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RESUMO

A andlise de residuos de agrotdxicos em alimentos é uma preocupacdo crescente
devido aos potenciais impactos na saude humana e no meio ambiente. Este estudo
investigou a deteccdo de residuos de agrotoxicos em abobrinhas cultivadas em
sistemas organicos e convencionais, considerando o aumento da demanda por
alimentos livres de agrotéxicos. Foram avaliadas 32 amostras de abobrinhas
comercializadas em Porto Alegre e regido metropolitana, utilizando cromatografia
liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massa de alta resolucéo
(UHPLC-Q TOF MS). O preparo das amostras seguiu 0 método QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe). A metodologia analitica empregou a
triagem non-targeted, permitindo a identificagcdo de uma ampla gama de compostos
guimicos sem conhecimento prévio das substancias presentes. Foram identificados
quatro residuos de agrotéxicos, com énfase na comparacdo entre os sistemas de
cultivo organico e convencional. Além disso, o estudo desenvolveu uma base de
dados e um protocolo robusto para futuras investigagcdes sobre contaminantes
alimentares. As conclusdes deste trabalho contribuem para o entendimento da
seguranca alimentar e podem embasar politicas de monitoramento de residuos de

agrotoxicos.

Palavras-chave: Abobrinha; contaminantes alimentares; UHPLC-QTOF MS; método
QUEChERS, triagem non-targeted.



ABSTRACT

The analysis of pesticide residues in food is a growing concern due to the potential
impacts on human health and the environment. This study investigated the detection
of pesticide residues in zucchinis cultivated in organic and conventional systems,
considering the increasing demand for pesticide-free food. Thirty-two zucchini samples
marketed in Porto Alegre and the surrounding metropolitan area were evaluated using
ultra-high-performance liquid chromatography coupled with high-resolution mass
spectrometry (UHPLC-Q TOF MS). Sample preparation followed the QUEChERS
method (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe). The analytical
methodology employed non-targeted screening, allowing the identification of a wide
range of chemical compounds without prior knowledge of the substances present. Four
pesticide residues were identified, with an emphasis on comparing the organic and
conventional cultivation systems. Additionally, the study developed a database and a
robust protocol for future investigations on food contaminants. The conclusions of this
work contribute to the understanding of food safety and may support policies for

monitoring pesticide residues.

Keywords: Zucchini; food contaminants; UHPLC-Q TOF MS; QUEChERS method;
non-targeted screening.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda global por alimentos € um dos maiores desafios
enfrentados pela agricultura moderna. Com a populagdo mundial estimada em cerca
de 9,7 bilhGes de pessoas até 2050, espera-se que a producédo agricola aumente
significativamente para atender as necessidades alimentares da humanidade (FAO,
2017).

A abobrinha é uma das hortalicas mais cultivadas no Brasil, destacando-se por
seu valor econbmico significativo (Carpes et al., 2008). Este vegetal é altamente
nutritivo, tornando-se popular tanto em seu consumo direto quanto como ingrediente
em pratos variados, incluindo tortas, doces e ragdo animal (Armond et al., 2016). A
agricultura é um setor extremamente importante, pois € a partir dela que a maioria dos
alimentos oferecidos a populacdo € produzida. A demanda por alimentos cresce a
cada dia, impulsionada pelo aumento da populacdo mundial. Para atender a essa
demanda, muitas safras sdo cultivadas ao longo do ano com a utilizagdo de
fertilizantes e agrotoxicos.

Visando a intensificacdo da producéo agricola, o Brasil faz uso em larga escala
de agrotoxicos, com o intuito de afastar pragas, reduzir perdas e, consequentemente,
aumentar a produtividade (Londres, 2011). Segundo dados de 2021 da FAO, o Brasil
foi o maior consumidor de agrotéxicos no mundo, aplicando 719,5 mil toneladas,
superando a China (244 mil toneladas) e os Estados Unidos (457 mil toneladas).
Juntos, esses dois paises utilizaram 701 mil toneladas. O Brasil também se destaca
pelo uso de 10,9 kg de agrotdxicos por hectare, enquanto os EUA aplicaram 2,85
kg/ha e a China 1,9 kg/ha. Em termos per capita, o Brasil utilizou 3,31 kg por pessoa,
contra 1,36 kg nos EUA e 0,17 kg na China (USP, 2023).

Entretanto, h& controvérsias quanto a utilizagdo de agrotoxicos na producéo de
alimentos, e estudos vém sendo realizados ao longo dos anos em busca de
informagOes sobre as consequéncias de seu uso (ICICT, 2015). Alimentos com
residuos de agrotoxicos que ultrapassam o limite maximo permitido sdo considerados
prejudiciais a saude humana.

Em resposta a essas preocupacdes, uma nova forma de agricultura vem
ganhando espaco: manejo organico da terra sem aplicacao de agrotéxicos e adubos
quimicos para producdo de alimentos organicos. Esta técnica otimiza o uso dos

recursos naturais e socioecondmicos. Esses produtos tém sido cada vez mais
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procurados nos ultimos anos por serem livres de agrotéxicos. No Brasil, em 2012,
havia 5,9 mil produtores organicos registrados; ao final de 2019, esse niumero subiu
para 17,7 mil (MAPA, 2019). Pesquisas realizadas no Brasil mostram que a procura
dos consumidores por alimentos organicos se deve, em grande parte, ao cultivo sem
insumos externos, como agrotoxicos e fertilizantes. Considerados limpos, esses
alimentos séo vistos pelos consumidores como mais saudaveis, nutritivos e com
melhores propriedades sensoriais em comparacdo aos convencionais (LIMA et al.,
2011).

Alimentos convencionais sdo cultivados de maneira tradicional, com a utilizacao
de insumos quimicos como agrotéxicos e fertilizantes (SARPA; FRIEDRICH,2022).
Embora ja existam estudos que indiquem que alimentos organicos podem apresentar
propriedades nutricionais superiores, as diferencas ainda precisam ser mais
exploradas (Borguini; Torres, 2015).

Nesse cenario, apos um preparo de amostras bem executado a cromatografia
liguida de ultra performance acoplada a espectrometria de massa de alta resolucéo
(UHPLC-Q TOF) emerge como uma técnica altamente sensivel, eficiente e
reprodutivel para a andlise multiresiduos em amostras (Charbonnet et al., 2022; Jia et
al., 2022; Bingqi et al., 2023). Essa metodologia combina a capacidade de separacao
superior da UHPLC com a sensibilidade e seletividade da espectrometria de massa,
permitindo a identificacdo precisa e exata de compostos em concentragbes
extremamente baixas.

Os analisadores de massa hibridos, como os sistemas quadrupolo-tempo de
voo (Q TOF), oferecem vantagens adicionais, fornecendo dados de alta resolucéo de
massas e permitindo a coleta de informagdes em diferentes condi¢cdes experimentais.
Essa flexibilidade na aquisicéo de dados é crucial para a caracterizacao detalhada de
substéancias, possibilitando a analise qualitativa e quantitativa simultanea (Cardoso et
al., 2020; Huerta et al., 2022). A combinacdo dessas tecnologias resulta em uma
abordagem poderosa para o monitoramento da seguranca alimentar, auxiliando na
deteccdo de residuos de agrotoxicos e contaminantes em uma ampla gama de
produtos alimenticios.

Este trabalho visa realizar uma andlise de triagem utilizando o método non-
targeted por espectrometria de massa de alta resolucdo, com o objetivo de identificar
residuos de agrotoxicos em abobrinhas comercializadas em Porto Alegre e na regiao

metropolitana. Ao adotar essa abordagem, sera possivel detectar uma ampla gama
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de compostos, assegurando uma avaliagcdo abrangente da seguranca dos produtos

disponiveis no mercado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS DA ABOBRINHA

A abobrinha (Cucurbita pepo) € um vegetal amplamente consumido devido as
suas caracteristicas nutricionais e beneficios para a saude. Com aproximadamente
19 calorias por 100 gramas, a abobrinha € uma opc¢éao de baixo valor calorico, o que
a torna ideal para dietas de controle de peso (BRASIL, 2015).

A abobrinha é composta principalmente por agua 95%, o que contribui para sua
baixa caloria. Além disso, contém uma quantidade moderada de carboidratos,
predominantemente na forma de fibras alimentares e aclUcares naturais, 0 que ajuda
na digestao e na regulacdo dos niveis de glicose no sangue (CEAGESP, 2022).

A abobrinha é rica em vitamina C, um antioxidante essencial que fortalece o
sistema imunologico e promove a saude da pele. Segundo LUPION (2018) uma
porcdo de 100 gramas fornece cerca de 20% da ingestéo diaria recomendada desta
vitamina. Além disso, é uma boa fonte de vitamina A, em forma de carotenoides, que
é fundamental para a saude ocular. Minerais como potassio e magnésio também estéao
presentes, desempenhando papéis importantes na fungcdo muscular e na regulacéo
da pressao arterial (CEAGESP, 2022).

A abobrinha € uma boa fonte de fibras, que promovem a saciedade e favorecem
a saude digestiva. De acordo com a Secretaria de Saude de Campinas (2018) o
consumo adequado de fibras esta associado a reducéo do risco de doencas cronicas,
como diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares. Além das fibras, a abobrinha
contém antioxidantes, como luteina e zeaxantina, que ajudam a proteger as células
contra danos oxidativos e estdo associados a saude ocular LUPION (2018).

A versatilidade culinaria da abobrinha a torna uma escolha popular em diversas
preparacdes, podendo ser consumida crua em saladas, cozida, grelhada ou assada.
Essa flexibilidade, aliada ao seu perfil nutricional, permite que a abobrinha se encaixe
em varias dietas, incluindo vegetarianas e veganas (Freitas et al. 2020).

O consumo regular de abobrinha pode contribuir para a manutencdo de um
peso saudavel, promover a saude digestiva e reduzir o risco de doencas cronicas,
destacando sua importancia em uma dieta equilibrada. No entanto, a presenca de

residuos de agrotoxicos, pode comprometer esses beneficios nutricionais e se tornar
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um risco para o consumo humano. A escolha de produtos organicos pode ser uma

consideracao importante para os consumidores (CEAGESP, 2022).

2.2 PRODUCAO DE ABOBRINHA NO BRASIL

A abobrinha é uma hortalica de grande relevancia na agricultura brasileira, tanto
pela sua adaptabilidade as diferentes condi¢ces climaticas quanto pelo seu valor
nutricional. O Brasil € um dos maiores produtores de abobrinha do mundo, com uma

producdo que se distribui em diversas regides do pais.

2.2.1 Principais Regides Produtoras

A producé@o de abobrinha no Brasil é predominantemente concentrada nas
regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste. De acordo com dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), Sao Paulo é o principal estado produtor cerca de
158.518 toneladas, com destaque para cidades como Jundiai e Itatiba, que oferecem
condi¢gbes climaticas e de solo favoraveis ao cultivo (IBGE, 2017). Minas Gerais
também se destaca, com uma producdo significativa em varias cidades.

No Sul do Brasil, o estado do Parand é um dos principais produtores,
especialmente em areas irrigadas. O cultivo é crescente também no Rio Grande do
Sul, onde o clima temperado favorece a produ¢édo. No Centro-Oeste, Mato Grosso tem
se destacado na producdo de abobrinha, beneficiando-se de sua infraestrutura de
irrigacédo e clima favoravel, na Figura 1, € possivel observar o Ranking dos 5 maiores
produtores brasileiros de abobrinha expresso em valores comercializados (IBGE,
2017).
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Figura 1- Ranking brasileiro da producao de abobrinhas
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Fonte: Adaptado do IBGE (2017)

2.2.2 Métodos de Cultivo

A abobrinha pode ser cultivada tanto em sistemas convencionais quanto
organicos. No cultivo convencional, utiliza-se a aplicacdo de insumos quimicos,
enquanto no sistema orgéanico se priorizam praticas sustentaveis e a utilizacdo de
insumos naturais. Segundo (ABCSEM 2018), plantio é geralmente realizado a partir
de sementes ou mudas, com a época de cultivo variando entre a primavera e o verao,
guando as temperaturas sdo mais elevadas.

A irrigacdo € um aspecto crucial para o cultivo da abobrinha, especialmente em
regides com baixa pluviosidade. A irrigacdo por gotejamento é a técnica mais
recomendada, pois permite um uso mais eficiente da agua e contribui para a saude
das plantas (ABCSEM 2018).

2.2.3 Mercado e Consumo

A abobrinha é amplamente consumida no Brasil, sendo utilizada em diversas
preparacdes culinarias, desde saladas até pratos cozidos. A crescente
conscientizacdo sobre a saude e a nutricdo tem impulsionado a demanda por
hortalicas frescas. O mercado de abobrinha no Brasil € composto por vendas diretas
em feiras livres, supermercados e redes de distribuicdo. A presenca de feiras e
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mercados locais € um canal importante para a comercializacdo de abobrinhas
organicas, que tém ganhado espaco devido ao aumento da demanda por produtos
saudaveis (CONAB, 2022).

2.2.4 Desafios da Producéao

A produgédo de abobrinha enfrenta diversos desafios, como a presenga de
pragas e doencas. Pragas como o percevejo e a mosca-branca, além de doencas
como o oidio e a murcha, podem causar perdas significativas. A implementacéo de
praticas de manejo integrado de pragas (MIP) é essencial para minimizar danos
(WAKIL et al., 2021).

Além disso, a utilizacdo de agrotéxicos na producdo convencional levanta
preocupacdes sobre a seguranca alimentar. A demanda por produtos organicos esta
crescendo, e os produtores que adotam praticas sustentaveis podem se destacar no
mercado, garantindo maior aceitacdo e confiangca dos consumidores (PAZ et al.,
2023).

As mudancas climaticas também representam um desafio significativo.
Alteracfes nas temperaturas e nos padrbes de precipitacdo podem afetar a producao,
exigindo que os agricultores se adaptem a essas novas condi¢cdes. Por fim, a
desigualdade no acesso a tecnologias de cultivo e manejo entre os produtores pode
impactar a eficiéncia e a produtividade (ALCANTARA; BACHA, 2023).

2.3 AGRICULTURA CONVENCIONAL

A agricultura convencional é caracterizada pelo uso de técnicas industriais e
tecnologias modernas com o objetivo de maximizar a produgéo (ALTIERI, 2009).

A agricultura convencional frequentemente utiliza fertilizantes quimicos,
agrotoxicos para aumentar a produtividade e controlar pragas e doencas. Embora
essas praticas possam resultar em colheitas mais abundantes, a dependéncia de
produtos quimicos pode levar a problemas ambientais significativos, como a
contaminacéo do solo, ar e da agua (ALTIERI, 2009).

A pratica de cultivar uma Unica espécie de planta em grandes areas
monoculturas é comum na agricultura convencional. Embora isso possa aumentar a

eficiéncia por um determinado periodo, torna as culturas mais vulneraveis a pragas e
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doencas, ja que as mesmas condi¢des sdo criadas para todos os cultivos (ALTIERI,
2009).

O uso de maquinarios pesados para preparar o solo, plantar, irrigar e colher é
uma caracteristica da agricultura convencional. Embora isso aumente a eficiéncia,
pode causar compactacédo do solo e degradacédo ambiental (ALTIERI, 2009).

O foco principal da agricultura convencional é a maximizacdo da produtividade

e do lucro, frequentemente a custa da sustentabilidade ambiental.

2.4 AGRICULTURA ORGANICA

A agricultura organica, por outro lado, baseia-se em principios que promovem
a sustentabilidade, a biodiversidade e a saude do solo (ALTIERI, 2009).

Em vez de fertilizantes e agrotdxicos sintéticos, a agricultura organica utiliza
INSUMOS naturais, Como compostos organicos e adubos verdes. Essa abordagem visa
minimizar os impactos ambientais e promover a saude do solo (MOURA et al., 2021).

A rotacado de culturas e o plantio de diversas espécies em uma mesma area
sdo praticas comuns na agricultura organica. Essa diversificagdo ajuda a prevenir
pragas e doencas, melhora a fertilidade do solo e aumenta a resiliéncia do sistema
agricola (DAMETO, 2024).

A agricultura orgéanica promove praticas que favorecem o equilibrio ecolégico,
como a conservacao da agua, a preservacdo da biodiversidade e a recuperacao de
areas degradadas (ALTIERI, 2009).

O objetivo da agricultura organica é produzir alimentos saudaveis, sem 0 uso
de quimicos sintéticos, promovendo a salde do consumidor e do meio ambiente. I1Sso
inclui praticas que garantem a qualidade dos alimentos e a prote¢do dos recursos
naturais (DAMETO, 2024).

2.5 LEGISLACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM ABOBRINHAS

No Brasil, € responsabilidade da ANVISA assegurar a seguranca alimentar,
estabelecendo os Limites Maximos de Residuos (LMR), que s&o os niveis permitidos
de agrotoxicos em alimentos (ANVISA, 2019). Criado pela ANVISA em 2001 e

formalizado em 2003, o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em
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Alimentos (PARA) monitora os residuos de agrotdxicos nos alimentos disponiveis no
mercado (ANVISA, 2023). O PARA garante que esses residuos estejam dentro dos
LMRs, verifica a conformidade dos agrotéxicos utilizados e ajuda a prevenir
intoxicagdes alimentares.

Recentemente, o programa PARA publicou o resultado da analise em 236
amostras de abobrinha, das quais 151 foram consideradas dentro dos padrbes
aceitaveis. Dentre essas, 131 amostras ndo apresentaram residuos dos agrotoxicos
analisados, enquanto 20 mostraram residuos em concentra¢gdes iguais ou abaixo do
LMR (ANVISA, 2023). Foram identificados 21 ingredientes ativos entre os 108
investigados, com o carbendazim (14 amostras), a procimidona (14 amostras) e o
acetamiprido (11 amostras) sendo os mais frequentemente detectados. Entre as
amostras avaliadas, registrou-se 70 deteccdes de 14 ingredientes ativos nao
autorizados para abobrinha, como o carbendazim e a procimidona contribuindo
igualmente para essa situacdo irregular, ambos com 14 deteccdes. E importante
mencionar que o uso do carbendazim foi banido em 2022 por meio da RDC n°
739/2022 (ANVISA, 2022), enquanto a procimidona estéa atualmente em processo de
reavaliacdo (ANVISA, 2023).

A Tabela 1 apresenta os principais ingredientes ativos detectados nas
amostras, acompanhados de sua classe agrondmica, LMR e numero total de
deteccdes. Os ingredientes listados foram incluidos na base de dados para a triagem

inicial.



21

Tabela 1- Principais ingredientes ativos detectados nas amostras

Ingrediente Ativo Classe LMR (mg/KQ) N° Total de
Agronbmica deteccbes
Acefato A-—I N&o autorizado 7
Acetamiprido I 0,200 11
Aldicarbe A-1-N N&o autorizado 1
Azoxistrobina Fg 0,500 2
Benalaxil Fg N&o autorizado 1
Bifentrina I-F-A 0,300 2
Boscalida Fg N&o autorizado 1
Carbendazim Fg N&o autorizado 14
Ciazofamida Fg N&o autorizado 4
Cipermetrinas |-F 0,150
Ciromazina I N&o autorizado
Clorfenapir A-1 N&o autorizado 8
Clorpirifés I-F-A N&o autorizado 10
Difenoconazol Fg 0,070 1
Dimetoato A-l N&o autorizado 3
Flutriafol Fg 0,200 3
Lambda-Cialotrona I 0,010 8
Metomil A-—1 N&o autorizado 2
Procimidona Fg N&o autorizado 14
Tebuconazol Fg 0,500 8
Tetraconazol Fg N&o autorizado 2

1. A: Acaricida; F: Formicida; Fg: Fungicida; I: Inseticida; N: Neonicotindides
Fonte: Plano plurianual 2017-2022 — ciclos 2018-2019 e 2022. Brasilia: ANVISA, 2023, p. 67.

2.6 CERTIFICACAO DE PRODUTOS ORGANICOS

A certificac&o de produtos organicos € um processo que atesta que os produtos
agricolas foram produzidos conforme os padrdes estabelecidos para a agricultura
organica. Esse processo envolve a conformidade com praticas que proibem o uso de
agrotoxicos sintéticos, fertilizantes quimicos, organismos geneticamente modificados
(OGMs) e outras substancias que ndo sao permitidas na produgao organica. A

certificacao serve como um selo de garantia, informando ao consumidor que o produto
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atende a critérios rigorosos de producdo sustentavel e responsavel (SANTIAGO;
SILVA, 2018, p. 51).

A certificacdo é essencial por varias razdes. Primeiramente, garante aos
consumidores que os produtos rotulados como orgénicos realmente atendem aos
padrées de qualidade e seguranca, promovendo confianca na compra (BRASIL,
2024). Em segundo lugar, produtos organicos certificados tém maior aceitacdo e
podem ser vendidos em mercados mais amplos, tanto nacional quanto
internacionalmente (ROSA; LIMA, 2020, p. 20). Além disso, a certificacdo pode
diferenciar os produtos em um mercado crescente e competitivo, atraindo
consumidores que buscam alimentos saudaveis e sustentaveis. Por fim, a certificacao
promove praticas agricolas que preservam 0 meio ambiente, incentivando a
sustentabilidade e a protecdo dos recursos naturais (INSTITUTO BIODINAMICO,
2024).

No Brasil, a certificacdo de produtos organicos pode ser realizada por
organismos de certificacdo credenciados pela ANVISA ou pelo MAPA. Esses
organismos devem seguir as normas estabelecidas na Lei n° 10.831/2003 e na
Instrucdo Normativa n° 46/2011 (BRASIL, 2003; BRASIL, 2011).

2.7 TECNICAS DE ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS

A analise de residuos de agrotoxicos em alimentos é crucial para garantir a
qualidade alimentar e a saude publica, especialmente em um contexto de crescente
uso de produtos quimicos na agricultura. A deteccdo e quantificacdo de residuos séo
essenciais para monitorar a exposicdo dos consumidores e assegurar que 0s niveis
de residuos estejam dentro dos limites permitidos.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) é
amplamente utilizada para a separacéo e quantificacdo de compostos quimicos em
matrizes complexas, como alimentos. A técnica combina dois principios: a
cromatografia liquida que utiliza uma coluna preenchida com material estacionario
para separar 0S COmpostos quimicos presentes na amostra com base em suas
propriedades fisico-quimicas, como polaridade e interacdo com a fase estacionaria.
Durante a separagéo, os compostos sdo eluidos em tempos diferentes, denominados
tempos de retencdo, permitindo a resolugdo de misturas complexas. Apés a

separacao, a espectrometria de massas ioniza 0s compostos, gerando ions que sao
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detectados com base em sua razdo massa/carga (m/z). Essa abordagem permite a
identificacdo e quantificacdo dos compostos com alta preciséo, utilizando detectores
sensiveis e especificos (MATUSZEWSKI; CONSTANZER, 2003).

Na técnica de UHPLC-QTOF MS, a combinacdo de cromatografia liquida de
ultra performance com um espectrometro de massa de alta resolucdo permite a
realizacdo de analises non-targeted, capazes de detectar compostos previamente nao
conhecidos na amostra com base em sua exatiddo de massa e perfil isotopico. Além
disso, a espectrometria de alta resolugéo proporciona uma medida precisa da massa
molecular, reduzindo a possibilidade de falsos positivos e facilitando a identificacao
de compostos desconhecidos.

Uma etapa fundamental nas andlises non-targeted € a triagem de compostos
suspeitos, que pode ser complementada pela técnica LC-MS/MS (triplo quadrupolo).
O triplo quadrupolo € amplamente utilizado para a quantificacdo direcionada de
compostos devido a sua alta sensibilidade e especificidade, garantindo maior
confiabilidade nos resultados obtidos na etapa de triagem.

O mSigma € uma métrica utilizada para avaliar a correspondéncia entre o perfil
isotopico tedrico de um composto e o perfil experimental obtido na analise. Esse
parametro € essencial para confirmar a identidade de compostos detectados em
analises non-targeted. A técnica baseia-se nos principios do perfil isotdépico, em que
cada elemento quimico possui uma assinatura isotopica especifica. Por exemplo, o
cloro apresenta dois is6topos principais, 3°Cl(34,9683) e 37Cl(36,9653), que geram
sinais caracteristicos no espectro de massas. O calculo do mSigma compara
matematicamente o perfil isotdépico observado na analise com o esperado para um
composto especifico. Valores baixos de mSigma indicam maior concordancia e,
consequentemente, maior confianga na identificacdo do composto.

A utilizacdo do mSigma em conjunto com a exatiddo de massa e a analise de
fragmentos é fundamental para evitar falsos positivos em andlises de triagem. Essa
abordagem robusta permite validar a presenca de compostos com alta confiabilidade,
especialmente em matrizes alimentares complexas como abobrinhas. As vantagens
combinadas da UHPLC-QTOF MS e do mSigma fortalecem a analise de residuos de
agrotoxicos, permitindo uma avaliagdo abrangente e precisa, contribuindo para o

avanco das politicas de monitoramento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar andlise de triagem utilizando o método non-targeted por
espectrometria de massa de alta resolucdo para avaliar a presenca de residuos de
agrotoxicos em abobrinhas cultivadas em sistemas organicos e convencionais,

comercializadas em Porto Alegre e na regido metropolitana.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Desenvolver um método de triagem abrangente non-targeted para a analise de
agrotoxicos com alta especificidade, empregando espectrometria de massa de
alta resolucgao.

e Estabelecer um protocolo de triagem de confirmados mediante o uso dos
softwares DataAnalysis e TargetAnalysis da Bruker Daltonics com vistas a
viabilizar uma analise qualitativa preliminar a analises quantitativas futuras, se
desejado.

e Elaborar uma base de dados personalizada, que permitira a triagem
automatizada dos agrotoxicos nas amostras em estudo;

e Avaliar a presenca dos agrotdxicos suspeitos avaliando as fragmentacbes
caracteristicas, tempo de retencdo (ion molecular e fragmentos), exatidao de
massa e perfil isotdpico utilizando o software DataAnalysis.

e Comparar os custos da abordagem adotada neste estudo com aqueles de
métodos tradicionais que utilizam padrées analiticos comerciais para triagem
de agrotéxicos, potencializando a analise multirresiduos, ou seja, a capacidade
de detectar uma variedade maior de agrotoxicos simultaneamente nas

amostras.



25

4 METODOLOGIA

4.1 PREPARO DE AMOSTRAS

As amostras de abobrinha organica foram coletadas em feiras especializadas
e supermercados localizados em diversos pontos de Porto Alegre e regiao
metropolitana, garantindo que todas fossem provenientes de produtores certificados
como organicos. Amostras de abobrinha cultivadas de forma convencional também
foram adquiridas em fruteiras e supermercados das mesmas regides. Durante a
coleta, priorizou-se a diversidade de fornecedores para representar diferentes praticas
de cultivo e padrdes de qualidade presentes na area metropolitana.

No total, foram avaliadas 32 amostras de abobrinhas. Destas, 14 amostras
eram provenientes de produtores organicos e 18 de produc¢des convencionais.

O método de extracdo utilizado foi o QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe), uma técnica amplamente empregada na preparacao de
amostras para analise de residuos de agrotoxicos em alimentos, especialmente frutas
e vegetais. O protocolo QUEChERS modificado aplicado neste estudo foi desenvolvido
em um trabalho de pés-doutorado no Instituto de Quimica da UFRGS. Ele foi baseado
em trés etapas principais: (1) extragéo, (2) particdo e (3) limpeza.

1. Na etapa de extracdo, foram pesados 10 g da amostra triturada em um tubo
Falcon de 50 mL, e 10 mL de acetonitrila acidificada com 1% de acido acético
foram adicionados. A mistura foi agitada manualmente por 10 segundos e, em
seguida, no vortex por 1 minuto.

2. Na etapa de particdo das fases, foram adicionados 4 g de sulfato de magnésio
anidro e 1,7 g de acetato de sédio. A mistura foi novamente agitada
manualmente por 10 segundos e no vortex por 1 minuto. Apos a agitacao, a
amostra foi centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos, a uma temperatura de 5
°C.

3. A etapa de limpeza (clean-up) consistiu em transferir 2 mL da fase organica
para um tubo Falcon de 15 mL contendo 0,1 g de amina primaria e secundaria
(PSA) e 0,3 g de sulfato de magnésio anidro. A mistura foi agitada manualmente
por 10 segundos e no vortex por 30 segundos. Apos isso, a mistura foi
centrifugada a 3500 rpm por 5 minutos, a uma temperatura de 20 °C.
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A solucédo obtida foi entdo seca sob fluxo de nitrogénio e ressuspendida em
agua e acetonitrila, em proporcdes iguais, até alcancar um volume final de 1 mL. Por
fim, a solucgéo foi filtrada para um vial utilizando um filtro de PVDF com porosidade de
0,2 ym, ficando pronta para analise.

4.2 METODOLOGIA DE ANALISE

As andlises de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de
alta resolucao (LC-QTOF MS) foram realizadas em um cromatografo liquido Shimadzu
(Nexera X2), conectado a um espectrdmetro de massas hibrido de alta resolugéo
equipado com um analisador do tipo quadrupolo e tempo de voo da Bruker (Impact II).
As analises foram conduzidas no modo de ionizacao positiva.

Para a separacdo cromatografica, utilizou-se a coluna analitica Acquity UPLC
BEH Phenyl (2,1 x 50 mm, 1,7 um), selecionada por sua eficiéncia na separacao de
compostos aromaticos e polares. A temperatura da coluna foi mantida em 40 °C
durante a andlise, e 0 volume de injecao foi ajustado para 10 uL. A fase movel
consistiu de (Fase A) acetonitrila com 0,1% de &cido férmico e (Fase B) agua com
0,1% de acido formico, empregadas a uma taxa de fluxo de 0,35 mL min™2.

O programa de eluicéo gradiente foi iniciado com 95% de Fase B, reduzido a
5% de Fase B em 12 minutos, mantido até o minuto 14, e entéo retornado a 95% de
Fase B em 2 minutos, permanecendo nessa condicdo até o final da analise,
totalizando 20 minutos.

Os parametros do sistema QTOF MS foram configurados da seguinte forma: os
dados de MS e Broadband Collision Induced lonization (bbCID) foram coletados na
faixa de m/z 50 a 1300 Da. A tensao da fonte de ions foi ajustada para 4000 V, com a
pressdo do gas nebulizador fixada em 5,0 bar e o fluxo do gas de secagem mantido
em 9,0 L mint. O nitrogénio foi utilizado como gas para nebulizagdo, secagem e
colisdo. A temperatura do gas de secagem foi ajustada para 210 °C.

A energia de colisdo no modo full scan (MS) foi fixada em 10 eV (baixa energia),
enquanto no modo bbCID variou em uma rampa de 20-40 eV (alta energia). A taxa de
aquisicao de espectros foi de 2,0 Hz. A alternancia entre as condi¢des de MS e bbCID

permitiu a coleta simultdnea de dados com baixa e alta energia de coliséo.
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A calibracdo externa do instrumento foi realizada antes de cada injecao,
utilizando uma solucdo de formiato de soédio a 10 mM, garantindo a precisdo das

analises.

4.2.1 Analises Non-Targeted

As analises non-targeted foram realizadas em formato de triagem, permitindo a
deteccdo abrangente de agrotdéxicos em amostras de abobrinha. Essa abordagem
possibilitou explorar um amplo espectro de compostos, sem a necessidade de
conhecimento prévio das substancias presentes. Esse método € eficaz para a
identificagdo de contaminantes de forma rapida e confiavel. Para isto se fez uso de
uma base de dados contendo 945 agrotoxicos. Esta tabela continha a massa exata, a
férmula molecular e o nome dos compostos. Esta tabela é fundamental na automacéo
da analise de triagem. Os softwares como o TargetAnalysis e DataAnalysis foram
fundamentais no processamento das analises utilizando a base de dados

especialmente construida.



28

5 RESULTADOS

5.1 DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DO METODO NON-TARGETED

O desenvolvimento do método non-targeted para a andlise de residuos de
agrotoxicos em abobrinhas iniciou-se com a criacdo de uma base de dados, contendo
945 agrotoxicos, dentre eles, os autorizados pela ANVISA e os detectados conforme
resultados emitidos pelo PARA.

O processo de andlise comeca com a aplicacdo da base de dados no software
targetanalysis. Esta base de dados inicial contempla a formula molecular, massa exata
e 0 nome do composto. O método criado no targetanalysis contemplou os seguintes
parametros de processamento: tolerancia de exatiddo de massa de até 5 ppm, perfil
isotépico avaliado pelo valor de mSigma de até 50. ApOs esta etapa, se fez a
calibracdo automatica dentro do proprio targetanalysis, isto permite a obtencédo da
massa exata dos compostos.

O processamento € realizado de forma independente para cada amostra.
Devido ao método menos restritivo no targetanalysis sao identificados muitos
compostos, a grande maioria como falsos positivos. Por exemplo, foram identificados
660 suspeitos ha amostra E. Se torna inviavel a observacédo de todos estes suspeitos,
entdo, inicialmente se fez a avaliacdo dos resultados observando os suspeitos de

maior area conforme representado na Figura 2.

Figura 2- Avaliacdo de suspeito considerando a area ordenada de forma decrescente.

Multi Target Screening with 'C:\Users\Usudrio\Documents\Alex \ORIENTACCES \TCC_Rafa\Target_Pesticdes_POS.csv'(Recently calibrated)

Score  Cmpd.Name Reg.Mo. Formula | deltaRT [min] Err [mDa] Err [ppm]  mSigma Area I RTmeas. [min] RTexp.[min] mfzmeas. m/z calc
+ Carbamate Ethyl-N-(3-y... C9H1IN1O3 -0.82 0.4 -1 0.4 9883530 .. 0.82 000 1820816 182.0..
+ Methoxyfenozide Fragm 149 C9H9O2 -1.23 0.3 22 6.6 7851145 ... 123 0.00  148.0600 149.0...
+ Vamidothion Fragm 146 C6H12ZN10151 -0.58 0.2 16 111 3584921 .. 0.58 0.00 145.0637 146.0...
+ Methoprene Peak 2 Fragm... ClgH3102 £.76 0.3 L1 5.6 2974192 .. 6.76 Qo0 279.2322  279.2..
+ Methoprene Peak 1 Fragm... C18H3102 6.76 0.3 L1 5.6 2974192 ... 6.76 0.00  279.2322 279.2..
+ Cycluron CliH22N201 -2.05 0.3 3 3.0 1694341 ... 2.05 0.00 199.1807 199.1..
+ Spiroxamine Peak 2 C1BH35N102 -6.38 0.3 -L1 29 1529930 ... 6.36 0.00 298.2744 298.2..
+ Spiroxamine Peak 1 C18H35N102 -6.36 0.3 -1.1 29 1529930 ... 6.36 0.00 298.2744 298.2..
+ Methoprene Peak 2 Fragm... C18H3102 -6.65 -0.2 -0.9 4.3 1270575 ... 6.65 0.00 279.2321 279.2..
+ Methoprene Peak 1 Fragm... Cl18H3102 -6.65 0.2 -0.9 4.3 1270575 .. 6.65 0.00 279.2321 279.2..
+ 1.2.3.6-Tetrshydrophtha... CEHON1O2 -1.45 0.4 24 14 1113842 ... L45 0.00 1520710 152.0...
+ Oxadixyl C14H1BN 204 -1.57 0.5 1.6 126 1077404 ... 1.57 0.00 279.1344 279.1..
+ Cyduron Cli1H22N201 -1.78 0.2 -1.2 4.0 1065772 ... 176 0.00 199.1807 199.1..
+ Coumatetralyl C18H103 -2.67 0.4 1.4 40.6 1065223 ... 2.67 0.00 2931168 293.1..
+ Isopropalin C15H23N304 -1.12 -0.2 0.7 6.5 1034382 ... Li2 0.00 310.1704 310.1..
+ Propham Fragm 138 C7HEBN102 -0.75 0.6 =ii 4.7 695456 ... 0.75 0.00 138.0555 133.0...
+ Carbamate Ethyl-N-(3-hy... CY9H1IN103 -3.01 0.3 1.6 6.4 689981 ... 3.01 0.00 1820815 182.0..

ebeao e oL paiwmion o o - —_ I - ~nn IR

Fdnte: autoria prépria (2024)
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Devido ao grande numero de agrotoxicos contendo elementos quimicos com
isGtopos caracteristicos, se fez de forma inovadora, o ordenamento dos suspeitos
avaliando os valores de mSigma, esta classificacdo € apresentada na Figura 3, em
uma ordem crescente. Neste exemplo, se fez a selecdo do suspeito Imidacloprido, por
apresentar em sua formula molecular o elemento quimico cloro, que apresenta
isétopos caracteristicos com um m/z de 34,9683 para uma abundéancia de 75,77% e
um m/z de 36,9654 com uma abundancia de 24,23%.

Figura 3- Ordenamento de suspeitos considerando os valores crescentes de mSigma
enfatizando o Imidacloprido.

Multi Target Screening with 'C:\UsersYsusrio\Documents \Alex \ORIENTACOES \TCC_RafalTarget_Pesticdes_POS, csv'(Recently calibrated)

Score  Cmpd.Name Reg.Mo. Formula | deltaRT [min] Err [mDa] Err [ppm] mSigma Area [ RTmeas [min] RTexp.[min] mjzmeas. mfzcalc, mf
+ Chromafenozide Fragm 175 C11H1102 -4.03 0.2 L1 14.8 2683 ... 4.03 0.00 175075 175.0...
+ Izopropalin C15H23N304 -1.65 0.3 -1.1 15.4 31254 L. 1.65 0.00 310.1765 310.1..
+ Dimethylphthalate C10H1004 -4,58 0.3 =LE 154 661 .. 4.58 0,00 1950654 195.0...
+ Firimicarb D& C11H12D6N402 -4.42 -0.5 -2.1 16.2 30639 .. 4.42 0.00 2451874 245.1..
+ Cyduron ClUIHZN201 -5.28 -0.6 -3.0 16,3 1966 ... 5.28 0,00 199,1799 199.1..
+ Imidadoprid CYH10CIINSO2

+ Oxadizyl C14H18N 204 -2.19 -1.0 -3.7 16.5 135467 ... 219 0.00 279.1350 279.1..
+ Warfarin C18H1604 -7.93 -1.4 4.5 16,8 374 . BEES 0,00 309.1107 308.1..
+ Carbamate EthylHi-(3-hy... CYHI1IN103 -3.90 -0.2 -1.3 16.9 95048 .. 3.90 0.00 1820814 182.0...
+ Metolcarb Fragm 109 C7HS01 -3.90 0.1 -0.8 17.0 27147 . 3.90 0,00 1090643 108.0..
+ Uracil C4H4NZ202 -0.79 0.4 -3.4 17.2 129170 ... 0.79 0.00 1130349 113.0...
+ Maleic Hydrazide C4H4N202 -0.78 0.4 -3.4 17.2 129170 .., 0.79 0,00 113.0349 113.0..
+ N-2-4-Dimethylphenylform. .. C3H1IN1O1 L 0.3 2.0 17.3 12888 ... 3.55 0.00 150.0916 150.0...

Fonte: autoria propria (2024)

Este processamento observando o mSigma tornou suspeitos, agrotéxicos com
uma pequena area, porém com maior confiabilidade. Apés a selecé@o destes suspeitos,
se fez a observagédo no DataAnalysis, com o intuito de verificar o perfil do pico e da
presenca dos fragmentos obtidos em bases de dados publicas como o MassBank.

Em seguida, no DataAnalysis realiza-se o0 extracted ion chromatogram, de
interesse a partir dos picos cromatograficos identificados nas amostras com maior
intensidade ou com melhores mSigma para moléculas com (Cl, Br, S), utilizando a
férmula molecular do composto, cria-se um ion extraido para facilitar a triagem,

conforme representado na Figura 4.
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Figura 4- Exemplo de extracédo de ions da Azoxistrobina

File name: R_1-32_01_10635.d

QK
Traces:
WEsFC +all M5 Cancel
EEerPC +bbCID MS
M calibrant Chromatogram {Ma Formate {pos)) Help
EEIC C22H1TMIOS [M+H] + 404, 1241£0.005 All MS
Type: Extracted Ion Chromatogram e Add
Filter: all Ms hd Change
Scan mode: all e Delete
Formula - I:EEH 1 ?N 3@ 5 M4+H S |
width: | =0.005 - | Charges:
Polarity: positive (+) e
Background: Mone e
Color I -
Enabled

Fonte: autoria propria (2024)

Na etapa de analise dos compostos, realiza-se a busca pela massa exata no
modo MS, com os elementos da férmula molecular ajustados conforme necessério,
aplicando-se uma tolerancia de até 5 ppm para garantir a exatidao da identificacéo.
Além disso, indices como mSigma e score séo avaliados, sendo fundamentais para
determinar a confiabilidade dos compostos identificados.

Na Figura 5, observa-se o resultado dessa andlise para 0 composto
azoxistrobina, no qual todos os parametros analisados apresentam respostas
satisfatorias, incluindo o erro de massa err [ppm] dentro do limite estabelecido,
mSigma abaixo de 50 e score elevado, indicando alta qualidade na identificagao.

Esses critérios asseguram uma triagem eficiente e confiavel no contexto do estudo.
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Figura 5- Triagem da massa exata para Tebuconazol

Meas. m/z Ion Formula m/z err [ppm] mSigma # mSigma Score rdb e Conf N-Rule

404.1242 1 C23H14N70 404.1254 3.1 27.9 1 66.92 20.5 even ok
404.12492 2 C22H18N30S5 404.1241 -0.2 35:7 2 100.00 15.5 even ok
I < >

Fonte: autoria propria (2024)

No modo bbCID (broadband Collision Induced Dissociation), os espectros de
fragmentacdo foram utilizados para confirmar a identidade dos compostos. No
cromatograma gerado, buscou-se a massa exata correspondente ao espectro de
referéncia do MassBank, as referéncias usadas encontram-se no ANEXO 1. A
sobreposicao dos cromatogramas do ion molecular na linha marrom e dos fragmentos
na linha azul, possibilitou a visualizacéo clara da correspondéncia entre as massas
exatas do ion molecular e dos fragmentos, assim como a igualdade de tempo de
retencdo e do formato de pico que pode ser observada na Figura 6. Essa abordagem
fortaleceu a confiabilidade do protocolo, permitindo a inclusdo dos compostos

confirmados na lista de suspeitos.
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Figura 6- Sobreposicdo de cromatogramas da azoxistrobina (linha marrom) e seu
principal fragmento (Linha azul)

Intens.
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2000

1000
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o AN
6.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5 Time [min]
—— R_1-32_01_10635.d: EIC C22H17N305 [M+H]+ 404.1241+0.005 All MS

—— R 1-32 01 10635.d: EIC 372.0976+0.005 +bbCID MS

Fonte: autoria propria (2024)

Essa abordagem permite filtrar compostos potenciais e priorizar aqueles que
tém maior probabilidade de serem os agrotoxicos presentes nas amostras, sem a
necessidade de injetar padrdes analiticos. O protocolo de triagem desenvolvido neste
estudo visou a identificacdo de residuos de agrotdxicos, aproveitando a robustez de
ferramentas analiticas do software DataAnalysis, TargetedAnalysis e a integracao
com o banco de dados MassBank. Esse banco de dados forneceu espectros de
massas de referéncia, essenciais para a confirmagdo da presenca de compostos

suspeitos.

5.2 CRIACAO E APLICACAO DA BASE DE DADOS PERSONALIZADA

A criacdo de uma base de dados personalizada € um componente fundamental
para a implementacdo eficiente de métodos non-targeted. Essa base armazena
informagdes cruciais sobre os compostos analisados, como massas exatas, tempos
de retencdo, formulas moleculares e ions fragmentos, que sdo essenciais para a
identificacdo e triagem de contaminantes. A base de dados foi construida utilizando

as planilhas eletrénicas no formato CSV feitas no software excel, que é compativel
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com softwares como o TargetAnalysis, permitindo a integracéo direta e o uso rapido
dos dados na analise.

Depois do processamento inicial, foi confirmada a presenca de 4 compostos
suspeitos, utilizando os parametros de exatiddo de massa do ion molecular e dos
fragmentos e do perfil isotdpico através do valor de mSigma. Com estes resultados se
construiu a base de dados personalizada com estes 4 suspeitos incluindo o tempo de
retencdo e os fragmentos. Para melhor assertividade nos compostos suspeitos, foram
escolhidos os picos cromatograficos de maior area para cada um dos compostos, isto
colaborou para obtencdo dos cromatogramas dos fragmentos e para determinar o
tempo de retencdo dos suspeitos. Com esta nova base de dados se fez um novo
processamento em todas as amostras, com o intuito de identificar de forma mais exata
e precisa estes suspeitos mesmo quando em baixa intensidade, na Figura 7, é
mostrado o resultado da amostra C da nova triagem utilizando o Targetanalysis
carregado com a base de dados personalizada completa, ela destaca o score,
variacdo de tempo de retencao, erro [ppm], mSigma e o total de ions fragmentos

identificados em cada amostra.
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Figura 7- Resultados da triagem de agrotoxicos na amostra C utilizando a base de
dados personalizada, destaque para o score, variagdo de tempo de retencédo, erro

[ppm] mSigma e o total de ions fragmentos identificados.

Analysis filename:  C:\Users\yafae\Desktop\AMOSTRAS tec\C_1-18_01_10619.d
Analysis oeated:  quinta-feira, 17/12/2020, 00:40:57

User: UFRGS

Instrument: impact I

Method: alex_fenil_hexil_10cm_phenomenex_acn_bomb_a.m
Sample: C

Comment:

Multi Target Screening with D: Método Processamento Positivo,csv'(Recently calibrated)

Score  Cmpd.Name Formula PMI deltaRT [... Err [mDa] Err [ppm] mSigma  Area I RTmeas. [min] RTexp.[mn] m/zmeas. m/zcalc. #Exp.Quali... #Found Qualifiers QI 1accepted
+444 Tebuconazol C16H2CIIN301  [M+H]+ -0.05 0.3 10 27 9757 18554 6.95 6.90 308.1527 308.1.. 1 1 yes
44+  Thiametoxam C8HI10CIINS50351 [M+H]+ 0.04 0.7 26 308 27511 891 334 330 292.0273 2920... 2 2 yes

Fonte: autoria propria (2024)

A principal vantagem dessa base personalizada é a possibilidade de realizar a
identificacdo automatizada dos compostos de forma mais rapida e assertiva. Ao
comparar as massas exatas, tempos de retencdo e fragmentacbes obtidas nas
amostras com as informacgfes armazenadas na base de dados, o software € capaz de
identificar compostos suspeitos presentes nas amostras sem a necessidade de
padrbes analiticos. Isso permitir a deteccdo de compostos que podem ndo ser
previstos, mas que sao criticos para a seguranca alimentar.

Além disso, a base de dados é adaptavel, permitindo a inclusdo de novos
compostos ou ajustes nos parametros analiticos a medida que novas informacdes se
tornam disponiveis. Essa flexibilidade €é fundamental para a manutencdo da
aplicabilidade do método em futuras pesquisas e para garantir que a base de dados
se mantenha atualizada com as necessidades de novas andlises. A aplicacdo dessa
base em estudos de triagem de residuos de agrotoxicos tem mostrado resultados
promissores, como a identificacdo de compostos suspeitos que podem passar

despercebidos em métodos convencionais.
5.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE PROCESSAMENTO
Através da aplicacdo da base de dados personalizada € possivel se obter

resultados mais completos (Figura 7), destacando informac¢des importantes para a

identificacdo de dois compostos suspeitos em uma amostra: tebuconazol e




35

tiametoxam. Esses compostos foram avaliados com base em diversos critérios
analiticos, como tempo de retencédo, razdo m/z, perfil isotopico e intensidade dos
sinais.

Os resultados do processamento da amostra C foram identificados com alto
nivel de confiabilidade, como indicado pelo Score (+++), que reflete a qualidade da
correspondéncia entre os dados experimentais e os valores tedricos do banco de
dados.

O tempo de retenc¢do foi muito proximo do tempo de retencdo esperado, com
desvios minimos de 0,05 para o tebuconazol e 0,04 para o tiametoxam. Essa
correspondéncia € fundamental para confirmar que os compostos detectados na
amostra sao realmente os suspeitos identificados.

Em relagdo a razdo m/z, os valores também se alinharam muito bem aos
valores calculados, com baixos erros na exatiddo de massa, sendo 1,0 ppm para
tebuconazol e 2,6 ppm para tiametoxam. Esses erros reduzidos destacam a alta
exatiddo do equipamento em relacdo a massa molecular dos compostos.

O perfil isotépico foi avaliado pelo parametro mSigma, que compara a
distribuicdo isotopica medida com a tedrica. Ambos 0s compostos apresentaram
valores baixos, 29,7 para tebuconazol e 30,8 para tiametoxam, o que pode indicar
pequenas discrepancias no ajuste isotdpico, embora ainda estejam dentro dos limites
aceitaveis de 50 para a triagem.

Além disso, os dados obtidos também indicaram a presenca de outros
compostos, como Imidacloprido e azoxistrobina, além de tiametoxam e tebuconazol,
gue serdo descritos na sequéncia. Os cromatogramas extraidos das quatro amostras

com resultados positivos podem ser visualizados no Apéndice 1.

5.3.1 Imidacloprido

O imidacloprido, pertencente a classe dos neonicotinoides, é um inseticida
amplamente utilizado para o controle de sugadoras, como a mosca-branca (Bemisia
tabaci) e os pulgbes (Aphididae), que comprometem a produc¢ao agricola, incluindo a
de abobrinha. Sua agéo é sistémica e afeta o sistema nervoso dos insetos, causando
paralisia e morte. No Brasil, é frequentemente empregado em sistemas agricolas para

proteger as culturas contra esses insetos-pragas.
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A Figura 8 apresenta os resultados da triagem do agrotéxico imidacloprido na
amostra B, obtidos no modo positivo de analise. O composto investigado possui
férmula molecular CoH;,CINsO,, massa teorica de m/z 256,0596 e tempo de retencao
de 3,93 minutos.

No painel superior da Figura 8, sdo observados trés cromatogramas que
representam os ions monitorados. O ion molecular, com m/z 256,0594, corresponde
ao composto-alvo da andlise, identificado como A. Os fragmentos caracteristicos com
m/z 209,0588 e 175,0980, representados por B e C, respectivamente, foram
encontrados no banco de dados MassBank. Os tempos de retencdo desses
fragmentos coincidem com o do ion molecular, assim como o perfil cromatografico,
confirmando a identificacdo do imidacloprido na amostra B.

No painel inferior da Figura 8, o espectro de fragmentacdo exibe os principais
sinais de m/z associados ao composto. O ion molecular com m/z 256,0594 e os
fragmentos com m/z 209,0588 e 175,0980 séo os mais relevantes para a confirmagéao.

As estruturas quimicas a direita da Figura 8 ilustram o ion molecular e os
fragmentos B e C, representando suas massas correspondentes. A analise dos
tempos de retencao, do perfil cromatogréafico e do espectro de fragmentacéao reforca
a presenca do imidacloprido na amostra B.
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Figura 8- Resultados da triagem para o agrotoxico Imidacloprido na amostra B,
incluindo cromatogramas, espectro de fragmentacao e estruturas quimicas
associadas.
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5.3.2 Azoxistrobina

A azoxistrobina, um fungicida pertencente a classe das estrobilurinas, é
amplamente empregada no combate a doencas fungicas que afetam cultivos
agricolas, como o oidio (Erysiphe spp.) e o mildio (Pseudoperonospora cubensis). Seu
mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo da respiracdo mitocondrial dos fungos,
interrompendo seu crescimento e propagacao, sendo frequentemente utilizada em
programas de manejo integrado para protecéo de culturas como a abobrinha.

A Figura 9 apresenta a analise realizada para a amostra R no modo positivo,
que identificou a Azoxistrobina como um composto suspeito. Esse fungicida possui
férmula molecular C,;H;,N3;O5, massa teorica de m/z 404,1241 e um tempo de
retencdo de 7,08 minutos.

No painel superior da Figura 9, os cromatogramas indicam a deteccédo do ion
molecular, com m/z de 404,1242, representado por A, e de seu fragmento
caracteristico, com m/z de 372,0976, representado por B. Ambos foram identificados
no mesmo tempo de retencdo e apresentam correspondéncia com os dados
disponiveis no banco MassBank. Isso fortalece a classificagdo da Azoxistrobina como
um composto suspeito na amostra analisada.

No painel inferior da Figura 9, € exibido o espectro de fragmentacao detalhado,
destacando os picos correspondentes ao ion molecular e ao fragmento caracteristico,
fornecendo evidéncias robustas para a identificagdo do composto. Ao lado dos
cromatogramas, € apresentada a estrutura molecular da Azoxistrobina para facilitar a

visualizacdo de sua composi¢ao quimica.
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Figura 9- Resultados da triagem para o agrotdéxico Azoxistrobina na amostra R,

incluindo cromatogramas,

associadas.
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5.3.3 Tiametoxam

O tiametoxam, um inseticida sistémico da classe dos neonicotinoides, € eficaz
no controle de pragas sugadoras, como a mosca-branca (Bemisia tabaci) e os tripes
(Frankliniella spp.), que podem comprometer a producédo de abobrinha. Sua acéo
afeta o sistema nervoso dos insetos, resultando em paralisia e morte. Este composto
€ amplamente utilizado em programas de manejo integrado, protegendo a qualidade
e a produtividade das culturas.

A Figura 10 apresenta os dados sobre a identificacdo do Tiametoxam como
suspeito. A andlise realizada para a amostra C, no modo positivo, caracterizou este
composto como suspeito. O Tiametoxam possui férmula molecular CgH;(,CINsO3S e
massa teorica de m/z 292,0272, com um tempo de retencéo de 3,34 min.

No cromatograma da Figura 10, o sinal A corresponde ao pico principal, que
representa o ion molecular m/z 292,0272. Os sinais B e C referem-se aos fragmentos
caracteristicos do Tiametoxam, com m/z 211,0651 e m/z 131,9687, respectivamente.
Esses fragmentos sdo formados durante a fragmentacdo e foram encontrados no
banco de dados MassBank, corroborando a identificagdo do composto.

A similaridade entre os picos cromatograficos do ion molecular A e dos
fragmentos B" e C reforca a presenca do Tiametoxam como suspeito na amostra
analisada. A estrutura molecular do composto esta apresentada na Figura 10, ao lado

dos cromatogramas.
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Figura 10- Resultados da triagem para o agrotoxico Tiametoxam na amostra C,
incluindo cromatogramas, espectro de fragmentacdo e estruturas quimicas
associadas.
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5.3.4 Tebuconazol

O tebuconazol, um fungicida sistémico da classe dos triazdis, é amplamente
utilizado no controle de doencgas fungicas como o oidio (Erysiphe spp.) e a antrachose
(Colletotrichum spp.), que afetam cultivos de abobrinha. Seu mecanismo de acao
interrompe a sintese do ergosterol, um componente essencial da membrana celular
dos fungos, resultando na sua inibicdo e controle eficaz da propagacao das doencgas.

Os dados apresentados referem-se a analise da amostra C, onde o tebuconazol
foi identificado como composto suspeito no modo positivo. Com uma formula
molecular C;6H,,CIN;O e uma massa tedrica de m/z 308,1524, o composto exibiu um
tempo de retencédo de 6,95 minutos.

No cromatograma da Figura 11, o sinal A refere-se ao pico do ion molecular
m/z 308,1524, que representa 0 composto intacto. J4 o sinal B corresponde ao
fragmento caracteristico de m/z 70,0400, formado durante 0 processo de
fragmentacado. Essa fragmentacéo é consistente com os dados disponiveis no banco
MassBank, reforcando a identificacéo do tebuconazol.

O espectro de fragmentacao, parte inferior da Figura 11, destaca o pico do ion
molecular A e do fragmento caracteristico B, confirmando a correspondéncia com as
propriedades quimicas esperadas para o tebuconazol. Esses resultados corroboram
a integridade da analise e a compatibilidade do composto com o padrédo esperado. A

estrutura molecular do tebuconazol esta apresentada ao lado dos dados analiticos.
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Figura 11- Resultados da triagem para o agrotoxico Tebuconazol na amostra C,
incluindo cromatogramas, espectro de fragmentacdo e estruturas quimicas
associadas.
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5.3.5 Avaliacédo dos resultados

No Brasil, € responsabilidade da ANVISA assegurar a seguranca alimentar,
estabelecendo os LMRs.

Entretanto, os resultados obtidos no presente estudo diferem parcialmente dos
dados apresentados pelo PARA. Ingredientes ativos como Carbendazim e
Procimidona, frequentemente relatados pelo programa, ndo foram detectados nas
amostras analisadas. Por outro lado, foram identificados residuos de outros
ingredientes ativos, incluindo Imidacloprido e Tiametoxam, além de Azoxistrobina e
Tebuconazol, que ja constavam na lista de deteccdes.

Na Figura 12, foram identificados como suspeitos o0s agrotdxicos azoxistrobina,
Imidacloprido, tebuconazol e tiametoxam. Das 18 amostras consideradas
convencionais, quatro estavam contaminadas por agrotoxicos suspeitos. A
azoxistrobina foi detectada em duas amostras E e R, ambas com areas
cromatograficas baixas. Ja o Imidacloprido, identificado também em duas amostras,
apresentou area expressiva na Amostra B, sendo significativamente maior que a area
do tiametoxam na Amostra C. Por fim, o tebuconazol foi encontrado exclusivamente
na Amostra C, com uma area cromatografica inferior a do tiametoxam na mesma

amostra.

Figura 12- Comparacao das areas dos agrotoxicos suspeitos.
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Fonte: autoria propria (2024)



45

No Quadro 1 esta apresentada a classificacdo toxicolégica dos agrotoxicos
identificados como suspeitos na triagem realizada. Essa classificacdo é baseada nas
diretrizes de toxicidade, que utilizam faixas de nucleos nos rétulos das embalagens
para indicar o nivel de perigo: (Classe I) vermelho para produtos extremamente
toxicos; (Classe Il) amarelo para moderadamente toxicos; (Classe Ill) azul para pouco
toxicos e (Classe V) verde para aqueles improvaveis de causar dano agudo.

Os quatro agrotéxicos investigados foram enquadrados na Classe I,
representados pela faixa azul, diminuindo menor risco de toxicidade aguda. No
entanto, cabe ressaltar que os Limites Maximos de Residuos (LMRs) estabelecidos
sdo: azoxistrobina (0,500 mg/kg), Imidacloprido (0,0500 mg/kg), tebuconazol (0,500
mg/kg) e tiametoxam (0,200 mg/kg). Apesar de n&o se tratar de uma quantificagéo, o
rastreamento indicou que o Imidacloprido, com o menor LMR, pode apresentar maior
probabilidade de impacto potencial a saude.

Dessa forma, amostras como B e E, que apontaram suspeitas de contaminacao
por Imidacloprido, requerem atencdo, especialmente no contexto de seguranca

alimentar e regulamentos de residuos de agrotoxicos.

Quadro 1- Classificacéo dos rétulos de acordo com a toxicidade

Classe | Classificacao Cor da faixa no rotulo

da embalagem

Extremamente tdxico Vermelho

I Altamente téxico

1 Moderadamente téxico Amarelo

" Pouco toxico Azul

Improvavel de causar dano agudo

\Y Nao Classificado Verde

Fonte: ANVISA (2019)

Todas as amostras de abobrinhas produzidas no sistema organico tiveram
resultados negativos para os agrotoxicos suspeitos identificados na triagem. Esse
resultado é um indicativo positivo, demonstrando que as regras de producdo desse
sistema foram rigorosamente cumpridas. A conformidade com os principios da
agricultura organica, que proibe o uso de agrotoxicos sintéticos e adota praticas

agricolas sustentaveis, contribui para garantir alimentos de maior qualidade e
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seguranca ao consumidor. Além disso, essa evidéncia fortalece a confianca no
sistema de certificacdo e nas boas praticas dos produtores organicos, representando

um avango para a promocao de métodos agricolas mais saudaveis.

5.4 COMPARACAO DE CUSTOS

Considerando o elevado custo associado aos padrdes analiticos, a
implementacéo de analises de triagem de suspeitos se configura como uma estratégia
preliminar eficaz para reduzir despesas e otimizar processos analiticos em
laboratérios. Essa abordagem permite priorizar compostos de interesse com base em
critérios como tempo de retencdo dos fragmentos, massa exata e avaliacdo do
mSigma. Isso diminui a necessidade de adquirir padrdes analiticos para compostos
que, apos a triagem, sdo descartados por ndo atenderem aos critérios de relevancia
ou interesse para a andlise final.

No entanto, para alcancar maior eficiéncia, € fundamental o desenvolvimento
de uma base de dados personalizada. Embora essa criacdo demande um esfor¢o
inicial, uma vez pronta, ela se torna essencial para a andlise multirresiduos. Essa
técnica permite a deteccdo simultdnea de diversos agrotéxicos nas amostras,
facilitando a andlise de uma grande quantidade de compostos em um Unico
experimento, sem a necessidade de padrdes analiticos para cada um deles. Em
estudos que envolvem centenas ou até milhares de analitos, como no caso de
residuos de agrotéxicos em matrizes alimentares, a base de dados personalizada
reduz significativamente o tempo de processamento, pois a identificagcdo dos
suspeitos pode ser feita rapidamente, sem a necessidade de adquirir padrdes.

Neste estudo, foi realizado um levantamento dos valores comerciais dos
padrdes analiticos dos compostos suspeitos para avaliar comparativamente 0s custos

envolvidos, conforme mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2- Custo dos padrfes analiticos para analises dos analitos suspeitos

Composto CAS Quantidade Valor
Azoxistrobina 131860-33-8 50 mg R$ 1.059,00
Imidacloprido 138261-41-3 50 mg R$ 1.075,00
Tebuconazol 107534-96-3 50 mg R$ 1.059,00
Tiametoxam 153719-23-4 50 mg R$ 1.459,00
Total R$ 4.652,00

Fonte: autoria prépria (2024)

De acordo com os dados, o custo estimado para a quantificacdo exclusiva dos
analitos suspeitos foi de R$ 4.652,00. Por outro lado, na Tabela 3, observa-se que os
compostos inicialmente considerados suspeitos, mas que, ao longo do experimento,
foram descartados devido a falta de informacdes na literatura ou ao ndo atendimento
aos critérios adotados, resultaram em um custo estimado de R$ 14.635,00. Essa
diferenca reflete os ganhos econdmicos proporcionados pela triagem.

Além disso, a andlise de rastreamento ndo apenas reduz custos, mas também
acelera o processo analitico ao focar em compostos mais relevantes, otimizando o
uso de recursos laboratoriais e diminuindo o tempo necessario para instrucdes
especificas. Essa metodologia é particularmente vantajosa em estudos que envolvem
uma ampla gama de analises, como residuos de agrotoxicos em matrizes alimentares,
onde o custo acumulado de padrées pode ser um fator limitante para uma previsao
econdmica.

Os valores dos padrbes analiticos utilizados nesta comparacao foram obtidos
diretamente do catalogo da Sigma Aldrich® em 7 de dezembro de 2024. No entanto,
vale destacar que os custos relacionados ao preparo das amostras, ao consumo de
reagentes e a depreciacdo do sistema instrumental ndo foram considerados. A
inclusdo desses aspectos poderia fornecer uma estimativa ainda mais completa do
impacto financeiro da metodologia de triagem, comparada as abordagens
convencionais.

A analise multirresiduos ndo so6 reduz custos com padrées analiticos, mas
também potencializa a rentabilidade ao permitir a analise de um nimero muito maior
de compostos com um conjunto reduzido de padrdes. Essa abordagem, ao otimizar o
uso dos recursos laboratoriais e reduzir o tempo de preparacao e processamento das

amostras, resulta em um aumento significativo na eficiéncia operacional e no lucro
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gerado pelo laboratério. Portanto, apesar do esforco inicial para a criacdo de uma base
de dados personalizada, os beneficios dessa estratégia sédo claros, ndo apenas em
termos de reducao de custos, mas também na ampliacdo da capacidade analitica e

na aceleragdo dos processos, valorizando a técnica de andlise multirresiduos.

Tabela 3- Compostos suspeitos descartados durante a Triagem

Composto CAS Quantidade Valor
DEET 134-62-3 250 mg R$ 345,00
Carbofuram 1563-66-2 100 mg R$ 1.289,00
Aldicarb 1646-87-3 100 mg R$ 1.263,00
Sulféxido
Flupiradifurone 951659-40-8 50 mg R$ 1.371,00
Aldicarb 116-06-3 50 mg R$ 1.075,00
Atrazina 1912-24-9 50 mg R$ 693,00
Fentoato 07/03/2597 100 mg R$ 667,00
Trifloxistrobina 141517-21-7 100 mg R$ 1.141,00
Fention Sulféxido 3761-41-9 50 mg R$ 963,00
Trifluralin 1582-09-8 50 mg R$ 830,00
Etiofencarb 53380-23-7 10 mg R$ 1.410,00
Sulfone
Fenpropimorf 67564-91-4 100 mg R$ 1.227,00
Pirimicarb 23103-98-2 100 mg R$ 1.028,00
Carbarril 63-25-2 50 mg R$ 773,00
Total R$14.635,00

Fonte: autoria propria (2024)
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a eficacia e a relevancia do método de triagem
non-targeted aplicado a andlise de residuos de agrotdxicos em abobrinhas cultivadas
em sistemas organicos e convencionais. A utilizacdo da espectrometria de massas de
alta resolucdo, aliada aos softwares DataAnalys e TargetAnalysis, permitiu a
identificacdo de compostos suspeitos sem a necessidade inicial de padrées analiticos.
Essa abordagem possibilitou o estabelecimento de um protocolo robusto, ampliando
a capacidade de analise qualitativa e contribuindo para o monitoramento de
contaminantes em alimentos.

A criacdo de uma base de dados personalizada, contendo informac¢ées como
massas exatas, tempos de retencdo e ions fragmentos, foi essencial para a
automatizacdo e a organizacdo do processo de triagem. Essa metodologia resultou
na identificacdo de compostos como Imidacloprido, tebuconazol, tiametoxam e
azoxistrobina, destacando-se como uma ferramenta promissora para investigacoes
preliminares em alimentos de origem vegetal.

O método desenvolvido apresentou vantagens significativas em termos de
custo e tempo, especialmente em comparacdo com estratégias que dependem
exclusivamente de padrBes analiticos. Além disso, ele provou ser expansivel e
adaptavel, permitindo a inclusdo de novos compostos e configuracdes analiticas, o
que o torna aplicavel a uma ampla gama de estudos futuros.

Por fim, o trabalho reafirma a importancia da triagem de suspeitos como etapa
preliminar essencial para caracterizacbes qualitativas, servindo como base para o

desenvolvimento e aplicacdo subsequente de métodos quantitativos.
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APENDICE A — CROMATOGRAMAS EXTRAIDOS DAS AMOSTRAS
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ANEXO A — ESPECTRO DE MASSAS DO MASSBANK
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