade deste agente em inibir o processo de 

biodigestão (AQUINO et al., 2007; BERTOLINO; CARVALHO; AQUINO, 2008; HUSSAIN; 

DUBEY, 2017). 

O aparato utilizado no teste de biodegradabilidade pode ser um sistema simples ou até 

mais completo, sendo que basicamente podem ser constituídos para a simples finalidade de 

medir produção de biogás,  por um reator (frasco de incubação), um frasco de lavagem (solução 

de NaOH), um frasco medidor (contendo água) e uma proveta para medir o volume deslocado 

pelo metano produzido. Um exemplo do simples aparato citado pode ser visto na Figura 56. 

Figura 56 - Sistema utilizado nos testes de AME. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Neste sistema, o biogás é gerado no reator implica no aumento da pressão interna e 

deslocamento do mesmo para o frasco lavador. No frasco, contendo uma solução aquosa de 

NaOH, gases como CO2, NH3 e H2S são solubilizados no meio líquido, sendo que o CH4 

produzido, que não é solubilizado, segue para o frasco medidor. O aumento da pressão no frasco 

medidor, devido à produção de CH4, promove o deslocamento da água do frasco para a proveta, 
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na qual é realizada a leitura do volume de água deslocado, que equivale ao volume de CH4 

produzido.  

Desta forma, é possível monitorar a produção de CH4 em função do tempo e determinar 

a AME de forma simplificada (AQUINO et al., 2007). Baseado na simplicidade do aparato 

descrito, e na necessidade de avaliar o impacto que os antibióticos utilizados na produção de 

etanol combustível possam causar na biodigestão da vinhaça, a determinação da atividade 

metanogênica se apresenta como uma estratégia viável para avaliar o impacto citado. 

3.2 Objetivo 

O objetivo deste capítulo é avaliar a influência causada por antibióticos comumente 

empregados na produção de etanol combustível (penicilina G, monensina e tetraciclina) na 

biodigestão anaeróbia da vinhaça. 

3.3 Materiais e Métodos 

O lodo utilizado nos testes de biodigestão foi obtido de um reator do tipo UASB (do 

inglês Upflow Anaerobic Sludge Blanket) em operação em condições termofílicas (55 ºC) para 

a produção de biogás a partir da vinhaça oriunda da produção de etanol. Vale destacar que este 

lodo não está sujeito a contato com antibióticos, pois o reator do qual foi coletado é alimentado 

com vinhaça que tem origem em um processo industrial que não faz uso de antibióticos na 

produção de etanol. Após a coleta do lodo, o mesmo foi mantido sob refrigeração até o momento 

de seu uso. Vinhaça livre de antibióticos foi obtida de uma usina produtora de etanol 

combustível que não emprega antibióticos no processo de produção. A caracterização 

físico-química realizada na vinhaça foi pH e demanda química de oxigênio (DQO). No lodo 

foram determinados pH, sólidos totais (ST) e sólidos voláteis totais (STV) conforme literatura 

(APHA, 2005). 

3.3.1 Testes de Biodigestão Anaeróbia 

Os testes de biodigestão em condições termofílicas foram realizados empregando um 

sistema em batelada composto por banho térmico, reator (frasco reagente Phox de 500 mL) um 

frasco lavador (frasco de polipropileno, Nalgon de 1 L contendo solução de NaOH 15% m/v e 

indicador fenolftaleína), um frasco medidor de gás (frasco de polipropileno, Nalgon, de 1L 

contendo 850 mL de água) e uma proveta de polipropileno, Nalgon, de 250,0 mL para coleta e 
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leitura do volume de água deslocado decorrente da produção de metano. Cada uma das tampas 

dos frascos foi furada para encaixe de um ou 2 tubos de nylon de 6 mm de diâmetro externo 

seguida de vedação com selante a base de resina sintética (SelaMais®). As tampas do frasco 

lavador e do frasco medidor de gás também foram totalmente seladas com SelaMais®. A 

conexão entre as partes do sistema foi feita com mangueira de silicone de 4 mm de diâmetro 

interno. O sistema utilizado para a realização dos testes de biodigestão pode ser visto na Figura 

56. 

Antes do início de cada experimento, o oxigênio presente no reator foi eliminado 

borbulhando nitrogênio gasoso (N2) por 1 min no reator. A influência da 

endogenia/mineralização do lodo anaeróbio, para a produção de biogás, em relação aos outros 

experimentos foi avaliada por meio da incubação do lodo sem a adição da vinhaça no frasco 

reator (branco). O volume deslocado no frasco medidor no tempo de 4,0-5,5 h ("#) foi 

descontado por meio da subtração deste volume no volume deslocado em função do tempo ("$), 

verificado em cada leitura do volume deslocado. Desta forma, o volume de metano produzido 

("%)  foi calculado pela equação "% = "$ − "#. 

Para avaliar o eventual efeito inibitório de cada antibiótico na produção de metano foi 

utilizado 150 mL de inóculo e 50 mL de vinhaça em todos dos experimentos. Um grupo 

controle, sem a adição de antibiótico, foi submetido ao teste de biodigestão juntamente com 

outros grupos contendo concentrações conhecidas dos antibióticos em estudo. O volume de 

metano produzido foi monitorado em função do tempo, sendo que cada grupo foi estudado em 

triplicata. As concentrações de antibióticos estudadas foram definidas de acordo com a 

concentração de uso na produção de etanol combustível e estão resumidas na Tabela 27. Neste 

texto, será utilizada a unidade de concentração ppm (parte por milhão) pois esta é a unidade 

utilizada nas bulas dos produtos à base de antibióticos empregados na produção de etanol 

combustível.  

Tabela 27 - Concentrações de antibióticos estudadas. 

 2,5 ppm 1,0 ppm 0,5 ppm 0,1 ppm 0,01 ppm 0,001 ppm 

Controle S/A S/A S/A S/A S/A S/A 

Penicilina x N.R. x x x x 

Tetraciclina x x x N/R N/R N/R 

Monensina x x x N/R N/R N/R 

S/A = sem antibiótico; N/R = não realizado 
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3.3.2 Análises Cromatográficas 

O monitoramento da degradação dos antibióticos ao longo do período de biodigestão foi 

realizando empregando LC-MS/MS (método descrito na seção 1.3.5 com coluna Luna® fenil-

hexil) e extração por SALLE (método descrito na seção1.3.8.3) para o preparo de amostra. 

3.4 Resultado e Discussões 

A vinhaça é um efluente com característica ácida e elevada quantidade de matéria 

orgânica, o que resulta em um efluente com uma elevada demanda química de oxigênio (DQO), 

tendo sido encontrados valores de DQO na faixa de 1,2 a 51,0 g L-1 na literatura científica 

(CHRISTOFOLETTI et al., 2013; FUESS; RODRIGUES; GARCIA, 2017; RIBAS et al., 

2009). A partir da caracterização parcial da vinhaça utilizada neste estudo foi possível verificar 

o pH e a DQO, sendo respectivamente 4,8 e 36,6 g L-1. Os valores encontrados estão dentro da 

faixa já relatada por outros trabalhos na literatura. 

O lodo (inóculo) utilizado neste trabalho foi caracterizado quanto ao pH, sólidos totais 

(ST) e sólidos voláteis totais (SVT). O pH verificado foi de 8,1, valor adequado para os 

microrganismos envolvidos na biodigestão anaeróbia (SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-

LEITÃO, 2014). Os valores obtidos para ST e SVT foram 11,2 ± 0,1 e 2,6 ± 0,3 g L-1 (n=3), 

respectivamente. A relação SVT/ST é uma medida indireta do quantitativo da biomassa ativa 

presente em um lodo, sendo que o valor ideal para esta razão é um valor maior que 0,6 ou 60%. 

Valores inferiores a 60% indica uma baixa população de microrganismos no lodo. A razão 

SVT/ST verificada para o lodo utilizado foi  0,23 ou 23% indicando assim baixa quantidade de 

biomassa ativa.  

Após a caracterização parcial da vinhaça e do lodo, foi dado início aos estudos de 

biodigestão. A quantidade de lodo e vinhaça utilizados resultou em um processo de biodigestão 

de aproximadamente 15 h e uma relação de 4,8 gDQO/gSVT. Os resultados do teste preliminar, 

no qual foram incubados em triplicata um sistema contendo 150 mL de lodo e 50 mL de vinhaça 

e outro contendo somente 150 mL de lodo, podem ser vistos na Figura 57. Conforme 

apresentado na Figura, nota-se que houve um deslocamento de volume de água em ambos os 

sistemas. No sistema contendo somente lodo foi verificado um deslocamento total de 55 mL. 

Este volume pode ser atribuído a dois fatores. O primeiro pela produção de CH4 pelo lodo via 

endogenia (AQUINO et al., 2007) e o segundo pela pressurização do sistema decorrente do 

aumento da temperatura no reator (temperatura ambiente até 55 ºC). No sistema contendo lodo 
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e vinhaça foi verificado um deslocamento de 201 mL de água, sendo que a diferença de 146 

mL (201-55 = 146 mL) foi atribuída à produção de CH4 devido a biodigestão da vinhaça. 

Figura 57 - Biodigestão preliminar: volume deslocado em função do tempo. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Após verificada a atividade do lodo e a duração da biodigestão no teste preliminar, foi 

possível definir os intervalos de leitura do volume deslocado e nova incubação foi realizada 

com tempos de leitura inferiores a 1 h nas primeiras horas de experimento, até observar 

diminuição da produção de CH4. Neste caso foi possível definir o V0 (volume de água deslocado 

devido à pressurização do sistema e à endogenia) para que o mesmo possa ser descontado do 

volume total de água deslocado e o volume de CH4 produzido possa ser obtido. Como exemplo 

da definição do V0, temos a Figura 58. 

Figura 58 - Definição do V0, curva corrigida da produção de metano em função do tempo e taxa máxima 
de produção de metano. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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O V0 foi definido como o volume deslocado no tempo imediatamente anterior à segunda 

região de crescimento da curva Volume total deslocado vs Tempo. Com isso, foi possível 

subtrair o valor de V0 de todas as leituras de volume deslocado e construir a curva Volume de 

metano vs Tempo, a qual foi utilizada para avaliar o impacto dos antibióticos na produção de 

metano. O impacto dos antibióticos na produção de metano foi avaliado analisando o tempo 

gasto pelo sistema para iniciar a produção de metano (T0) e a taxa máxima de produção de 

metano em cada incubação contendo os antibióticos. A taxa máxima de produção de metano 

foi obtida conforme representado na Figura 58. Ambos os fatores avaliados estão relacionados 

com a duração do processo de biodigestão e são altamente afetados por agentes tóxicos ao 

processo.  

3.4.1 Avaliação da Inibição do Processo de Biodigestão por Antibióticos 

Após verificado o funcionamento do sistema montado (Figura 56) para a realização dos 

testes de biodigestão, foi dado início aos estudos realizando sempre um conjunto controle (lodo 

+ vinhaça) e outros três conjuntos contendo antibióticos em diferentes concentrações, sendo 

que cada conjunto foi realizado em triplicata. Para a monensina e tetraciclina foi estudada a 

faixa de 0,5 a  2,5 ppm de antibióticos. Já para a penicilina foi estudada a faixa de 0,001 a 2,5 

ppm. 

O conjunto controle apresentou uma taxa máxima de produção de metano de 

15,4 ± 1,2 mL h-1 (resultado de 4 testes em dias distintos). Considerando o intervalo de 

confiança (α = 0,05 e n = 4), valores fora da faixa de 14,2 a 16,5 mL h-1 foram associados ao 

efeito da presença do antibiótico em estudo na biodigestão. A taxa máxima de produção de 

metano obtida para os conjuntos contendo diferentes antibióticos e em diferentes concentrações 

pode ser vista na Tabela 28. 

Tabela 28 - Taxa máxima de produção de metano (mL h-1) na ausência e na presença de diferentes 
concentrações de antibióticos. 

Concentração (ppm) Monensina Tetraciclina Penicilina G 

2,5 8,5 mL h-1 5,8 mL h-1 Inibição completa 

1,0 11,2 mL h-1 13,8 mL h-1 - 

0,5 12,5 mL h-1 14,0 mL h-1 6,1 mL h-1 

0,1 - - 5,4 mL h-1 

0,01 - - 12,0 mL h-1 

0,001 - - 16,3 mL h-1 
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Como pode ser visto nesta tabela, todos os antibióticos estudados afetaram a taxa 

máxima de produção de metano, sendo que o efeito foi dependente da concentração do 

antibiótico. Ente os antibióticos estudados, a monensina é conhecida pela inibição de bactérias 

produtoras de hidrogênio, formiato e acetato, levando a redução da produção de metano em 

processo de biodigestão anaeróbia (SPIRITO et al., 2018). Já a tetraciclina, é capaz de inibir a 

metanogênese acetoclástica e o metabolismo do butirato (XIAO et al., 2021), o que também 

contribui para a redução na produção de metano em processos anaeróbios. 

 Nos estudos de biodigestão da vinhaça contendo monensina, as três concentrações 

estudadas levaram à inibição parcial da biodigestão, sendo que a concentração mais baixa 

estudada (0,5 ppm) ainda foi capaz de afetar negativamente a taxa máxima de produção de 

metano. Resultado similar também foi verificado em outros trabalhos, nos quais foi verificada 

inibição parcial da produção de metano na biodigestão de estrume suíno e bovino devido à 

monensina (ARIKAN et al., 2018; SPIRITO et al., 2018; THAVEESRI; BOUCNEAU; 

VERSTRAETE, 1994), porém em condições mesofílicas. 

A tetraciclina foi capaz de promover grande inibição na concentração de 2,5 ppm, 

porém, na concentração de 0,5 ppm pouca inibição foi observada. Na literatura, também já foi 

relatada a inibição da produção de metano em processos de biodigestão anaeróbia devido a 

presença de tetraciclina (CETECIOGLU et al., 2013; GARTISER et al., 2007; MASSÉ et al., 

2000; ZHANG et al., 2018). 

Outro antibiótico estudado, a penicilina, apresentou os efeitos mais severos para a 

biodigestão. Na concentração de 2,5 ppm foi observada inibição total, no período monitorado 

(28,5 h). Mesmo a uma concentração de 0,01 ppm ainda foi capaz de diminuir a taxa de 

produção máxima de metano para 12,0 mL h-1. A inibição da produção de metano devido a 

presença de penicilina G também já foi verificada em outros processos de biodigestão (MASSÉ 

et al., 2000). 

Além da diminuição na taxa máxima de produção de metano, outro efeito negativo 

causado pelos antibióticos foi o aumento do T0. Isso se reflete no aumento do tempo inicial para 

que o sistema inicie a produção de metano. O aumento do T0 não tem impacto direto em reatores 

contínuos já em funcionamento, e sim em sistema em fase de adaptação do lodo para o posterior 

início da produção de biogás. Entre os antibióticos estudados, a monensina foi capaz de atrasar 

o início da produção de metano em aproximadamente 1 h nas concentrações de 2,5 e 1,0 ppm, 

assim como a tetraciclina na concentração de 2,5 ppm. Já a penicilina, levou a grande atraso no 

início da produção de metano, sendo 11,5 h na concentração de 0,5 ppm e 7,0 h na concentração 
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de 0,1 ppm. Os valores de T0 obtidos para os testes realizados podem ser vistos na Tabela 29 e 

as curvas de Volume de metano vs Tempo obtidas em cada teste para a monensina, tetraciclina 

e penicilina podem ser vistas na Figura 59, Figura 60 e Figura 61 respectivamente. 

Tabela 29 - Tempo gasto pelo sistema para iniciar a produção de metano (T0) nas biodigestões realizadas 
sem antibióticos e com antibióticos. 

Concentração (ppm) Sem antibiótico Monensina Tetraciclina Penicilina G 

2,5 4,8 h 5,5 h 5,5 h Inibição completa 

1,0 5,0 h 6,0 h 5,0 h - 

0,5 5,5 h 5,5 h 5,5 h 16,5 h 

0,1 5,0 h - - 12,0 h 

0,01 4,5 h - - 4,5 h 

0,001 4,5 h - - 4,5 h 

 

Figura 59 -Volume de metano produzido em função do tempo para os estudos com monensina. 

 
 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 60 - Volume de metano produzido em função do tempo para os estudos com tetraciclina. 

 

 
 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 61 - Volume de metano produzido em função do tempo para os estudos com penicilina. 

 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Vale destacar, que o uso de antibióticos na produção de etanol combustível é feito 

somente quando é detectada contaminação de microrganismos que podem levar a diminuição 

no rendimento da fermentação. Desta forma, um reator para produção de biogás a partir da 

vinhaça integrado a uma usina produtora de etanol estaria sujeito a vinhaça possivelmente 
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contaminada com antibiótico de forma pontual. Este tipo de situação leva a dificuldade para a 

obtenção de lodos adaptados aos antibióticos e faz da metodologia empregada no estudo de 

inibição apropriada a investigação proposta. 

3.4.2 Monitoramento dos antibióticos durante a biodigestão 

Durante a realização da biodigestão foi avaliada se o processo de biodigestão seria capaz 

de promover a degradação dos antibióticos estudados. Por meio do monitoramento da área do 

pico cromatográfico para cada antibiótico durante a realização da biodigestão (Figura 62) foi 

possível verificar a fração remanescente de cada antibiótico no final da biodigestão. 

Figura 62 - Decaimento da área de pico cromatográfico referente a cada antibióticos durante a 
biodigestão. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser visto na Figura 62, 45% da monensina, inicialmente presente no reator, 

ainda permaneceu ao final da biodigestão. Este resultado mostra que a monensina é apenas 

parcialmente degradada durante a biodigestão, sendo que quase metade da quantidade inicial 

ainda estava presente no meio biodigerido no final do processo. Este resultado está de acordo 

Tetraciclina Monensina 
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com outros estudos de biodigestão, como o realizado por Varel e colaboradores (VAREL et al., 

2012). Neste trabalho, foi verificado que uma parcela muito pequena da monensina era 

degradada no final da biodigestão de esterco bovino. Desta forma, a conclusão dos autores foi 

que a biodigestão mostrou-se ineficiente para a remoção do antibiótico.  

Para a tetraciclina, a fração remanescente após o processo de biodigestão foi de 57%. 

Estes números indicam que o processo de biodigestão não foi capaz de eliminar uma fração 

significativa dos antibióticos presentes. Desta forma, assim como também foi verificado por 

Zhang e colaboradores (ZHANG et al., 2018), a biodigestão não representa um processo 

promissor para a remoção deste antibiótico de uma possível vinhaça contaminada. 

Já para a penicilina, foi verificada a degradação quase completa, restando menos de 1% 

da quantidade inicialmente presente no processo de biodigestão após 30 h. Porém, como visto 

anteriormente, a penicilina se mostrou altamente tóxica para o processo, indicando que a 

biodigestão anaeróbia também não representa um processo promissor para a remoção de 

penicilina de uma vinhaça possivelmente contaminada.  

3.5 Conclusão 

Os estudos de biodigestão conduzidos na presença e ausência de antibióticos em diferentes 

concentrações permitiram verificar que os antibióticos estudados são capazes de inibir 

parcialmente a produção de metano. A concentração mais baixa que levou a inibição parcial da 

produção de metano foi 0,5 ppm para a monensina, 1,0 ppm para tetraciclina e 0,01 ppm para 

a penicilina. Inibição total foi verificada apenas para a penicilina na concentração de 2,5 ppm. 

O monitoramento da fração remanescente de cada antibiótico ao longo da biodigestão mostrou 

que aproximadamente 50% da quantidade inicial da monensina e da tetraciclina ainda estavam 

presentes no meio biodigerido. Já para a penicilina, menos de 1% da quantidade inicialmente 

adicionada no reator permaneceu ao final da biodigestão. Tendo em vista a baixa degradação 

da monensina e da tetraciclina e a elevada toxicidade da penicilina, os resultados alcançados 

neste trabalho indicam que a biodigestão anaeróbia de vinhaça contaminada com antibióticos 

pode ser altamente prejudicada, levando à baixa produção de metano, ao aumento na duração 

do processo e à baixa degradação dos antibióticos presentes. 
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Conclusão Geral e Perspectivas Futuras 

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. 

Como perspectivas futuras relacionadas ao tema estudado neste trabalho, é possível citar 

a necessidade de estudos para a análise de antibióticos no material particulado da vinhaça. Com 

isso, a análise da fração líquida e do material em suspenção permitirá alcançar maior acurácia 

com relação aos valores de concentração detectados nesta matriz. Além disso, fica evidente a 

necessidade da realização de estudos envolvendo programas de monitoramento de antibióticos 

em vinhaça para dimensionar o possível impacto da dispersão de antibióticos no meio ambiente 

devido à fertirrigação. Com relação a biodigestão, futuros estudos poderiam focar na 

investigação das etapas da biodigestão que são afetadas com a presença dos diferentes 

antibióticos utilizados na produção de etanol, com o intuito de investigar os mecanismos 

envolvidos na inibição. Além disso, o impacto de adições pontuais de vinhaça contaminada 

com antibióticos em reatores contínuos em operação para a biodigestão da vinhaça também é 

algo que necessita de investigação.  
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