UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CAMPUS DE CASCAVEL
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA AGRICOLA
MESTRADO

IMIDACLOPRIDO E FIPRONIL EM MEL COMERCIAL DE Apis mellifera

CASCAVEL

2021



KARINE MEDINA ROSA

IMIDACLOPRIDO E FIPRONIL EM MEL COMERCIAL DE Apis mellifera

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Engenharia Agricola - Mestrado,
da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE/Campus Cascavel, como requisito
parcial para obtencao do titulo de mestre.

Area de concentracdo: Recursos Hidricos e
Saneamento Ambiental.

Orientador: Prof. Dr. Silvio César Sampaio

CASCAVEL

2021



Medina Rosa, Karine
Mi Imidacloprido e fipronil em mel comercial de
Apis mellifera / Karine Medina Rosa; orientador
Silvio César Sampaioc. -- Cascawvel, 2021.
80 p.

Dissertacdo (Mestrado Académico Campus de
Cascavel) -- Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoloégicas,
Programa de Pos-Graduacdoc em Engenharia Agricola,

1. . I. Sampaio, Silvio César, orient. II.
Titulo.

2021

Revisor: Prof. Dr. José Carlos da Costa
Data de reviséo de portugués: 28 de junho de 2021
Data de revisdo de inglés: 28 de junho de 2021

Data de revisdo das normas de monografias do PGEAGRI: 28 de junho de 2021




KARINE MEDINA ROSA

IMIDACLOPRIDO E FIPRONIL EM MEL COMERCIAL DE APIS MELLIFERA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo em Engenharia Agricola -
Mestrado, da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE/Campus Cascavel,
como requisito parcial para obtencdo do titulo de mestre. Area de concentra¢do: Recursos
Hidricos e Saneamento Ambiental.

COMISSAO EXAMINADORA

/ ]F —7 =

Prof. Dr. Silvio César Sampaio

Universidade Estadual de Oeste do Parana, Campus Cascavel

M

1]
<

Prof. Dr. Marcus Metri éorrea
Universidade Federal Rural de Pernambuco

[/ /T" "

Prof. Dr. Ralpho Rinaldo dos Reis
Universidade Estadual de Oeste do Parana, Campus Cascavel

Cascavel, 16 de julho de 2021.



BIOGRAFIA

Nascida em 6 de setembro de 1986, natural de Cascavel — PR. Possui graduacdo em
Nutricdo, pelo Centro Universitario Assis Gurgacz, no periodo de 2008 a 2011 e Poés-
Graduacdo, MBA em Gastronomia, pelo Centro Universitario Assis Gurgacz, no periodo de
2015 a 2016. Ingressou como mestranda no primeiro semestre de 2019 no Programa de
Pés-graduacdo em Engenharia Agricola (PGEAGRI) da Universidade Estadual do Oeste
Parana, sob orientagcdo do Professor Dr. Silvio César Sampaio, com pesquisa voltada a
deteccgdo e quantificagdo dos defensivos agricolas imidacloprido e fipronil em mel comercial
de Apis melifera, por meio de analise de produtos comercializadas em supermercados e
lojas de produtos naturais.



“Se as abelhas

desaparecerem da face daterra, a
humanidade tera apenas mais
guatro anos de existéncia. Sem
abelhas ndo hé polinizagéo, ndo ha
reproducédo da flora, sem flora ndo
ha animais, sem animais

néo havera raca humana”.

Albert Einstein



Dedico primeiramente a Deus e minha

familia em especial minha irm& Danielle.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por me dar forga, animo e disposi¢cdo durante esse trajeto. Minha
familia, meu orientador professor Dr. Silvio, aos técnicos de laboratério Euro e Edison que
sempre foram solicitos em todas as necessidades, aos meus colegas de classe Luana e
Jamerson pela parceria nas apresentacdes de trabalhos, ao Marcelo que sempre esclareceu
minhas davidas, agradecimento especial para minhas companheiras de pesquisa Cris e Kat,
pois com muita unido trilhamos uma etapa importante de nossas vidas, aos membros da
banca por compartilharem seus conhecimentos contribuindo para o aprimoramento deste
trabalho. A CAPES pelo fornecimento da bolsa, a toda equipe do programa PGEAGRI, em
especial a coordenadora Monica sempre prestativa e solicita, aos professores do programa,
a UNIOESTE, e, por fim a todos que de alguma forma contribuiram para realizacdo deste

trabalho.



IMIDACLOPRIDO E FIPRONIL EM MEL DE Apis mellifera

RESUMO

Os defensivos agricolas desempenham um papel importante na qualidade da colheita e
protecdo dos alimentos, proporcionando beneficios para o aumento da producéo e reducao
de pragas. Porém, quando atingem além do alvo desejado, as consequéncias sdao danos
causados aos ecossistemas. A contaminacdo das abelhas por defensivos ocorre durante a
coleta de néctar e pélen através de visitas a flores contaminadas e particulas suspensas no
ar. Por esse motivo, abelhas e seu principal produto, o mel, podem ser ferramentas de
monitoramento ambiental. As abelhas encontram-se em processo de desaparecimento, em
varias partes do mundo, o que deixa a seguranca alimentar ameacada. Por essa razao, foi
estabelecido como objetivo deste trabalho extrair e quantificar os defensivos agricolas
imidacloprido e fipronil em méis organicos e convencionais, comercializados em
supermercados e lojas de produtos naturais e comparar os resultados encontrados com 0s
limites maximos de residuos estabelecidos pela legislagdo. As amostras de mel foram
analisadas no Laboratério de Analises Agroambientais da Unioeste, sendo quatro de mel
organico e quatro convencional. A extracéo foi realizada utilizando cartuchos SPE C18 em
um minifold. A eluicdo dos analitos foi realizada em TurboVap® LV. Os analitos foram
ressuspendidos em metanol e transferidos para vials de cromatografia. A determinacédo de
imidacloprido foi por HPLC e fipronil por CG-ECD. A fim de atestar a confiabilidade do
método, foram estudados alguns parametros de validacéo: seletividade, linearidade, limites de
deteccdo, limites de quantificacdo e recuperacdo. Os resultados encontrados nos parametros
de validagéo foram satisfatorios. Trés amostras apresentarm contaminagdo por imidacloprido,
sendo duas amostras de mel organico e uma de mel convencional, com concentragdes entre
0,45 yg mlI™ a 4,55 yg ml™, ja o fipronil foi detectado em sete das oito amostras, sendo trés
de mel organico e quatro de mel convencional, com concentrag¢des entre 0,04 uyg mi™ a 0,14
Mg ml™, todas acima dos LMR determinado pela FAO e UE. O mel organico apresentou
contaminacdo maior que o convencional. Por esse motivo, sugere-se que sejam
implementadas mais pesquisas voltadas para a analise de alimentos organicos, a fim de
garantir mais seguranca aos consumidores que adquirem esses produtos. Por fim,
recomenda-se as autoridades um trabalho de conscientizacdo dos agricultores, alertando
sobre o desaparecimento das abelhas em todo mundo e a importancia delas para a
atividade agricola e orientar sobre a necessidade do bom senso durante a aplicacdo de
defensivos.

Palavras-chave: Seguranca alimentar; apicultura; neonicotinéide; pirazol.
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IMIDACLOPRID AND FIPRONIL IN Apis mellifera HONEY

ABSTRACT

The utilization of agricultural pesticides plays an important role in the quality of the crop and
food protection, providing benefits for increasing productivity and reducing pests. However,
when they hit beyond the desired target, the consequences are damage caused to
ecosystems. The contamination of bees by pesticides occurs during the collection of nectar
and pollen through visits to contaminated flowers and airborne particles. For this reason,
both the bees and honey, their main product, can be environmental monitoring tools. Bees
are in the process of disappearing in various parts of the world, which results in the menace
of food security. Therefore, it was established as the objective of this thesis the extraction
and quantification of pesticides Imidacloprid and Fipronil in organic and conventional honeys,
commercialized in supermarkets and health food shops, as well as the comparison of the
results found with the maximum residue limits established by legislation. The honey samples
were analyzed in the Laboratory of Agro-Environmental Analyses of the Western Parana
State University (Unioeste), with four of the samples being organic honey and the other four,
conventional honey. Extraction was achieved by using SPE C18 cartridges in a minifold.
Analyte elution was performed in TurboVap® LV. Analytes were resuspended in methanol
and transferred to chromatography vials. The determination of imidacloprid was by HPLC
and fipronil by CG-ECD. In order to attest the reliability of the method, some validation
parameters were investigated: selectivity, linearity, detection limits, quantification and
recovery limits. The results found in the validation parameters were satisfactory. Three
samples were contaminated by imidacloprid, two of them being organic honey and one,
conventional honey, with concentrations ranging from 0.45 pg ml™ to 4.55 ug ml*, whereas
fipronil was detected in seven of the eight samples, three of which were organic honey and
four of conventional honey, with concentrations ranging from 0.04 pg mi™ to 0.14 pug mi™, all
above the LMRs determined by FAO and EU. Organic honey showed greater contamination
than the conventional one. For this reason, it is suggested that more research aimed at the
analysis of organic foods be implemented, in order to ensure more safety for consumers who
purchase these products. Ultimately, it is recommended that the authorities work to raise
awareness among farmers, warning them about the disappearance of bees around the world
and their importance for agricultural activity, as well as to provide guidance on the need for
common sense when applying pesticides.

Keywords: Food security; apiculture; neonicotinoid; pyrazole.
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1 INTRODUCAO

O aumento populacional tem gerado uma demanda crescente por alimentos
pressionando a producdo agricola. Dessa forma, o uso de defensivos passou a ser mais
frequente e necessario no mundo e o Brasil aparece em destaque neste cenario
(BENEVIDES; MARINHO, 2015). Os defensivos agricolas desempenham um papel
importante na qualidade da colheita e na prote¢do dos alimentos, proporcionando beneficios
para o aumento da producéo e reducdo de pragas. Porém, quando ndo atingem apenas o
alvo, a consequéncia sdo danos causados aos ecossistemas, ja que os defensivos e seus
produtos de degradacdo se espalham pelo ambiente e contaminam as matrizes de agua,
solo e atmosfera (PALMA et al., 2014).

Embora sejam necesséarios para atender a demanda populacional por alimentos,
deve-se considerar que outros organismos podem ser prejudicados. Essa preocupacado é
importante quando se leva em consideracdo que 35% da producdo agricola mundial
depende de polinizadores (GONALONS; FARINA, 2018). A contaminacdo das abelhas,
geralmente, ocorre durante a coleta de néctar e pdlen. Os defensivos podem causar a morte
e alteracg@es fisiolégicas como, por exemplo, a diminuicdo da longevidade ocasionada pela
exposicao a baixas doses desses compostos (SILVA; MELO; BLANCO, 2016).

Uma mudanca recente na agricultura tem sido o desenvolvimento e a implantagéao
extensiva de defensivos neonicotindides e pirazol que substituem muitos dos mais antigos
(BOVI; ZALUSKI; ORSI, 2018). No Brasil, os inseticidas imidacloprido (classe
neonicotinoide) e fipronil (classe pirazol) tém autorizacéo para comercializacdo em diversas
formulacdes e para controlar pragas na cana-de-acUcar, algodado, arroz, feijdo, milho,
cevada, soja e trigo, além de diversas outras culturas (LUNARDI; ZALUSKI; ORSI, 2017). O
uso desses defensivos cobre quatro dominios principais: protecdo de plantas e plantas
ornamentais contra insetos e &caros herbivoros, controle de pragas urbanas e aplicacdes
veterinarias. Os imidacloprido e fipronil s&o inseticidas com propriedades sistémicas
(DELSO et al.,, 2015), ou seja, esses compostos e seus metabdlitos apdés a absorcao
circulam pelos tecidos da planta, principalmente via transporte do xilema, e fornecem um
periodo de protecdo contra varios insetos que se alimentam de seiva (BONMATIN et al.,
2015).

A apicultura é uma atividade agropecuaria que atende aos trés requisitos da
sustentabilidade: o econémico, o social e o ecolégico. O econémico é o gerador de renda

para os produtores; o social intensifica a ocupagcdo de mao de obra familiar no campo, com



diminuicdo do éxodo rural; o ecoldgico refere-se a polinizacdo de espécies nativas e
cultivadas e a conservagdo da vegetagcdo, uma vez que ndo € necessario desmatar para
criar abelhas (PAULA et al., 2016). O mel é um produto natural amplamente utilizado para
fins nutricionais e terapéuticos. Como qualquer outro alimento, é propenso a varios tipos de
contaminacdo e deve estar livre de produtos quimicos e seguro para consumo humano
(OLIVEIRA et al., 2016). As abelhas e seus produtos, incluindo mel, cera e pélen, séo
considerados indicadores potenciais para espelhar a contaminacdo do ambiente e,
frequentemente, sdo usados como um meio sélido para o monitoramento ambiental
(MALHAT et al., 2015). O mel organico também pode ser utilizado como indicador de
contaminacdo ambiental (CHIESA et al., 2016).

Estudos sobre defensivos agricolas em mel ja foram realizados em varias partes do
mundo. Estudos realizados em colmeias localizadas a 30 km da cidade de Saskatoon,
Saskatchewan, Canada, avaliaram a presenca de neonicotindides e seus produtos de
degradacdo em amostras mel, polen e abelhas, em que foi detectado imidacloprido em 30%
das amostras de mel (CODLINGA et al., 2016). Ainda em estudos com 0s neonicotinoides,
especificamente clotianidina, thiamethoxam e imidacloprido em mel coletado em uma
variedade de locais na Inglaterra, foi detectada a presenca de clotianidina e tiametoxam
(JONES; TURNBULL, 2016). Em analise de amostras de mel, abelhas, favo de mel e
propolis de colmeias despovoadas do Uruguai, foi detectado imidacloprido em trés favos de
mel e em duas amostras de prépolis, em niveis acima do limite de quantificagdo (LOQ);
também foi detectado clorpirifés, cipermetrina, fipronil, endossulfdo e coumafos (PAREJA et
al., 2011).

Em pesquisa realizada no Brasil, com o objetivo de determinar as concentragdes dos
defensivos em abelhas mortas com suspeita de envenenamento, foi detectada
contaminagao em 100% das amostras coletadas. A maior frequéncia de residuo encontrado
foi fipronil, com 68,4%. Essa substancia € apontada pelos pesquisadores como a principal
causa de envenenamento das abelhas. Também foram encontrados residuos de
tiametoxam (42,1%), imidacloprido (28,9%), acetamipride (5,3%), nitenpiram (5,3%) e
tiaclopride (2,6%), entre outros (CASTILHOS, 2018).

O Brasil produz anualmente mais de 370 milhfes de toneladas de alimentos e
contribui com 21,1% do PIB e 20% da forca de trabalho (EMBRAPA, 2019), para isso, utiliza
54 milhdes de toneladas de defensivos agricolas (VALADARES; ALVES; GALIZA, 2020).
Tendo em vista a importancia que a agricultura representa ao Brasil e que existem poucos
estudos sobre defensivos em méis comercializados, principalmente o organico, este trabalho
visa avaliar esses produtos a fim de identificar possivel contaminag¢édo por defensivos que

possa comprometer a seguranca alimentar.



2 OBJETIVOS

2.1 objetivo geral

e Detectar a presenca de defensivos agricolas da classe neonicotindide e pirazol

utilizando como indicador mel da abelha Apis mellifera.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair e quantificar imidacloprido (classe neonicotindide) e fipronil (classe pirazol)
por meio da analise cromatografica de méis, convencionais e organicos,
comercializados em supermercados e lojas de produtos naturais;

e Comparar os resultados encontrados com os limites méaximos de residuos (LMR)

estabelecidos pela legislagao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Abelhas: Apis mellifera

Apis mellifera € um inseto pertencente a ordem dos himendpteros e a familia dos
apideos. E a espécie de maior participacdo na polinizacdo, com grande interesse na
agricultura (SOUZA; RUVOLO-TAKASUSUKI, 2019). As abelhas, de forma geral, séo
consideradas elementos de extrema importancia para a manutencdo da vida no planeta.
Acredita-se que 0 surgimento e a propagacdo das abelhas estdo relacionados com o
aparecimento das angiospermas. A sua biodiversidade no mundo é muito grande, sendo
conhecidas cerca de 20.000 espécies (CAIRES; BARCELOS, 2017). No Brasil, todas as
abelhas encontradas na natureza s&o mesticas (polihibrido chamado de abelha
africanizada) entre as ragas europeias e a africana (SEBRAE, 2009).

As abelhas, da mesma forma que as formigas e as vespas, sdo consideradas insetos
sociais, ou seja, vivem em comunidade e dividem as tarefas para a sobrevivéncia da
colénia. Elas vivem em enxames que podem estar localizados dentro de ocos de arvores,
pendurados em galhos, em buracos no chdo ou em pedras, cupinzeiros ou ainda instalados
nos telhados de residéncias. Na criacdo comercial de abelhas, o costume é recolher os
enxames e aloja-los em caixas apropriadas chamadas colmeias (EMBRAPA, 2007). Sendo
um inseto social avancado, a abelha vive em grandes sociedades, apresentando uma
organizacdo complexa que depende de individuos cooperativos e motivados de maneira
altruista. A colénia consiste em milhares de trabalhadoras estéreis que realizam todas as
tarefas necessarias para apoiar a reproducdo da rainha. O grupo permanece coeso ao
distinguir companheiros de ninho de n&o-ninhos, evidenciado pelas abelhas da guarda na
entrada da colénia, que impedem os ndo-ninhos de entrar (HEWLETT, WAREHAM,;
BARRON, 2018). A comunicacdo entre as espécies de abelhas do género Apis envolve
sons, dancgas ou animacdes ritmicas, que séo utilizados para localizar os alimentos, abrigos,
presenca de predadores, atragdo sexual, agregagdo, abandono ou enxameacédo da coldnia
(SA etal., 2018).

Nas colbnias, as abelhas possuem diferentes funcgdes, que visam sempre a
sobrevivéncia e manutencdo do enxame. Enxame, colénia ou familia é o conjunto de
abelhas que contém uma rainha, diversas operérias (5.000 a 100.000) e zangdes (0 a 400).
O numero de abelhas nos enxames depende das condi¢gbes do ambiente e da existéncia de

alimento. Ha enxames fortes, com grande numero de abelhas, e enxames fracos, com



poucas abelhas (SEBRAE, 2009). O tempo de vida adulta da rainha varia de trés a quatro
anos e sua atribuicdo basica € a reproducéo e crescimento da coldnia pela postura de ovos,
a qual atinge até 1500 ovos por dia. As operarias sdo fémeas com atividade reprodutiva
inibida e vivem como individuo adulto por cerca de 30 a 45 dias no verdo e de 90 a 120 dias
no inverno. Elas realizam todas as atividades para manter a colbnia, em atribuicbes que
variam de acordo com a idade, como alimentacdo das crias, polinizacéo, transformacéo de
néctar em mel etc. Os zangdes sdo machos plenamente desenvolvidos, mas sem estrutura
fisica para o trabalho na colbénia. Alcancam a fase adulta em 23 a 24 dias e vivem por 2 a
3 meses, caso nao fecundem nenhuma rainha. A atribuicdo basica do zangdo € o
acasalamento com uma rainha, fecundando-a em pleno voo e morrendo em seguida, em
decorréncia da perda do aparelho genital durante o acasalamento (WOLFF; REIS; SANTOS,
2008).

O género Apis sdo as abelhas sociais mais utilizadas comercialmente, sendo
classificadas em sete espécies diferentes: Apis florea, A. andreniformes, A. dorsata, A.
cerana, A. mellifera, A. laboriosa e A. koschevnikov. Sabe-se, por meio de provas
arqueologicas, que existem no mundo ha cerca de 42 milh6es de anos, junto com o
desenvolvimento das flores. Desde entdo, esses dois grupos bioldégicos mantém intensa
relacdo de dependéncia reciproca (simbiose): a abelha encontra nas flores o néctar e o
pélen indispensaveis a sua sobrevivéncia; por sua vez, uma parte do pélen adere ao seu
corpo e é transportada para longe, onde ird fecundar outra flor (DOMINGOS et al., 2016).

Diversas caracteristicas bioldgicas propiciam um alto desempenho a abelha mellifera
como coletora de alimentos e como polinizadora de varias espécies de plantas cultivadas e
nativas. Seu aparelho bucal de, aproximadamente, 7 mm de comprimento permite a coleta
do néctar de flores que para muitos outros insetos esta inacessivel. Sua vesicula mellifera,
inserida no tubo digestivo como um baldo que se dilata, torna mais eficiente cada viagem de
coleta, com uma capacidade de transporte de 40 a 50 mg de néctar por abelha. Sua
estrutura coletora de polen € altamente especializada, contendo escovas, prensas e
corbiculas nas duas pernas traseiras e pentes nas demais. Dessa forma, a abelha
providencia a varredura e remocao dos pequenos graos de polen acumulados nos pelos do
seu corpo, procedendo a sua compactagcdo e acumulo para o transporte com seguranca até
a colbnia (WOLFF; REIS; SANTOS, 2008).

O corpo da Apis mellifera é divido em cabeca, térax e abdome. Na cabecga, estdo os
olhos compostos e ocelos; as antenas e cavidades olfativas, mais desenvolvidas no macho
do que na rainha e operarias, devido a necessidade de perceber o odor da rainha durante o
voo. No térax, destacam-se as estruturas locomotoras, adaptadas para o transporte de
pélen, manipulacdo da cera, manipulacdo da propolis e limpeza do corpo, além das asas

gue possibilitam o voo, o sistema respiratério e parte do digestivo. No abdome, estdo os



orgdos do aparelho digestivo, circulatério, reprodutor, excretor, 6rgdos de defesa e
glandulas produtoras de cera (SOUZA; RUVOLO-TAKASUSUKI, 2019). As mandibulas séo
estruturas fortes, utilizadas para cortar e manipular cera, prépolis e polen. A lingua ou glossa
€ uma peca bastante flexivel, coberta de pelos utilizada na coleta e transferéncia de
alimento, na desidratacdo do néctar e na evaporacdo da agua quando se torna necessario
controlar a temperatura da coldnia. As glandulas mandibulares e hipofaringeas compdem o
sistema salivar (DOMINGOS et al., 2016).

Quando o enxame se instala em determinado local, as abelhas produzem cera para
a construcdo de favos. Os favos servem para armazenar o alimento e para o
desenvolvimento das crias. Os favos sdo moldados pelas operarias de forma a possuirem
pequenos compartimentos de seis lados, chamados alvéolos, nos quais fica estocado o
alimento (mel e pdélen) e onde a rainha deposita 0s ovos e as crias se desenvolvem até a
transformacdo em abelhas adultas (SEBRAE, 2009). Além das abelhas melliferas adultas,
também as larvas se alimentam de pdlen e néctar. Para sobreviverem aos periodos de
escassez desses recursos na natureza, as abelhas ao longo dos milénios de evolugéo
desenvolveram a caracteristica de estocar alimentos muito além de suas necessidades
imediatas. Isso conduz a uma atividade de armazenagem vinculada a polinizacdo, nas
épocas de florescimento das espécies vegetais. Dessa atividade de estocagem, a
humanidade também se beneficia utilizando uma parte de suas reservas (WOLFF; REIS;
SANTOS, 2008).

Apesar de toda importancia que as abelhas representam, elas se encontram em
processo de desaparecimento em varias partes do mundo. Esse grande declinio
populacional é conhecido mundialmente como Distirbio do Colapso das Abelhas (Colony
Collapse Disorder - CCD). A perda de colbnias de abelhas sempre existiu, desde o inicio da
apicultura moderna, no entanto, em 2006 esse fenbmeno atingiu grandes dimensoes,
atraindo a atencgdo publica e aumentando o interesse entre a comunidade cientifica. Varios
anos de estudos revelaram que essa sindrome ndo esta relacionada a um agente causal
especifico, pois sua origem € multifatorial. Dentre os diversos fatores relacionados a esse
declinio, podemos citar como sendo 0s principais: doengas, parasitismo, desnutricdo,
defensivos agricolas, fatores antropicos, mudancgas climaticas, insuficiéncia da rainha devido
a baixa variabilidade genética (CAIRES; BARCELOS, 2017) e o desmatamento, que €
considerado o principal fator relacionado a extincdo de espécies (ROSA et al., 2019). Os
sintomas da CCD sdo a répida perda de abelhas operarias, evidenciada pelo
enfraguecimento ou morte da colénia com excesso de crias em compara¢cdo ao numero de
abelhas adultas, abelhas adultas mortas dentro ou fora da colmeia (PIRES et al., 2016), uso
dos novos inseticidas neonicotindides e fipronil, um novo tipo do virus Nosema, problemas

com a variabilidade genética e selecdo das abelhas, mudancas no acaro Varroa destructor,



falta de alimentos adequados, fungicidas que afetam a comida das abelhas e sistemas de
manejo intensivo das colmeias (IBAMA, 2015).

Uma série de pesquisadores, nacionais e internacionais, buscam informacdes sobre
a perda das abelhas (FREITAS et al., 2017). Até o inicio dos anos 2000, ndo havia registros
na literatura sobre a perda de col6nias de Apis mellifera no Brasil, com excecdo de perdas
ocorridas em virtude de indisponibilidade de recursos naturais e manejo inadequado. A partir
de 2007, é possivel constatar o uso de termos como “declinio” e “colapso” de colbnias no
pais, em congressos, jornais, revistas e portais digitais, em que se procura estabelecer
semelhangas com o fendbmeno da CCD identificado nos Estados Unidos. Em 2010, foi
levantada a possibilidade de ocorréncia de CCD em abelhas africanizadas no municipio de
Altinépolis, no estado de Sdo Paulo, com caracteristicas semelhantes as descritas pelos
pesquisadores americanos, todavia, sem causas estabelecidas. Igualmente, sem definicdo
de causas, foi constatada a presenca de crias amareladas, amarronzadas e com aparéncia
andmala, ou seja, abdome retraido e ressecado. Embora os apiarios estudados estivessem
em area de plantio de cana-de-agucar e eucalipto, com consideravel uso de neonicotindides
e fipronil e tenha sido constatada a presenca de Varroa destructor e de diversos patégenos,
entre os quais virus e o fungo Nosema ceranae, ndo foi possivel concluir qual seria a causa
ou causas de tais colapsos (PIRES et al., 2016).

Nos Estados Unidos a perda anual ultrapassa os 30%. Essa perda, acelerada nos
ultimos anos, tem deixado apicultores e pesquisadores espantados (FREITAS et al., 2017).
No Brasil, a situacdo é preocupante, pois, cerca de um terco do territério nacional ja foi
convertido para a producdo agricola, o que tem levado a perda de grandes areas de
vegetacdo natural. Porém, os possiveis impactos da fragmentacdo de habitats sobre as
comunidades de abelhas, associados as praticas agricolas, ndo tém sido devidamente
avaliados (PIRES et al., 2016).

Uma investigacao realizada pela Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parang, no
municipio de Turvo, revelou a morte de abelhas por envenenamento, em cerca de 40 caixas
pertencentes a apicultores da regido (ADAPAR, 2020). Ao inspecionar 0s apiarios, 0s
apicultores encontraram abelhas desorientadas e sem reacdo e outras mortas dentro e fora
das caixas. Fiscais da ADAPAR foram ao local para realizar coletas e iniciar a investigagao.
O laudo técnico do Instituto de Tecnologia do Parand (TECPAR) apontou o agrotéxico
fipronil nas amostras coletadas de abelhas mortas, abelhas vivas, favos e em plantas de
nabo forrageiro, utilizado como cobertura de inverno em uma &rea proxima aos apiarios.

As abelhas sé@o de particular interesse, pois entram em contato com varios poluentes
durante a atividade de forrageamento, tornando-se um agente perfeito em estudos e
bioensaios para o monitoramento da toxicidade de metais pesados e defensivos, tanto em

areas urbanas como em éareas rurais (ROSA et al., 2019). Dessa forma, as abelhas



melliferas e seu principal produto: o mel podem ser ferramentas de monitoramento
ambiental. Durante o0 voo, esses insetos registram valiosas informacdes sobre o meio
ambiente em que circulam. Numerosas particulas de produtos quimicos e substancias
téxicas suspensas no ar ficam aderidas aos pelos superficiais de seu corpo, retidas em seu
sistema respiratério ou armazenadas em sua vesicula mellifera e no pélen que coletaram
(WOLFF; REIS; SANTOS, 2008). Com base na extensa &rea forrageada pelas abelhas e
considerando que a producédo de 1 kg de mel requer mais de 100.000 voos forrageiros,
ambos, abelhas e mel podem ser amostras altamente representativas dos niveis médios de

poluentes disponiveis no ambiente da area de forrageamento (LATORRE et al., 2017).

3.2  Atividade apicola

A apicultura promove o0 desenvolvimento regional e se apresenta como uma
atividade essencialmente ecologica, comprovadamente rentavel e sustentavel. E uma
atividade econémica que garante importante fonte de renda para a populagéo rural, além de
ser de facil manutencdo e baixo custo inicial, em relagdo as demais atividades
agropecuarias. Ainda, oferece diversos produtos e servicos, como: mel, prépolis, cera,
geleia real, apitoxina, coleta de pdlen, criacdo de rainhas, producdo de enxames e
polinizag&o dirigida (LOURENCO; CABRAL, 2016). E uma das poucas atividades agricolas
gue causa baixo impacto ambiental, e proporciona um rapido retorno do capital investido
(FREITAS et al., 2017).

A apicultura no Brasil pode ser desenvolvida em praticamente todas as regides,
devido a flora diversificada, extenséao territorial e variabilidade climatica, o que favorece a
producdo do mel ao longo do ano. A cadeia produtiva da apicultura proporciona a geragao
de inumeros postos de trabalhos, empregos diretos e indiretos, fluxo de renda,
principalmente no ambiente da agricultura familiar, determinando a melhoria da qualidade de
vida e a fixacdo do homem no meio rural. E uma atividade que ndo depende de extensas
areas de terra, proporcionando ao apicultor, flexibilidade de horéario, ndo exigindo técnicas
especializadas, podendo ser consorciada com outras atividades sem danos a atividade
principal da propriedade. No Brasil, a cadeia produtiva € composta por mais de 300 mil
apicultores e centenas de unidades de processamento de mel, juntos empregam cerca de
500 mil pessoas (TOMAZINI; GROSSI, 2019). Portanto, € uma atividade agricola que
fornece renda no campo e contribui para a balanga comercial, em relagdo a exportagdo de
alimentos e demais produtos das colmeias (CERQUEIRA; FIGUEIREDO, 2017).



Mesmo com o0 avanc¢o do setor apicola, a participacao do Brasil na produ¢do mundial
ainda é baixa. 139 paises desenvolvem atividades apicolas, dentre os principais,
destacam-se, em ordem decrescente: China, com 26,4% da produgdo mundial, Turquia
com 5,8%, Ucrania com 4,3%, Estados Unidos com 4,1%, india e Russia com 3,7% cada,
Argentina com 3,6%, México com 3,5%, Etiopia com 3,3% e Ird com 2,9%. Em 2000, o
Brasil participou com 1,7%, em 2005 com 2,37% e em 2011 com 2,5% do total de mel
produzido, ocupando o 11° lugar no ranking mundial. (PAULA et al., 2016).

De acordo com o ultimo Censo Agropecuario, realizado em 2017, a producdo de mel
no Brasil chegou a 41 milhdes de kg nesse mesmo ano, ante 35 os milhBes de kg
alcancados em 2013. A regido Sul é a maior produtora, com cerca de 40% do total, seguida
pelo Nordeste com cerca de 30% do total e 0 Sudeste com 5%. As regides Centro-Oeste e
Norte respondem por um baixo percentual da producdo nacional. O maior produtor de mel
do Brasil é o Rio Grande do Sul, seguido pelo Parana. A apicultura paranaense é praticada
principalmente por pequenos produtores, empregando baixa tecnologia. A atividade é pouco
especializada e a producgédo varia bastante em funcéo de condi¢des climéticas, como chuvas
e geadas, e pelo uso de defensivos agricolas, que tem resultado em perdas para a
atividade. O Censo de 2017 identificou que havia 12.491 produtores no estado, com 20,9
colmeias cada e produtividade de 14,4 kg/colmeia/ano (NUNES; HEINDRICKSON, 2019). A
producao apicola do estado do Parana é de grande importancia em relacédo a producao de
mel devido ao clima subtropical imido e a sua extensa cobertura de florestas tropicais,
que fornecem caracteristicas especiais ao mel produzido no estado (ANDRADE et al.,
2014b).

No Brasil, ndo existe uma legislacdo especifica para producdo de mel organico. O
Decreto N° 6.323, de 27 de dezembro de 2007, regulamenta a Lei no 10.831, de 23 de
dezembro de 2003, que dispde sobre a agricultura organica, em que estdo descritas as
normas disciplinares para a producao, tipificacdo, processamento, envase, distribuicéo,
identificacdo e certificagdo da qualidade dos produtos organicos, sejam de origem animal ou
vegetal. A Instrugdo Normativa n® 17, de 18 de junho de 2014, do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, que altera diversos arts. da Instrucdo Normativa n° 46, de 6 de
outubro de 2011. De acordo com a referida instrucdo, o uso de imidacloprido e fiponil ndo é
regulamentado para a agricultura organica (BRASIL, 2104). O capitulo 1l da Instrucéo
Normativa n° 46, de 6 de outubro de 2011, do MAPA, regulamenta os sistemas produtivos e
as préticas de manejo organico de abelhas melliferas (BRASIL, 2011).

De acordo com a Associacao Brasileira de Estudo das Abelhas, o mel organico é
produzido segundo normas especificas que o qualificam como produto isento de
contaminacfes quimicas e biolégicas indesejaveis (A.B.E.L.H.A, 2021). Para produzir mel

gue possa receber o titulo de organico, o apicultor deve passar por um processo de
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certificacdo. Isso € feito por algumas empresas que enviam inspetores que analisam
tecnicamente as condi¢cdes do apiario e sugerem adequacgdes para a conversdo do apiario
convencional em organico. Atendidas as exigéncias e apdés um periodo de caréncia, a
empresa certifica o apiario. Essa certificacdo da ao apicultor o direito de usar um selo
especial no seu produto, identificando-o como orgénico perante os consumidores. Entre os
critérios exigidos, esté a proibicdo de lavouras de manejo convencional num raio minimo de
3 km do apiario. Para a manutencdo do certificado, as inspec¢des séo repetidas
frequentemente.

A Comissdo Europeia € muito restritiva no que diz respeito a produgcdo de mel
organico em termos de origem das abelhas, localizacdo dos apiarios, alimentacgéo,
prevencdo de doencas e tratamentos veterinarios. Em particular, estabelece que as plantas
que podem ser forrageadas por abelhas, sejam bioldgicas ou espontaneas, devem estar a
pelo menos 3 km de qualquer fonte de poluicdo e de qualquer fonte de producdo nédo
agricola, podendo ocasionar contamina¢cdo, como areas industriais, centros urbanos ou
autoestradas. Normalmente, os apicultores administravam inseticidas, fungicidas e
acaricidas para controlar algumas infestagbes, como Varroa destructor, Acarapis woodi e
larvas de Paenibacillus. De acordo com o Regulamento do Conselho da Comisséao Européia
1804/1999, é proibida a utilizacdo de medicamentos alopaticos sintetizados quimicamente
para tratamentos preventivos na apicultura organica (CHIESA et al., 2016).

Existe um mercado consideravel para os produtos apicolas, que podem ser utilizados
como alimentos ou como aditivos para produtos farmacéuticos e médicos (FREITAS et al.,
2017). A apicultura é a atividade de criacao racional de abelhas do género Apis, com o
intuito de obter os diversos produtos que as abelhas podem fornecer de forma sustentavel.
Entre esses produtos destaca-se o mel, como o principal produto explorado mundialmente
(SEBRAE, 2009). Além do mel, comercializam-se cera, propolis, polen apicola, geleia real e
apitoxina (EMBRAPA, 2007).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, por meio da Instrucédo
Normativa N° 11, de 20 de outubro de 2000, define mel com sendo o produto alimenticio
produzido pelas abelhas melliferas, a partir do néctar das flores ou das secrecdes
procedentes de partes vivas das plantas ou de excre¢fes de insetos sugadores de plantas
gue ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam
com substancias especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia.

Por ser considerado um dos produtos naturais mais importantes, o mel tem sido
utilizado pela humanidade desde a antiguidade. Muitas evidéncias indicam que o mel pode
exercer varios efeitos  benéficos a  salde, incluindo  cicatrizacdo  de
feridas, antioxidante, efeitos anti-inflamatorios, anticAncer e antimicrobiano, além de efeitos

protetores ao sistema respiratorio, gastrointestinal, cardiovascular, neurolégico e nervoso
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(MASALHA et al.,, 2018). Além de ser um alimento, € também utilizado em industrias
farmacéuticas e cosméticas, pelas suas conhecidas agdes terapéuticas (ANDRADE et al.,
2014a). Apesar de sua longa histéria, sabe-se que apenas as ultimas décadas trouxeram
um conhecimento cientificamente fundamentado do valor real do mel. A curiosidade sobre
essa substancia, como uma mistura muito complexa, resulta de que muitas varidveis sédo
responsaveis por seu extraordinario valor nutritivo (MRACEVICA et al., 2020).

O mel é composto por cerca de 83% de solidos, sendo o restante agua. A por¢céo
principal da fracdo sélida consiste em 95 a 97% de carboidratos. Além disso, contém
proteinas (diastase, invertase, glicose oxidase, catalase e fosfatase acida), vitaminas,
aminoacidos (todos os nove aminoacidos essenciais e todos o0s aminoacidos néao
essenciais, exceto asparagina e glutamina), minerais (fésforo, soédio, calcio, potassio,
enxofre, magnésio, cloro) e outros &cidos organicos, como flavondides, polifendis,
alcaléides, glicosideos, antraquinona e compostos volateis (MASALHA et al., 2018).

Considerado um adogante natural de grande valor energético (SEBRAE, 2009), o
mel é uma substancia viscosa de composicao variavel. O conteudo mineral é relativamente
baixo, tipicamente de 0,1 a 0,2%, e, ocasionalmente, encontram-se elementos de nivel
vestigial, como chumbo, cadmio, niquel, cobalto, cromo etc. A composicdo do mel, bem
como suas caracteristicas fisicas e quimicas gerais, como sabor, cor, pH e umidade
podem ser alteradas pela origem boténica e geografica, solos, condi¢cdes climaticas e
antropogénicas e pelo tipo de processamento e armazenamento do produto comercial
(ANDRADE et al., 2014b). A manipulacado do mel pelo apicultor também pode alterar suas
caracteristicas (EMBRAPA, 2007).

A cera é utilizada pelas abelhas para construcao dos favos e o fechamento dos
alvéolos (operculacdo). E produzida por glandulas produtoras de cera, localizadas no
abdome das abelhas operarias. Logo ap6s sua producdo, a cera possui uma cor clara, que
vai escurecendo com o tempo, em virtude do depdsito de polen e do desenvolvimento das
crias (SEBRAE, 2009). Atualmente, a cera € muito utilizada para a elaboracédo de velas,
esculturas, medicamentos, cosméticos, isolante de materiais elétricos, anticorrosivos e
polidores de méveis e objetos. Ha registros antigos que apontam que a utilizacdo da cera
vem desde a pré-historia, quando os povos primitivos a utilizavam na mumificacdo de
cadaveres e para a fabricagdo de frutas de cera, muito semelhantes as frutas naturais
(TOMAZINI; GROSSI, 2019).

A propolis é uma substancia produzida pelas abelhas a partir da mistura da cera e da
resina coletada das plantas, retirada dos botGes florais, gemas e dos cortes nas cascas dos
vegetais. E usada pelas abelhas para fechar as frestas e a entrada do ninho, evitando
correntes de ar frias durante o inverno. E utilizada também na limpeza da col6nia e para

isolar uma parte do ninho ou algum corpo estranho que as abelhas ndo conseguem retirar
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da colénia. Sua composi¢éo, cor, odor e propriedades medicinais dependem da espécie de
planta disponivel (SEBRAE, 2009). Atualmente, a prépolis € usada principalmente pelas
industrias de produtos de beleza e de remédios. Possui efeitos cicatrizantes e é considerada
um antibiético natural (EMBRAPA, 2007).

O pdlen é o 6rgao masculino das flores, que é coletado pelas abelhas e transportado
para a colbnia para ser armazenado nos alvéolos e utilizado como alimento depois de
passar por um processo de fermentacdo (SEBRAE, 2009). Possui alto valor nutritivo. E
vendido seco, misturado com mel, em cépsulas ou tabletes (EMBRAPA, 2007). O polen é a
principal fonte de proteinas e lipidios das colbnias e parte fundamental da dieta das abelhas
e larvas (TOSI, 2018).

A geleia real é uma substancia produzida por glandulas das abelhas operarias. Na
colbnia, é usada como alimento das crias e da rainha. Possui cor branco-leitosa e sabor
acido forte (SEBRAE, 2009). Produzida por alguns apicultores para comercializacdo em
estado natural, a geleia real é misturada com mel ou mesmo seca e em tabletes. As
indUstrias de produtos de beleza e de medicamentos também usam esse produto
(EMBRAPA, 2007). Rica em proteinas, carboidratos, vitaminas, enzimas e minerais, a geleia
real beneficia os processos de regeneracdo das células do corpo humano (TOMAZINI;
GROSSI, 2019).

A apitoxina é o veneno das abelhas operarias purificado. E produzido pelas
glandulas de veneno das operarias e armazenado no “saco de veneno” situado na base do
ferrdo, para ser utilizado na defesa da colonia. Cada operaria produz 0,3 mg de veneno, que
€ uma substancia transparente, que se dissolve em agua e é composta por proteinas,
gorduras e enzimas (SEBRAE, 2009). Durante a ferroada, a apitoxina atua principalmente
no sistema nervoso, mas se administrada em quantidades ideais pode apresentar eficiéncia
biol6gica, com grande potencial farmacolégico, pois estimula o fluxo sanguineo para os
tecidos e aumenta a permeabilidade da membrana das células, relaxa os musculos podendo
reduzir a dor muscular, estimula a producao de cortisona pelas glandulas suprarrenais, que
podem reparar a mielina dos axénios das células nervosas. Apresenta propriedades anti-
inflamatodrias, analgésicas, estimulante da circulacdo sanguinea, além de ag¢do antibidtica,
hipotensora, neuroprotetoras e aumento da permeabilidade capilar (SOUZA; RUVOLO-
TAKASUSUKI, 2019). A producédo de apitoxina constitui uma atividade diferenciada dentro
da apicultura, com grande potencial para o0 mercado farmacéutico e em técnicas médicas
como a apicupuntura, ramo que vem ganhando mercados e pode se tornar extremamente
importante para varias terapias, especialmente para aquelas que tém como objetivo, aliviar a
dor e reduzir inflamagdes (CAIRES; BARCELOS, 2017).

Com o0 uso de técnicas apropriadas, é possivel extrair a apitoxina e vendé-la.

Entretanto, essa atividade ndo € interessante para os pequenos produtores (EMBRAPA,
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2007). A extragao da apitoxina pode ser feita forcando a ferroada em uma membrana,
separando o ferrdo e 0 veneno, que é despejado em um recipiente e coletado. Outra forma é
matar a abelha e retirar o veneno por remocéo cirtrgica da glandula de veneno. Ou, ainda, é
possivel utilizar equipamento automatizado, que por impulsos elétricos, permite obter o
veneno livre de impurezas, sem sacrificar abelhas, j4 que, esse método de extracao utiliza
uma placa de vidro conectada a uma fonte elétrica, colocada na entrada da colmeia,
liberando um pequeno choque que promove contracdo da musculatura acessoria do aparato
de veneno, liberando uma gota do veneno, que é desidratado e coletado na forma de cristais
por raspagem com uma espatula. Este ultimo método, é utilizado como padréo na extracao
(SOUZA; RUVOLO-TAKASUSUKI, 2019).

3.3 Polinizacéo

O processo de evolugdo de abelhas e plantas se deu de forma conjunta durante
milhdes de anos. Em algumas espécies vegetais pode ocorrer a autopolinizacdo, enquanto
em outras ha a necessidade de o pélen ser recebido de outras plantas. Por isso, surgiram
muitas especializacdes entre abelhas e plantas, de forma que algumas espécies vegetais
dependem diretamente das abelhas para manutencdo. As abelhas se beneficiam com os
recursos fornecidos pelas flores durante as visitas para coleta de alimentos e,
intencionalmente, ficam aderidos gréos de polen no corpo da abelha, que sdo depositados
na préxima flor visitada, ocorrendo, assim, a polinizagdo cruzada que propicia a fertilizacdo
cruzada das flores (FREITAS et al., 2017).

A polinizacdo é a transferéncia de grdos de pdlen do estame, 6rgao reprodutor
masculino, para o estigma, receptaculo feminino, numa mesma flor ou entre flores da
mesma especie. Os insetos, principalmente as abelhas, sdo os agentes polinizadores mais
representativos para a producdo de frutos e sementes, em virtude de sua eficiéncia em
realizar a polinizagdo cruzada, que consiste no transporte de gréos de polen entre flores. O
corpo coberto de pelos, o comportamento e a habilidade de forrageamento, além de sua
dependéncia por recursos florais para a alimentacao de toda colénia sdo caracteristicas que
conferem as abelhas a qualidade de agentes polinizadores mais eficientes (CARVALHO;
NICODEMO; LOPES, 2015).

A fim de promover a polinizagdo, as plantas possuem atrativos como a cor,
fragrancias, néctar, 6leos e o préprio pélen, que sdo os principais recursos utilizados pelas
abelhas. A maior eficiéncia das abelhas como polinizadores se da, tanto pelo seu nimero na

natureza, quanto por sua melhor adaptacdo as complexas estruturas florais como, por
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exemplo, pecas bucais e corpos adaptados para coleta e transporte de recursos como o
néctar e o polen, respectivamente. As abelhas sdo morfologicamente adaptadas para
recolher, manipular, transportar, armazenar polen e outros produtos vegetais (RIBEIRO et
al., 2014).

Os insetos polinizadores podem ser vistos como 0s principais responsaveis pela
obtencao de vérios tipos de culturas agricolas, contribuindo para o aumento da diversidade
genética da flora, desenvolvimento de sementes, aumento da produ¢édo e melhoramento das
propriedades fisicas dos alimentos (COSTA et al., 2016). A acao polinizadora das abelhas
aumenta a produtividade de pomares e lavouras. Pela garantia de intensidade e de
eficiéncia em fecundagbes cruzadas, esses insetos contribuem para o aumento da
gualidade e da quantidade das producdes de sementes de hortalicas, pastagens, graos e
frutos de diversas culturas agricolas (WOLFF; REIS; SANTOS, 2008). As abelhas
constituem o grupo economicamente mais importante de polinizadores em todo o mundo.
Trinta e cinco por cento da producdo mundial de alimentos depende de polinizadores, as
abelhas colaboram de maneira bastante expressiva, atuando como agentes de polinizagédo
em, aproximadamente, 73% das espécies vegetais cultivadas no mundo (ROSA et al.,
2019).

As abelhas Apis mellifera tém sido as mais utilizadas em todo o mundo para a
polinizacdo de plantas cultivadas, em razao de seu facil manejo, tamanho de suas colbnias,
sua abundancia em diferentes ecossistemas e seu perfil generalista na busca de recursos
(PIRES et al.,, 2016). Os valores econbmicos dos produtos produzidos pelas abelhas
representam uma pequena parcela, quando comparados a importancia da funcéo

polinizadora para a biodiversidade e agricultura (FREITAS et al., 2017).

3.4 Uso de defensivos agricolas

De acordo com a Lei n® 7802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto
n° 4074, de 04 de janeiro de 2002, agrotédxicos (defensivos agricolas) e afins séo produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos destinados ao uso nos setores de
producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas nativas ou plantadas e de outros ecossistemas, além de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢cdo da flora ou da
fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,

estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 2002).
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A legislacédo brasileira atribui a competéncia para regularizar os defensivos agricolas
sob o paradigma de uso seguro ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), orgédo responséavel pela avaliacdo de eficiéncia, & Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), 6rgédo responsavel pela avaliagdo toxicologica, e ao IBAMA, 6rgéo
responsavel pela avaliagdo ambiental (IBAMA, 2015). Esses 6rgaos estabelecem diretrizes,
com o propoésito de minimizar os riscos apresentados pelos defensivos, atribuem a
obrigatoriedade do registro, a avaliagdo de sua eficiéncia agrondmica, sua toxicidade para a
saude humana e sua periculosidade para o meio ambiente. Estabelecem um limite maximo
de residuos aceitavel em alimentos, além do intervalo de seguranca entre a aplicacdo do
produto e a colheita. Também s&o os responsaveis por definir os parametros para rétulos e
bulas, fiscalizacdo da producdo e dos processos de importacdo e exportacdo; divulgam e
esclarecem o uso correto e eficaz dos defensivos; regulam a destinagdo final das
embalagens, entre outros pormenores que devem ser considerados (RICO; CAVICHIOLI,
2018).

O beneficio mais comum associado a utilizagdo dessas substancias € o aumento na
produtividade da lavoura que, advinda do emprego de defensivos, é capaz de reduzir a
demanda por recursos naturais, como terra e agua e por alguns recursos tecnolégicos,
como mecanizacdo, para a producao de uma mesma quantidade de produtos agricolas
(FERREIRA et al., 2014). Os defensivos sdo substancias quimicas ou agentes biolégicos
que possuem como finalidade impedir, repelir ou eliminar qualquer tipo de praga, como:
insetos, ervas daninhas, &acaros e fungos, entre outros seres que Sao nNOCIVos,
principalmente, em culturas agricolas. Desse modo, dependendo do foco para o qual o
defensivo € utilizado ele recebe uma denominacgéo e uma classificacdo, dentro do grupo dos
defensivos: acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, nematicidas,
rodenticidas ou moluscicidas. Os inseticidas sdo componentes quimicos utilizados na
agricultura com o objetivo de defender as culturas do ataque de insetos nocivos para o
desenvolvimento dessa atividade econémica e alimenticia (SOUZA, 2018).

No Brasil, o ataque de pragas € mais severo, em razdo das condi¢fes climéticas de
um pais tropical, com temperaturas mais altas e ambientes mais Umidos. Nao controlar as
pragas, por meio de manejo ou de defensivos, teria um impacto direto no volume de
alimento ou matéria prima produzida. Ao produzir menos do que seria possivel, os precos se
elevam porque a demanda se mantém alta, porém, a oferta reduz a medida que as pragas
inutilizam os alimentos para consumo. Os defensivos ajudam a manter esse equilibrio
econdmico porque reduzem as perdas, tornando os alimentos e as matérias primas mais
acessiveis (SINDIVEG, 2018).

Em muitos casos, a utilizacdo destes produtos pode ser analisada como uma

guestdo de sobrevivéncia, pois, para a maioria dos produtores e trabalhadores rurais, uma
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cultura agricola sem o uso de defensivos ndo seria uma alternativa viavel. Entretanto, o uso
incorreto durante varias décadas levou a acumulacdo de residuos toxicos em alimentos,
contaminacdo da agua e do solo, intoxicacdo de produtores rurais e selecdo de pragas
resistentes, entre muitos outros problemas. Muitas vezes, 0 uso destes produtos quimicos é
feito de forma inadequada, sem o conhecimento das reais necessidades, das doses e tipo
de defensivo mais eficaz para cada cultura. Ainda, a reutilizacdo, o descarte e/ou destinagéo
inadequada das embalagens vazias favorecem a contaminacdo ambiental e provocam
efeitos adversos a satde humana e de animais (ASCARI; SCHEID; KESSLER, 2012).

Os defensivos deixam residuos onde quer que sejam empregados, as vezes
inalterados e, muitas vezes, sob a forma de produtos degradados, cuja duragdo até que
ocorra a sua degradacéo final é variavel. No ambiente, alguns mais persistentes podem até
passar de uma cultura para um animal e desse animal para o homem. Por essa razao € que
se estabelece em lei a quantidade maxima de residuos de defensivo permitida para
determinado produto agricola, valor denominado de tolerancia ou limite maximo de residuos
(LMR). O LMR ¢ a quantidade maxima de residuo de defensivo ou afim oficialmente aceita
no alimento, em decorréncia da aplicagdo adequada numa fase especifica, desde sua
producdo até o consumo, expressa em miligramas do defensivo afim ou de seus residuos
por quilo do alimento analisado (mg/Kg). Os LMR referem-se a valores provenientes de
experimentos de campo, exigidos para cada cultura alimentar e consideram a ingestéo diaria
aceitavel (IDA), que é a quantidade maxima que, ingerida diariamente durante toda a vida,
parece ndo oferecer risco apreciavel a sadde, a luz dos conhecimentos atuais. E expressa
em mg do defensivo em kg de peso corpéreo (mg/kg p.c.) (FERMAM; ANTUNES, 2009). No
Brasil, estabelecer limites maximos de residuos (LMR) é competéncia do Ministério da
Saude. No caso de ndo estarem estabelecidos por esse Ministério, a Instrucdo Normativa
SDA/MAA 42/1999 recomenda utilizar os internalizados no MERCOSUL, os recomendados
pelo Codex Alimentarius, os constantes nas Diretivas da Unido Europeia e os utilizados pelo
FDA/USA (BRASIL, 1999).

No Diario Oficial da Unido, a ANVISA (2019) fez publicar a reclassificacao
toxicoldgica dos defensivos ja registrados no Brasil. Essa medida ocorre em razdo do novo
marco regulatorio do setor, que atualizou e tornou mais claros os critérios de avaliagdo e de
classificagcdo toxicologica de agrotoxicos no pais. No total, 1.942 produtos foram avaliados
pela Agéncia, sendo que 1.924 foram reclassificados. De acordo com a reclassificacao,
43 produtos foram enquadrados na categoria de produtos extremamente toxicos, 79 na de
altamente toxicos, 136 na categoria de moderadamente téxicos, 599 na de pouco téxicos e
outros 899 foram classificados como produtos improvaveis de causar dano agudo. Ainda,

outros 168 produtos foram categorizados como “nao classificados”.


http://www.in.gov.br/web/dou/-/resolucao-re-n-2.080-de-31-de-julho-de-2019-208203097
http://www.in.gov.br/web/dou/-/resolucao-re-n-2.080-de-31-de-julho-de-2019-208203097
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Ao longo dos anos, a agricultura mundial cresceu em area cultivada e produtividade,
acompanhada pelo uso defensivos agricolas, adubos quimicos e outras substancias
sintéticas (FERREIRA et al., 2014). O Brasil comecou a expandir o consumo entre as
décadas de 1950 e 1970 (FRANCO; PELAEZ, 2016). A Revolucado Verde se consolidou no
Brasil em 1965, um ano apés o golpe militar, mediante a criacdo do Sistema Nacional de
Crédito Rural, que vinculava a obtencéo de crédito de custeio a obrigatoriedade da compra
de insumos quimicos pelos agricultores. Em 1975, foi criado o Programa Nacional de
Defensivos Agricolas, que proporcionou recursos financeiros para o desenvolvimento de
empresas nacionais e a instalagdo, no pais, de subsidiarias de empresas transnacionais de
defensivos. Outro condicionante a colaborar de forma marcante para a disseminagéo do uso
dos defensivos no Brasil foi o marco regulatério defasado e pouco rigoroso que vigorou até
1989 (quando foi aprovada a Lei n® 7.802), que facilitou o registro de centenas de
substancias toxicas, muitas das quais ja proibidas em outros paises (FIOCRUS, 2018).
Esses incentivos também estimularam a expansdo das indastrias de sintese e formulagéo
de defensivos no pais, aumentando, de 14 fabricas no ano de 1974, para 73, em 1985
(RICO; CAVICHIOLI, 2018).

No inicio de 2019, existiam no Brasil cerca de 13.300 registros de defensivos. Em
termos de ingredientes ativos, em 2017, havia 517 cujo uso era autorizado e 97 que haviam
sido banidos. Dentre os autorizados, dez ingredientes responderam por cerca de 70% do
total consumido, sendo: glifosato, 2,4 D, mancozebe, acefato, 6leo mineral, atrazina, 6leo
vegetal, paraquate (dicloreto), imidacloprido e oxicloreto de cobre (MORAES, 2019).
Entretanto, desses, mais de uma centena sdo proibidos na Unido Europeia (UE), mais
precisamente 149. Portanto, 30% de todos os ingredientes ativos utilizados no Brasil sdo
proibidos na UE. Dos dez mais vendidos no Brasil, dois s@o proibidos na UE. Um deles é o
acefato que ocupa o quarto lugar na lista dos mais vendidos. Outro ingrediente proibido na
UE desde 2004 é a atrazina que ocupa 0 sétimo lugar na lista dos mais vendidos no Brasil.
Os limites méaximos de residuos estabelecidos no Brasil sdo bem maiores que os da UE, um
exemplo é o limite de 2.4 D, permitido nas aguas brasileiras 300 vezes mais que o permitido
pela UE. Além disso, para alguns defensivos inexistem limites estabelecidos no Brasil
(BOMBARDI, 2017) como, por exemplo, imidacloprido e fipronil.

O Brasil € um dos maiores produtores agropecuérios do mundo e o segundo pais
gue mais exporta defensivos. Para manter tal produgcdo, o setor utiliza sementes
transgénicas e insumos quimicos, como fertilizantes e defensivos agricolas. A extensa area
de plantio no Brasil proporcionou que o pais fosse o maior consumidor de defensivos no
mundo (PIGNATI et al., 2017). De acordo com Moraes (2019), uma forma complementar de
apresentar esses dados € dividir a quantidade de defensivos utilizada pela populacdo do

pais, isto corrige uma distor¢cao presente no indicador da quantidade aplicada por area, qual
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seja que a area cultivada pode ser relativamente pequena e de uso intensivo. Ao fazer esse
calculo utilizando uma média mével de 2013 a 2015, os paises que mais consumiram
defensivos foram: China (1787 mil toneladas), seguida pelos Estados Unidos (408 mil
toneladas) e, em terceiro lugar, o Brasil (375 mil toneladas).

De acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal,
quando comparado o emprego de defensivos com area plantada (hectare) e a quantidade
de produtos agricolas produzidos, o Brasil esta em 13° lugar. Antes dele, paises europeus,
como: Italia, Franca, Espanha, Alemanha, Inglaterra e Poldnia, além de outros com: Japao,
Coreia, Australia, Canad4, Argentina e Estados Unidos (SINDIVEG, 2020). Quando
comparado 0 emprego com a area plantada (hectare) o Brasil estd em 7° lugar, atras do
Japéo, Coreia, Alemanha, Franca, Italia e Inglaterra.

O consumo total de defensivos no Brasil saltou de cerca de 170.000 toneladas em
2000 para 500.000 toneladas em 2014, ou seja, um aumento de 135% em apenas 15 anos
(BOMBARDI, 2017). De acordo com o Relatério Nacional de Vigilancia em Saulde de
populagdes expostas a agrotoxicos, na comercializacdo de defensivos no Brasil, em
numeros absolutos, destacaram-se os estados de Sao Paulo, Parana, Mato Grosso, Minas
Gerais e Rio Grande do Sul, como os maiores comercializadores em 2014. Amapa,
Amazonas e Roraima foram os estados que menos comercializaram agrotoxicos no ano
correspondente. Entre as macrorregiées do Brasil, em nimeros absolutos, a regido Sudeste
apresentou a maior parcela de comercializacdo de agrotoxicos, correspondente a 38,4% do
pais, sendo o estado de S&o Paulo, individualmente, responsavel por 23,5%. Na sequéncia,
destacaram-se as regides Centro-Oeste (26,2%) e Sul (24,2%). As regibes Nordeste e Norte
apresentaram, respectivamente, 8,7% e 2,5% do total (BRASIL, 2018).

O Parana é o segundo maior consumidor de defensivos no Brasil, alcangando cerca
de 16% da quantidade total consumida no Pais (TAVEIRA; ALBUQUERQUE, 2018). Estéao
cadastrados no Parand 1218 produtos agrotdxicos, sendo 426 da classe |, extremamente
toxicos; 207 da classe Il, altamente téxicos; 431 da classe I, medianamente téxicos; 145 da
classe VI, pouco toxicos; 9 produtos sem classificagéo toxicologica, além de 290 principios
ativos que sdo liberados para o comércio (PARANA, 2020). As dez cidades paranaenses
gue mais consumiram defensivos em 2019 foram: Guarapuava (1974,7 t), Cascavel (1939,2
t), Tibagi (1866,8 t), Castro (1419,5 t), Candéi (1272,4 t), Toledo (1241,7 t), Palmeira (1237,3
t), Ponta Grossa (1136,3 t), Assis Chateaubriand (1083,9 t) e Mamboré (1038,8 t) (ADAPAR,
2020).

O volume de defensivos e ingredientes ativos comercializados no Parana, entre os
anos de 2013 e 2019, estdo apresentados na Tabela 1, com resultados fornecidos pela
Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana (ADAPAR, 2020), por meio de informacdes

recebidas do Sistema de Controle do Comércio e Uso de Agrotoxicos no Estado do Parana
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— SIAGRO, pelo qual as empresas comerciantes declaram as vendas desses insumos para
0s produtores paranaenses.

Tabelal Volume em toneladas de defensivos e ingredientes ativos comercializados no
Parana entre os anos de 2013 e 2019

Ano 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Volume 93.137,2 97.615,6 100.572,8 92.160,5 92.398,0 92.904,3 95.286,8
Ing. At. 255 363 363 273 285 300 293

Fonte: ADAPAR (2020).

De acordo com a Secretaria do Estado da Satde do Parana (PARANA, 2020), o
estado elaborou sua proépria lei de agrotéxicos em 1983, a Lei Estadual N° 7827, de 29 de
dezembro de 1983, sendo uma das primeiras do Brasil a regulamentar o comércio em seu
territério, exigindo a anuéncia da Secretaria de Estado da Agricultura de Abastecimento
(SEAB), da Secretaria de Estado do Interior — Superintendéncia dos Recursos Hidricos e
Meio Ambiente (SEIN/SUREHMA), atual Instituto Ambiental do Parana (IAP) e da Secretaria
da Saude (SESA), instituindo a obrigatoriedade do receituario agronémico.

Segundo Bombardi (2017), 79% dos agrotéxicos comercializados no Brasil sdo
aplicados em apenas quatro culturas: soja (52%), milho (10%), cana-de-acUcar (10%) e
algodéao (7%). De acordo com SINDIVEG (2020), grande parte dos defensivos utilizados no
Brasil é destinada basicamente para culturas que séo utilizadas majoritariamente como
matéria-prima para produtos industrializados, como a producdo de energia (alcool), roupas
(algodéo) ou ainda alimentagéo de animais (soja e milho). Por esse motivo, esta errado dizer
que o brasileiro consome 5 litros de defensivo por ano, pois as pessoas ndo consomem
defensivos, eles sdo usados nas lavouras. Quase 80% sao usados nas culturas agricolas
que ddo origem aos produtos industrializados, energia (alcool) e roupas (algodao). Ainda
assim, a maior parte (60%) s&o herbicidas que n&o sdo empregados nas plantas que
servem de alimento. Os produtos séo diluidos em agua para uso na agricultura, portanto,
ndo sdo usados na forma que saem das fabricas; o produto geralmente é aplicado no caule,
nas folhas e nas sementes, dificilmente é aplicado na parte comestivel da planta e, ainda, ha
um intervalo de seguranca entre a aplicacdo do defensivo e sua chegada & mesa do
consumidor, periodo em que o defensivo agricola se degrada. Parte do que é produzido no
Brasil é exportado, o que significa que nem tudo que é produzido ser4 empregado no proprio
pais.

As culturas que mais utilizaram defensivos agricolas no estado do Parana entre os

anos de 2013 e 2019 estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 Culturas que mais utilizaram defensivos agricolas no Parana entre os anos de

2013 e 2019
Cultura 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Soja 53,92% 44,42%  47,34% 50,66% 52,27% 56,93% 53,21%
Milho 19,73% 18,00%  16,66% 19,62% 18,35% 17,33% 17,37%
Trigo 7,73% 11,68%  10,31% 8,75% 8,03% 9,10% 9,01%
Soja Gen. Mod. 3,63% 1,75% 1,52% 4,68% 4,67% 3,58% 6,67%
Outras 14,99% 24,15%  24,17% 16,30% 16,77% 13,06% 13,75%

Fonte: ADAPAR (2020).

De acordo com a Secretaria do Estado da Saude do Parang, uma das formas de uso
de defensivos na agricultura que causa grande contaminacdo € a pulverizagdo aérea. O
Brasil tem a segunda maior frota de aviacdo agricola do mundo, com 2.083 aeronaves
(avides e helicopteros agricolas). Essa atividade fatura anualmente em torno de R$ 936
milhdes e gera R$ 234 milhdes em impostos. S&o realizadas em torno de 495 mil horas de
Voo por ano. H& 240 empresas de aviagdo agricola no Brasil. Entre essas empresas, 77
estdo sediadas no Rio Grande do Sul (32% do total), 38 em S&o Paulo (15,8%), 25 em Mato
Grosso (10,4%) e 24 em Goias (10%). A maior parte da frota estd no Mato Grosso, com 462
aeronaves (22,1%), seguido do Rio Grande do Sul com 148 (20%), Sdo Paulo com 311
(14,9%), Goias com 277 (13,3%) e Parana com 140 (6,7%). Segundo estimativas, essa
modalidade executa 24% de toda pulverizacio de defensivos no Brasil (PARANA, 2020).

Além de ser grande consumidor de defensivos comercializados de forma legal, o
cenario agroquimico nacional é composto também por diversos produtos ilegais, 0os quais
podem ser tipificados como crime de contrabando ou de falsificacdo, assim como crime
ambiental. A represséo a esses crimes é competéncia da Policia Federal (PF), responsavel
por prevenir e reprimir tais infragdes. Apreensdes de defensivos contrabandeados tém sido
muito frequentes nos estados brasileiros do Rio Grande do Sul, Parana, Mato Grosso do
Sul, Mato Grosso e Goias. A importacdo ilegal destes produtos para o Brasil ocorre,
principalmente. através das fronteiras do Brasil com o Uruguai e com o Paraguai. Um dos
principais motivos para a existéncia do contrabando é a diferenga significativa entre os
precos dos produtos vendidos no Brasil e nos paises vizinhos, que chegam a ser 50%
menores do que 0s pregos praticados no Brasil, tornando os ganhos econémicos desses
crimes encorajadores para 0s agricultores. Além disso, a legislacdo entre os diferentes
paises também varia muito, facilitando o crime nas fronteiras. Por exemplo, enquanto para
comprar defensivos no Brasil € preciso ter um receituario agronémico prescrito por
profissional legalmente habilitado, no Uruguai grande parte destes produtos sdo de venda
livre (LEMOS; CARVALHO; ORTIZ, 2018).

O uso de defensivos agricolas é um assunto muito polémico. Os impactos ao meio

ambiente sdo amplamente debatidos por toda a sociedade e comunidade cientifica. As
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consequéncias sobre a microbiota do solo e 0s processos biol6gicos dificilmente podem ser
determinadas com precisdo, devido a natureza, heterogeneidade, dindmica e respostas
adaptativas da comunidade microbiana. A qualidade do solo pode ser definida como a
capacidade continua do solo de aceitar, estocar e reciclar agua, nutrientes e energia, além
de ser capaz de transformar materiais quimicos e bioldgicos, funcionando como um tampéo
ou filtro ambiental. Ou seja, a qualidade de qualquer solo depende da sua natureza, que &
funcdo dos fatores de formacgéo e da interferéncia antrépica relacionada ao seu uso e
manejo (FERREIRA et al., 2014).

Os componentes quimicos dos defensivos agricolas tém grande potencial de
contaminagcdo das aguas superficiais, subterr@neas e sedimentos, devido as suas
propriedades fisicas e quimicas, como: solubilidade, adsor¢éo, deslocamento, persisténcia e
toxicidade. Sendo estes dois ultimos, os fatores de maior poder contaminante. O homem e
0S animais aparecem nessa rota perigosa, devido ao efeito bioacumulativo na cadeia de
transferéncia de efeitos toxicos pela ingestdo de agua e alimentos contaminados. Os
defensivos sdo produzidos com o objetivo de serem toxicos a grupos determinados, mas o
comportamento destes quimicos € muito complexo e, na maioria das vezes, ndo segue a
rota programada, podendo provocar danos em outras espécies. Muitos estudos tém sido
realizados no sentido de minimizar o uso desses compostos, bem como, dar o devido
tratamento aos corpos receptivos desses produtos (BENEVIDES; MARINHO, 2015).

A utilizacdo de defensivos na agricultura ocorre em &reas muito extensas. A
contaminacao por residuos pode advir acidentalmente, devido ao manejo impréprio utilizado
na agricultura em geral, 0 que pode causar contaminagéo e dispersdo em diferentes locais
no ambiente. Em alguns casos, os defensivos se fixam nas plantas e afetam outros insetos,
diferentes daqueles para os quais foram desenvolvidos. Assim, distintos defensivos podem
ser introduzidos na cadeia alimentar pelas abelhas produtoras de mel, afetando diretamente
a saude humana (SILVA et al., 2014). Diante disso, 0 aumento das praticas agricolas teve
um alto custo ambiental: a perda de habitat e o uso inadequado de defensivos que trazem
consequéncias negativas para a flora e a fauna silvestres. Assim, ndo surpreende que haja
um declinio global continuo de polinizadores, 0 que € alarmante, devido ao importante papel
que desempenham nos sistemas ecolégicos e na produtividade das culturas (TOSI et al.,
2018).

No processo de forragear de flor em flor, coletando polen e néctar, os polinizadores
também coletam inadvertidamente diversos contaminantes ambientais, incluindo defensivos
agricolas. Misturas complexas de defensivos atuais e antigos s&o rotineiramente
encontradas em tecidos de abelhas e matrizes de col6nia. As recentes perdas de colbnias e

a diminuicdo das populacdes de abelhas nativas em todo o0 mundo renovaram o interesse no
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risco potencial ndo apenas com ingredientes ativos de defensivos agricolas, mas também
com suas formulagbes (HOOVEN et al., 2019).

O impacto nas abelhas da sua exposi¢cdo a defensivos agricolas, particularmente a
partir de inseticidas neonicotindides, recebeu consideravel atencao recente de pesquisa e
tornou-se um tépico de debate publico (RAINE; GILL, 2015). As abelhas forrageiras
constituem um modelo terrestre por exceléncia para amostragem de agroquimicos no
ambiente, uma vez que a area de forrageamento de uma Unica coldnia tem, em média,
3 quildmetros de raio (MULLIN et al., 2015). Os defensivos agricolas podem afetar as
abelhas pelo contato, pela ingestdo e por meio da fumigacdo. Os efeitos toxicos também
estdo intimamente ligados as concentracdes administradas, o tempo de exposi¢do, dentre
outras caracteristicas (SILVA; MELO; BLANCO, 2016).

As possiveis consequéncias da exposi¢ao das abelhas a defensivos agricolas para a
aprendizagem e a memoria sdo preocupantes, pois as habilidades cognitivas sdo essenciais
para a forragem. As abelhas vinculam diretamente as habilidades cognitivas a eficiéncia de
forrageamento, uma caracteristica determinante da aptiddo. As recompensas de néctar e
pélen oferecidas pelos recursos florais mudam ao longo do tempo e as abelhas devem néo
apenas lembrar quais espécies de flores sdo atualmente recompensadoras, mas também
sua localizagéo, além de lidar com diferentes tipos de flores, quais flores foram visitadas e
onde a colbnia esté localizada. Por essas razbes, numerosos estudioso se propuseram a
examinar os efeitos dos defensivos agricolas nas caracteristicas cognitivas das abelhas
(SIVITER et al., 2018).

Nos seres humanos, as vias mais comuns de exposicdo aos defensivos sdo: a via
dérmica (verso das maos, pulsos, pés, axilas etc.), a via respiratéria (boca, nariz), a via
digestiva (trato gastrointestinal) e a via ocular (MENDONCA; BURLE; FIGUEIREDO, 2019).
As principais rotas de contaminacdo seguem as vias ocupacional, ambiental e alimentar. A
via ocupacional perfaz 80% dos casos e esta relacionada com o contato direto, como é o
caso dos trabalhadores rurais. A via alimentar se caracteriza pela ingestdo de alimentos
contaminados. De acordo com o tempo (curto, médio ou longo) de exposicdo a esses
quimicos, o grau de intoxicagdo pode ser classificado como agudo, subagudo e cronico,
sendo que os efeitos podem variar de pessoa a pessoa (BENEVIDES; MARINHO, 2015).

Independentemente da forma de exposi¢do, as consequéncias neurotoxicas estdo
associadas a uma série de sintomas e defeitos na conduta neuroldgica e anormalidades na
fung&o nervosa. Os sintomas neurolégicos menos severos incluem dor de cabeca, tontura,
nausea, vomito e excessivo suor. Ja 0s mais perigosos sao o desenvolvimento de fraqueza
muscular e bronquiespasmos, que podem progredir para convulsdes e coma (FERREIRA et
al., 2014). Existem outros sintomas como dificuldade respiratoria, depressdo, cancer,

problemas de pele e de memoria, cirrose hepética, abortos, deformacdes fetais, impoténcia
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sexual, fibrose pulmonar, braquicardia, distirbios do sistema nervoso, hepatite, acnes,
pancreatite, diabete, Ulcera, alergia e distirbios audiovisuais, que se somam a outras
intoxicacdes consideradas. Esses sdo problemas imediatos e visiveis, entretanto, existe
outro ponto importante que € a exposicao a concentra¢cdes muito baixas e frequentes pelos
consumidores desses produtos e 0 seu possivel acimulo no corpo, 0 que corresponderia a
uma toxicidade crénica (MENDONGCA; BURLE; FIGUEIREDO, 2019).

Caso produtores rurais e produtores de defensivos fossem livres para decidir sobre
as quantidades utilizadas e produzidas, é provavel que os niveis escolhidos fossem por
demais altos, tendo em vista que custos seriam impostos, principalmente, sobre terceiros.
Nessa situacdo, o nivel de producdo e utilizacdo de agrotoxicos estaria acima do
socialmente 6timo, beneficiando alguns em detrimento do bem-estar da sociedade. Isso
torna essencial a regulamentacdo da producdo, comércio, uso e disposicao de defensivos, a
qual deve equilibrar ao menos trés fatores: performance agrondmica, saude publica e meio
ambiente. Limita-se, assim, a imposi¢cdo de custos a terceiros e mantém-se sustentavel o
fornecimento de bens publicos, tais como agua potavel, ar puro, solos saudaveis e saude
publica (MORAES, 2019).

Na década de 1980, muitos insetos-praga desenvolveram resisténcia aos
organofosforados, carbamatos e piretroides entdo existentes no mercado. Diante desse
cendrio de maior resisténcia aos inseticidas existentes, o neonicotinéide e o fipronil foram
apresentados como tendo Vvarios atributos-chave que levaram a sua rapida adogdo em
ambientes agricolas e urbanos. Os neonicotindides e o fipronil (classe pirazol) séo
inseticidas com propriedades sistémicas. Suas caracteristicas fisico-quimicas, avaliadas,
principalmente, em termos de seu coeficiente de particdo octanol agua (K,,) € constante de
dissociagdo (pKa) permitem sua entrada nos tecidos vegetais e sua translocagéo para todas
as suas partes. Independentemente da forma de aplicacdo e da rota de entrada na planta,
eles se translocam por todos os seus tecidos, tornando-os toxicos para quaisquer insetos e,
potencialmente, para outros organismos que se alimentam da planta. Isso protege a planta
de danos diretos por insetos herbivoros, principalmente que se alimentam de seiva e,
indiretamente, de danos por virus de plantas que sao transmitidos por insetos (DELSO et al.,
2015).

3.4.1 Grupo quimico neonicotindide: imidacloprido

De acordo com a Resolugdo n° 165, de 29 de agosto de 2003, o imidacloprido

pertence ao grupo quimico neonicotindide. Classe: Inseticida. Nome quimico: 1 - (6 — chloro
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— 3 — pyridylmethyl) — N — nitroimidazolidin — 2 - ylideneamine. Formula bruta:
C9H10CIN502. A férmula estrutural esta apresentada na Figura 1 (ANVISA, 2003).

Os neoncotindides constituem uma familia quimica que incluem alguns dos
inseticidas mais populares e amplamente utilizados (GONALONS; FARINA, 2018). A
descoberta do imidacloprido por Shinzo Kagabu e sua subsequente introducédo no mercado
em 1991, deu inicio & era da classe de inseticidas neonicotindides (DELSO et al.,
2015). Nos anos seguintes, houve um desenvolvimento notavel de derivados tais como
nitempiram e acetamiprida, desenvolvidos em 1995, e as demais classes como tiametoxam,
clotianidina, dinotefurano e tiaclopride, desenvolvidos entre 1998 e 2002, resultando em sete
classes desse grupo (SOUZA, 2018). Nas duas décadas seguintes, 0s neonicotindides
tornaram-se 0s inseticidas mais amplamente usados das cinco principais classes quimicas
(os outros sendo organofosforados, carbamatos, fenil-pirazol e piretréides) no mercado
global (DELSO et al., 2015). A meia vida de degradacdo em solos brasileiros € maior que
188 dias (IBAMA, 2015). De acordo com a classificagdo toxicologica estabelecida pela
ANVISA (2019), o imidacloprido se enquadra na categoria lll, ou seja, é considerado produto

moderadamente téxico (embalagem faixa amarela).
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Figural Férmula estrutural do imidacloprido.

E uma classe de defensivos sistémicos, por isso s&o absorvidos e translocados por
toda a planta, fornecendo protecdo contra pragas por um periodo. Essa classe foi adotada
para substituir as quimicas mais antigas de carbamato e organofosfato consideradas mais
perigosas para aplicadores e outros organismos ndo alvo, particularmente mamiferos. S&o
utilizados como tratamento de sementes e do solo, diretamente sobre a folha ou através de
sistemas de irrigagdo (SCHAAFSMA et al., 2015), aplicacdo granular, imersdo de mudas,
guimigacdo, encharcamento (solo), aplicacdo de sulco, injecdo no tronco das arvores,
mistura com agua de rega, aplicacdo de bolbos de flores e aplicagcdo com pincel no caule

das arvores de fruto.
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As aplicagbes de sementes e solo representam, aproximadamente, 60% do uso em
todo o mundo (DELSO et al., 2015). A variedade de métodos de aplicagdo, juntamente com
suas propriedades sistémicas e baixa toxicidade para mamiferos, resultou em uma ampla
adocéao para a protecdo de culturas (SCHAAFSMA et al., 2015). Por serem persistentes no
ambiente, os neonicotindides requerem menos pulverizagdo adicional (CODLINGA et al.,
2016). Independentemente do modo de aplicagéo, os neonicotindides se distribuem por toda
a planta, incluindo os apices do crescimento de uma nova vegetagdo, tornando-os
particularmente eficazes contra pragas sugadoras, tanto acima quanto abaixo do solo
(DELSO et al., 2015).

Esses quimicos possuem um excelente desempenho no controle de pragas, sendo
utilizados para o combate de uma ampla gama de insetos como pragas sugadoras, pulgdes,
mosca branca, gorgulhos, cigarrinhas, gafanhotos e besouros (SOUZA, 2018). Atualmente,
0s neonicotinbéides sdo aprovados para uma ampla variedade de culturas agricolas como
algodao, arroz, arroz irrigado, batata, cana-de-agucar, citros, feijdo, fumo, milho, soja,
tomate e trigo (ADAPAR, 2020). Eles sdo solluveis em agua, mas exibem poténcias agudas
relativamente menores em relagéo aos peixes (CODLINGA et al., 2016).

A aplicagdo de inseticidas neonicotindides as plantas € conhecida por resultar na
concentracao residual de defensivos no néctar e pdélen das flores, mesmo quando é utilizado
apenas para o tratamento de sementes (SILVA; MELO, BLANCO, 2016). Eles agem como
neurotoxinas, perturbando o sistema nervoso das abelhas, ativando agonisticamente os
receptores nicotinicos de acetilcolina (GONALONS; FARINA, 2018), interrompendo a
transmissao colinérgica, o que pode levar as células neurais a falharem (SIVITER et al.,
2018). A dose letal média (LD50) de imidacloprido por contato € 0,061 ug/abelha e a dose
letal oral média (LD50) 0,013 ug/abelha (BAYO; GOKA, 2016).

Entre os principais efeitos podem ser citadas a redugéo do crescimento da col6nia, a
reducdo do forrageamento e a reducéo de producéo de abelhas rainhas (ROSA et al., 2019),
além de prejudicar a aptiddo individual das abelhas e das colénias em doses subletais.
Ainda, os neonicotindides podem ter efeitos toxicos retardados nas abelhas, principalmente
em casos de exposicdo cronica. Os produtos de degradacdo do imidacloprido do
metabolismo dos insetos e da deterioracdo ambiental também s&o toxicos para as abelhas.
O imidacloprido e seus subprodutos podem permanecer no solo e, posteriormente, serem
incorporados em plantas, iniciando um novo ciclo de exposicdo ao polinizador (ZHANG;
NIEH, 2015).

Em menos de 20 anos os neonicotindides se tornaram a classe de inseticida mais
utilizada, com uma quota de mais de 25% do mercado global (ROSA et al., 2019). Em 2010
0S neonicotinbides representaram cerca 27% das vendas mundiais de inseticidas, sendo

gue nos Estados Unidos a renda com a venda desses defensivos foi de, aproximadamente,
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U$ 2.63 bilhdes, dos quais o imidacloprido representou 41,5% das vendas. Em 2014, mais
uma vez este grupo quimico disparou com mais de 25% das vendas mundiais, sendo que as
classes tiametoxam, imidacloprido e clotianidina representaram 85% das vendas.

As principais regiées consumidoras desse inseticida sdo a América Latina, a Asia e a
América do Norte (SOUZA, 2018). No geral, o maior uso parece ser a protecdo de
plantacdes, plantas ornamentais, arvores, agricultura, horticultura, viveiro de &arvores e
silvicultura (DELSO et al., 2015).

De acordo com a bula de um dos fabricantes de imidacloprido, nos humanos a
ingestdo pode causar tontura, sonoléncia, tremores e movimentos incoordenados, falta de
coordenagdo, tremores, diarreia e perda de peso. Esses inseticidas parecem ser menos
téxicos quando absorvidos por via dérmica ou inalatéria do que quando absorvidos por via
oral (NORTOX, 2019b).

O volume e percentual de imidacloprido comercializado no Parand, entre os anos de

2013 e 2019, sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Imidacloprido em toneladas e percentual comercializado no Parana entre 2013 e

2019
Ano 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Volume 2617,16  1913,27 1900,83  2248,72  2309,95 2489,84 2115,37
% 2,81 1,96 1,89 2,44 2,50 2,68 2,22

Fonte: ADAPAR (2020).

3.4.2 Grupo quimico pirazol: fipronil

De acordo com a n° Resolucdo - RE n° 165, de 29 de agosto de 2003, o fipronil
pertence ao grupo quimico pirazol. Classe: Inseticida, formicida e cupinicida. Nome quimico:
(RS) — 5 —amino — 1 - (2,6 — dichloro - a,a,a — trifluoro — p - tolyl) — 4 - trifluoro
methylsulfinylpyrazole — 3 — carbonitrile. Férmula bruta: C12H4CI2F6N40S. A férmula
estrutural esta apresentada na Figura 2 (ANVISA, 2003).

Os fenilpirazois foram desenvolvidos na década de 1980 e introduzidos no mercado
por volta dos anos 1990, com indicacdo para uso na agricultura e na medicina veterinaria
(SOUZA et al.,, 2014). Os defensivos pirazois diferem dos inseticidas classicos, pois
apresentam agdo sistémica na planta (SILVA; MELO; BLANCO, 2016). A empresa francesa
Rhéne-Poulenc Agro (agora Bayer CropScience) descobriu e desenvolveu o fipronil entre
1985 e 1987, que chegou ao mercado em 1993. As substancias pertencentes a familia do
pirazol tém principalmente efeitos herbicidas, enquanto o fipronil € um potente inseticida
(DELSO et al., 2015). A meia vida é em torno de 142 dias (BAYO; GOKA, 2016). De acordo



27

com a classificacao toxicologica estabelecida pela ANVISA (2019), o fipronil se enquadra na
categoria Il, ou seja, € considerado produto altamente téxico (embalagem faixa vermelha).
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Figura2 Formula estrutural do fipronil.

Atualmente o fipronil, defensivo pirazol mais conhecido, € amplamente utilizado no
controle de pragas (JACOB et al.,, 2015) como protecdo de varias culturas, pois permite
grande flexibilidade nos métodos de aplicacdo (BONMATIN et al., 2015), como a aplicacéo
no solo (culturas de batata, cana-de-agucar, duboisia e milho), a aplicagéo foliar (culturas do
algodao, arroz, duboisia, eucalipto e soja), a aplicacdo no solo/olheiros (culturas acécia,
acacia negra, araucaria, parica, pinus, populus, seringueira e teca) a aplicacdo em sementes
(algodao, amendoim, arroz, cevada, feijdo, girassol, milho, pastagens, sorgo, soja e trigo), a
aplicacao foliar de mudas em viveiros (culturas de acacia, acécia negra, araucaria, eucalipto,
parica, pinus, populus, seringueira e teca) e o controle de formigas e cupins e aplicacdo na
agua de irrigacao para o arroz irrigado (ANVISA, 2020).

O fipronil sofreu restricbes em diversos paises. No Uruguai foi cancelado o uso
agricola, permanecendo apenas as formula¢ées formicidas e tratamento de semente para o
arroz. No Reino Unido, foram revogadas todas as autoriza¢des apds conclusdo da revisdo
feita pela UE. Nos EUA, o fipronil possui uso restrito (Restricted use pesticide - RUP),
podendo ser aplicado apenas por profissionais certificados pela Agéncia. Na Alemanha néo
é registrado. Foi concedido apenas o uso emergencial para a cultura da batata. Mas no
Brasil, ndo possui autorizacdo apenas para aplicagdo aérea (IBAMA, 2015).

Além de causar alteragcbes comportamentais que prejudicam as atividades de
comunicacdo e forrageamento das abelhas, o fipronil pode tornar as colbnias mais
vulneraveis a patdgenos e parasitas (ZALUSKI et al., 2015). E um inseticida neurotdxico que
inibe os receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), causando excesso de atividade
neural (JACOB et al.,, 2015). A dose letal média (LD50) de fipronil por contato é
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0,007 pg/abelha e a dose letal oral média (LD50) 0,001 ug/abelha (BAYO; GOKA, 2016). Os
inseticidas pirazois podem ser detectados no polen e néctar durante todo o periodo de
floracdo, como consequéncia, as abelhas podem sofrer uma exposicdo cronica a eles, ao
longo de grandes periodos de tempo apos a aplicacdo (SILVA; MELO; BLANCO, 2016). O
fipronil esta relacionado a maioria dos eventos de mortandade de abelhas notificados no
Brasil (IBAMA, 2015).

Além disso, o fipronil é altamente toxico para muitas classes de insetos e exibem
toxicidade vertebrada relativamente baixa quando comparados com outras classes de
inseticidas atualmente em uso. O fipronil € composto por moléculas relativamente pequenas
e sdo altamente solluveis em agua. Na ultima década, as preocupagdes com o destino e 0s
efeitos ambientais desse composto destacaram algumas das armadilhas associadas ao uso
inadequado, como a persisténcia no solo e os efeitos sobre espécies de invertebrados néo
direcionados (BONMATIN et al., 2015).

De acordo com a bula de um dos fabricantes de fipronil, nos humanos os principais
efeitos estdo relacionados ao sistema nervoso central, como convulsdo, ataxia, tremores,
hiper e/ou hipoatividade (NORTOX, 2019a).

O volume e percentual de fipronil comercializado no Parana entre os anos de 2013 e

2019 estéo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 Fipronil em toneladas e percentual comercializado no Parana entre 2013 e 2019

Ano 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Volume 1452,94 370,94 362,06 230,40 230,10 148,65 200,10
% 1,56 0,38 0,36 0,25 0,25 0,16 0,21

Fonte: ADAPAR (2020).

3.5 Defensivos em mel

O mel pode ser contaminado diretamente nas praticas apicolas ou indiretamente
através de fontes ambientais. Acaricidas, fungicidas, inseticidas e muitas outras substancias
toxicas sdo usadas nas colbnias para controlar doencas nas abelhas, especialmente
varroatose e ascosferiose, podendo contaminar diretamente o mel e outros produtos da
colénia. Por outro lado, a contaminacdo indireta do meio ambiente ocorre por visitas das
abelhas a flores contaminadas por defensivos agricolas. De acordo com os regulamentos da
Unido europeia (UE), o mel é considerado inadequado para consumo humano se 0s
residuos de defensivos estiverem além dos niveis méximos de residuos (LMR) que
geralmente estdo na faixa de 0,01 a 0,05 ug g* (SHENDY et al., 2016).
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Usar o mel como alimento natural demanda alta qualidade. No entanto, a producéo
ocorre em conjunto com as atividades agricolas e residuos de defensivos foram detectados
em meéis de varios paises em niveis variados, em alguns casos excedendo os LMR
permitidos (KARISE et al.,, 2017). A demanda por mel livre de defensivos € aumentada
devido as preocupacdes de saude e seguranca do cliente e competitividade no mercado
(RAFIQUE et al, 2018). Devido ao uso extensivo do mel em todo o mundo, sua
contaminacdo tem sido uma grande preocupacdo em nivel mundial. Varios estudos foram
realizados para monitorar contaminantes de mel (MALHAT et al., 2015). Para preservar a
salude das abelhas, que esta integrada a salde humana, e para preservar a qualidade dos
subprodutos das abelhas, especialmente o mel, € necessario monitora-los regularmente
usando métodos analiticos rigorosos para confirmar a qualidade dos produtos (IRUNGU;
RAINA; TORTO, 2016). Por isso, a procura por rigorosos padrdes de qualidade torna-se
necessaria para suprir ao mercado consumidor cada vez mais exigente (SILVA et al., 2014).

Em escala global, existem numerosos estudos sobre residuos de defensivos
agricolas em abelhas e seus produtos. Rafique et al. (2018) avaliaram residuos de
defensivos no mel do Paquistdo. Vinte e seis amostras foram coletadas em apiarios de
diferentes regifes. Dos 35 defensivos selecionados, residuos de 9 foram detectados em
26,9% das amostras de mel. Cerca de 15,3% das amostras foram contaminadas com
mevinpos, lindano, clorpirifés-metil e dieldrin, que estdo acima dos limites permitidos pelo
Codex Alimentarius. J4 os defensivos diclorodifeniltricloroetano (4,4-DDE), profenofos,
trifluralina, etalfluralina e diclorvos foram detectados, porém, dentro dos limites preconizados
pela legislacdo. Embora mevinpos e diclorvos sejam proibidos no Paquistdo, 0 uso no
passado e o uso ilicito no presente podem ser uma importante fonte de contaminacao.

Malhat et al. (2015) monitoraram residuos de defensivos agricolas organoclorados e
piretroides sintéticos em amostras de mel coletadas nas provincias de Shargya, Qalyoubia e
Ismailia, localizadas no Egito e detectaram residuos de Hexaclorobenzeno (HCB) em
68 amostras, quase 70% do total, com uma concentracdo média de 0,0085 pg g™'. Apenas
duas amostras continham residuos p, p DDE (diclorodifenildicloroetileno) a uma
concentracdo média de 0,019 pg g™'. Os compostos mais frequentemente detectados foram
HCB, permetrina, heptacloro-epoxido, endrina, aldrina e Gama hexaclorociclohexano
(y-HCH). Apenas uma amostra contendo y-HCH com valor superior ao LMR foi detectada
nesse estudo.

Em estudo realizado por Karise et al. (2017), um total de 33 amostras de mel foram
coletadas de colmeias da Estbnia nos anos de 2013 e 2014, para andlise
de residuos de defensivos agricolas. As proporcdes de amostras com pelo menos vestigios
de defensivo foram comparadas, sendo 78% em 2013 e 63% em 2014. Em 2013, cinco

compostos diferentes foram encontrados nas amostras de mel, sendo o clopiralide em 64%
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(duas vezes acima do LMR), glifosato em 21% (duas vezes acima do LMR). Para o
dimetoato, o tiaclopride e o tau-fluvalinato encontrados, todas as quantidades
permaneceram abaixo do limite de detecgcdo (LOD). Em 2014, no entanto, foram
encontrados sete compostos sendo o é&cido 2,4D (2,4D), glifosato, tebuconazol,
azoxistrobina, dimetoato, tiaclopride e tau-fluvalinato.

Darko et al. (2017) avaliaram as concentracdes de residuos de defensivos agricolas
no mel amostrado nas principais areas produtivas em Gana, sendo: piretréides,
organoclorados e organofosforados. Os defensivos: aldrina, y- HCH,
Beta-Hexaclorociclohexano (B-HCH), endossulfao, ciflutrina, cipermetrina, deltametrina,
permetrina metoxicloro, Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), clorpirifos, fenvalerato, malatido,
dimetoato e diazinon foram detectados na concentracdo de 0,01 pg g™, enquanto a ciflutrina
e permetrina foram detectadas na concentracdo média de 0,02 e 0,04 pgg™,
respectivamente. Todos os residuos detectados estavam em niveis abaixo dos LMR
estabelecidos pela Unido Europeia. Portanto, os autores concluiram que os residuos de
defensivos nas amostras de mel analisadas ndo representam risco a salde dos
consumidores.

Kasiotis et al. (2014) analisaram residuos de 115 defensivos agricolas de diferentes
classes quimicas em corpos de abelhas, pdlen e mel de diferentes areas da Grécia. E
encontraram residuos em 73% das amostras de abelhas, 43% das amostras de pdlen e
apenas 0,1% das amostras de mel. Os autores concluiram que as abelhas tém contato com
as plantas, mas nem todo defensivo tem contato com o mel.

Oliveira et al. (2016) analisaram 21 amostras de polen de abelha fornecidas pelos
apicultores de Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil, em que detectaram a presenca de:
trifluralina, alaclor, bioaletrina, permetrina, aldrin e endossulfdao. Nesse mesmo estudo,
analisaram 145 amostras de pélen coletadas de dez colmeias no apiario experimental da
Embrapa em Jaguariina, S&o Paulo, Brasil, em que 18 (12%) das amostras apresentaram
residuos de pendimetalina, mas em concentragbes abaixo do limite de quantificacao,
enquanto quatro amostras (3%) apresentaram resultados positivos para a bioaletrina,
também abaixo do limite de quantificagdo.

Diferentes resultados foram encontrados por Valverde et al. (2018), que analisaram
residuos de neonicotindides em dezoito amostras comerciais de mel de trés diferentes
origens botanicas e em dez amostras de mel coletadas de apiarios experimentais de
diferentes regibes da Espanha. Nao foram detectados residuos desses inseticidas em
nenhuma das amostras comerciais, enquanto nas amostras dos apiarios foi detectado
residuo de tiametoxam em seis amostras e imidacloprido em apenas uma amostra.

Silva Junior, Neves e Nascimento (2019) avaliaram 207 amostras de mel coletadas

em Jaguaquara, Bahia, Brasil. O mel analisado foi coletado entre novembro e dezembro de
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2017, periodo mais seco e com numero reduzido de culturas anuais que, na regido do
estudo, concentram-se entre os meses de marco a julho. Também nédo detectaram residuos
de defensivos em nenhuma das amostras. Resultados semelhantes foram verificados por
Lopes et al. (2018), que ndo encontraram residuos de defensivos em 20 amostras de mel
produzido e extraido nas casas de mel da Regido das Missdes, Rio Grande do Sul, Brasil.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descricdo das amostras

As amostras de mel foram adquiridas em mercados e lojas de produtos naturais na
cidade de Cascavel, Parana, no periodo de janeiro de 2020, sendo quatro de mel organico e
quatro convencional. Inicialmente, desejava-se realizar as analises apenas com mel
produzido no estado do Parana, porém, isso nao foi possivel por ndo haver quantidade
suficiente do produto disponivel para compra. Por esse motivo, escolheram-se os estados
mais préximos, sendo Santa Catarina com duas amostras e Sdo Paulo com uma amostra,
as demais foram produzidas no Parana. Dentre elas, sete estavam embaladas em
recipientes de plastico e uma em recipiente de vidro. As quantidades liquidas variaram entre
250 e 500 g, com valores entre R$ 5,58 e 8,66 por 100 g para o mel orgénico e de R$ 4,23 a
4,85 por 100 g para o mel convencional, estando as diferencas relacionadas, principalmente,
com a marca e local de producdo. As amostras de mel organico estdo identificadas no
Quadro 1 e as de mel convencional estdo identificadas no Quadro 2, em que estdo descritas
as principais atividades econdémicas e locais de producédo de cada uma delas. A marca foi

omitida a fim de preservar legalmente os dados gerados.

Quadro 1 Amostras de mel organico utilizadas para determinacdo de imidacloprido e

fipronil
Principais atividades econdmicas da cidade
Local de Producé&o agropecuéria Industrial
Marca | producédo Temporaria Permanente Origem animal
1 S&o Bento do | Milho, soja, Banana e erva Criacéo de aves e | Mobiliario, higiene e limpeza,
Sul - Santa batata, mandioca, | mate. bovinos; producdo | metallrgica, fiagdo, tecelagem,
Catarina tomate, fumo e de mel, leite e ovos | ceramica e plastico.
feijdo. de galinha.
2 Ipedna - Sdo | Cana de acucar, | Caqui, laranja, Criacdo de aves e | Beneficiamento e empacotamento de
Paulo mandioca e tangerina, pera e | suinos; producéo leite; fabricac&o de tubos e tanques em
milho. abacate. de mel, ovos de fibra de vidro; fabricacé@o de
galinha e leite. aeronaves; moagem de calcério;
metallrgica; beneficiamento de
cereais; integracéo e abatedouro de
aves; purificacdo de aromas citricos
etc.
3 Prudentopolis | Soja, milho, Erva mate, Criagdo de aves, Produtos minerais ndo metdlicos,
- Parana feijdo, fumo e maracuja, laranja | bovinos e suinos; metallrgica, madeira, moveis, téxtil,
cevada. e uva. producéo de mel e | calgados, produtos alimenticios, bebida
leite. e alcool etilico.
4 Unido da Soja, milho, Erva mate, uva e | Criacéo de aves, Fabricag&o de artefatos para pesca e
Vitéria - mandioca, feijdo, |tangerina. suinos e bovinos; esporte, produtos de madeira, produtos
Parana cana de agucar, producéo de mel e | de fumo, papel, siderurgia, produtos de
melancia, trigo e leite. material plastico, fabricacdo de
fumo. produtos quimicos organicos.

Fonte: IBGE e sites dos municipios.
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Quadro 2 Amostras de mel convencional utilizadas para determinacdo de imidacloprido e

fipronil
Principais atividades econémicas da cidade
Local de Producé&o agropecuéria
Marca producao Temporaria Permanente Origem animal Industrial
5 Xaxim - Soja, milho, trigo, | - Criacéo de aves, Abatedouro de aves e prestagfes a
Santa feijdo, mandioca suinos e bovinos; servigos as agroindustrias.
Catarina e fumo. producéo de mel,
leite e ovos de
galinha.
6 Rolandia - | Soja, cana de Laranja, café, Criagdo de aves, IndUstria alimenticia e usina de
Parana acucar, milho, abacate e uva. suinos e bovinos; alcool.
trigo, mandioca e producéo de leite,
algodéo. mel e ovos de
galinha.
7 Maringa - Milho, soja, cana | Banana, laranja e | Criacédo de aves, Alimentacéo e bebidas, vestuario e
Parana de acucar, trigo e | café. bovinos, suinos, moveis.
mandioca. codornas e ovinos;
producédo de mel.
8 Marechal Milho, soja, Uva, banana e Criacéo de aves, Industrias alimenticias, moveleira,
Candido mandioca e cana | abacate. suinos, bovinos e vestuario e metallrgica.
Rondon - de acUcar. ovinos; produgdo
Parana de leite e mel.

Fonte: IBGE e sites dos municipios.

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente e levadas ao Laboratério de
Analises Agroambientais, Setor de Engenharia Agricola da Universidade Estadual do Oeste
do Parand (UNIOESTE), campus de Cascavel. Para extracdo e quantificacdo dos
defensivos selecionados. A metodologia utilizada foi adaptada de Costa (2014).

4.2 Limpezas das vidrarias

As vidrarias foram lavadas em agua e detergente e, em seguida, com agua Milli-Q.
Foram passados duas vezes em todo material os reagentes etanol 99,5%, metanol grau
HPLC e hexano grau HPLC. As vidrarias ndo volumétricas foram secadas em estufa a 70 °C
por 24 h e as vidrarias volumétricas foram posicionadas em um escorredor, onde secaram
naturalmente. Tal procedimento de limpeza € imprescindivel para minimizar a presenca de
interferentes.

4.3 Extracdo das amostras de mel

Um grama de cada amostra de mel foi pesado em tubos de ensaio identificados

utilizando-se uma balanca analitica (Shimadzu®) com precisdo de quatro casas decimais.
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Em seguida, a amostra foi diluida em agua Mili-Q até o volume de 3 mL e a solucao foi
homogeneizada sob agitagdo de um vortex (Kasvi basic, modelo: K45-2810).

O condicionamento dos cartuchos SPE C18 1000 mg/ 6 mL foi realizado
conectando-se os cartuchos a um minifold (Figura 3). Foram adicionados 5 mL de metanol e
aplicou-se véacuo, descartou-se o0 solvente, sem permitir a secagem do adsorvente. Para
todas as adicbes nos cartuchos a torneira do equipamento foi regulada para que a
passagem do solvente fosse por gotejamento. Em seguida, o procedimento foi repetido com
5 mL de agua Mili-Q. Em seguida, os cartuchos foram carregados com 1 mL da solugdo da
amostra e lavados com 5 mL de agua Mili-Q. Essas etapas foram realizadas permitindo a
completa secagem do adsorvente e o descarte do solvente. Em seguida, os tubos de ensaio
identificados foram posicionados abaixo dos cartuchos, adicionando-se para eluicdo dos

extratos 3 mL de metanol (Figura 4).

FEYY VU -

Figura3 Condicionamento dos cartuchos SPE C18 1000 mg / 6 ml conectado a um
Minifold.

Figura4 Coletas de extratos em tubos de ensaios sob vacuo.
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Os eluidos foram secos sob fluxo de nitrogénio (Figura 5) no equipamento
TurboVap® LV (Figura 6), a temperatura de 40 °C, até a completa evaporacao do solvente
por, aproximadamente, 45 min. Os analitos foram ressuspendidos em 1 mL de metanol,
homogeneizados sob agitacdo do vortex e transferidos para vials de cromatografia. Cada
vial foi tampado, identificado e armazenado no congelador até 0 momento da determinacao

cromatograéfica.

Figura5 Eluidos submetidos a secagem sob fluxo de nitrogénio.

Figura6 TurboVap® LV.

4.4 Andlise estatistica

A correlacéo foi avaliada com base no coeficiente de correlagéo linear (R?) utilizando
o software Ms-Excel 2010. Para comparar a média da concentracdo entre as amostras

organicas e convencionais foi realizado o Teste T Student.
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4.5 Determinacédo de imidacloprido em mel

Uma solucdo estoque foi preparada pesando-se 8,0 mg de imidacloprido (pureza
99,9% grau HPLC, Sigma-Aldrich®) em uma balan¢a analitica (Shimadzu®) com precisdo
de quatro casas decimais, dissolvendo-se esse solido em 10 mL de metanol, obtendo-se
uma concentragao de 800 ug mi™. A partir dessa solucéo, foi preparada a solugdo-méae de
4 ug ml™, a partir da qual foram preparadas seis solugdes de trabalho, todas em metanol,
com as seguintes concentragdes: 0,05; 0,1; 0,15; 0,25; 0,5€ 1,0 uyg mi™.

A deteccdo de imidacloprido nas amostras de mel e os parametros de validagéo
foram analisados em sistema cromatografico, utilizando equipamento de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC - Shimadzu®, Figura 7), equipado com amostrador
automatico (SIL-20A).

Figura7 Shimadzu HPLC, localizado no laboratorio de Andlises Agroambientais, da
Universidade Estadual do Oeste do Parana.

A coluna cromatogréfica utilizada foi a Kromasil C18, 5 um, 150 X 4,6 mm da marca
AkzoNobel. Os parametros cromatograficos do método de determinagéo foram detector UV
(SPD-20A), comprimento de onda 270 nm, modo de eluicdo isocratico, fase movel
agua-acetonitrila (70:30 v/v), fluxo de 1ml.min™, volume de inje¢cdo 30 pl, temperatura de
aquecimento 25 °C e tempo de corrida 8 min.

4.6 Parametros de validagdo cromatogréfica para analise de imidacloprido em mel
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A fim de atestar a confiabilidade do método, alguns parametros de validacdo foram
estudados, seguindo-se as recomendacfes da in-house validation, conforme descritas por
Ribani et al. (2004), sendo: seletividade, linearidade, limites de deteccdo e de quantificacédo
e recuperacao.

A seletividade foi realizada em triplicata, comparando-se uma matriz com adi¢cdo do
analito (padréo imidaclorpido com concentracéo de 4 pg mL™) e uma matriz sem a adi¢do do
analito. O resultado destas medi¢8es foi avaliado considerando-se os tempos caracteristicos
de retencéo do pico.

A linearidade foi obtida por padronizacdo externa e formulada com expresséo
matematica usada para o calculo da concentragdo do analito a ser determinado na amostra
de mel. A equacao da reta que relaciona as duas variaveis: area do pico e a concentragao

da substéncia a ser quantificada é expressa pela Equagéo 1 (INMETRO, 2007).

y=ax+bhb (1)
em que:

y = resposta medida (absorbéncia, altura ou area do pico etc.);

X = concentragao;

a = inclinacdo da curva de calibragédo = sensibilidade;

b = interse¢cdo com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade foi avaliada através da equacao da reta, considerando-se o coeficiente
de correlacéo linear (r %= 0,99) como indicador do modelo matematico e, para o ajuste da
curva analitica, foram preparadas solugfes estoques e de trabalho, conforme secéo 4.5, em
triplicatas injetadas em ordem crescente.

O limite de deteccao (LD) foi determinado pelo método visual, que consiste em injetar
solucdes de concentracdo crescente, até o aparecimento de um sinal analitico visivel. O
limite de quantificacdo (LQ) foi considerado a concentracdo do menor ponto da curva
analitica.

O ensaio de recuperacgédo foi realizado comparando-se os resultados analiticos da
solugdo padrdo dos defensivos de menor concentracdo da curva analitica, submetidos ao
processo de extracdo em fase soélida, com os resultados que foram obtidos com a mesma
solucao padrao ndo extraidas.

O ensaio de recuperacéo foi calculado, conforme a Equacao 2 (ANVISA, 2017).

Recuperacao = Concentracdo média experimental x 100 (2)

Concentracéo tetrica
em que:

Concentracdo média experimental = obtida pela equacao de linearidade;
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Concentracdo teorica = concentracdo conhecida e selecionada para a recuperacdo

(4 pg mL-1).

Conforme a Associacdo Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas, os intervalos
aceitaveis de recuperacao para analise de residuos geralmente estéo entre 70 e 120%, com
precisao de até + 20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e da amostra, este
valor pode ser de 50 a 120%, com precisédo de até + 15% (GARP, 1999).

4.7 Determinacéo de fipronil em mel

Uma solugédo estoque foi preparada pesando-se 8,0 mg de fipronil (pureza 99,9%
grau HPLC, Sigma-Aldrich) em uma balanca analitica (Shimadzu®), com precisdo de quatro
casas decimais. O solido foi dissolvido em 10 mL de metanol, obtendo-se uma concentracédo
de 800 pug mL™. A partir dessa solucéo, foi preparada a solu¢cdo-mae de 4 ug mL™, a partir
da qual foram preparadas seis solugbes, todas em metanol, com as seguintes
concentragdes: 0,01; 0,1; 0,15; 0,25; 0,5 € 1,0 ug ml™.

A deteccdo de fipronil nas amostras de mel e os parametros de validacdo foram
analisados em sistema cromatogréfico, utilizando um equipamento de cromatografia gasosa
com detector de captura de elétrons CG-ECD (Shimadzu GC-2010, Figura 8), equipado com
amostrador automético (AOC 20i), com volume de injecdo de 1 pg, com gas de arraste
hélio 5.0, gas make-up nitrogénio 5.0 e coluna capilar cromatografica com filme de 5% de
fenil e 95% de metilpolisiloxano SLB® Supelco (comprimento: 30 m, didmetro interno:
0,25 mm e espessura do filme: 0,25 pg). Os demais parametros cromatograficos do método
estdo descritos na Tabela 5.

Figura8 GC-ECD, Shimadzu CG-2010, localizado no laboratério de andlises
agroambientais da Universidade Estadual do Oeste do Parana.
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Tabela5 Condicbes cromatograficas do CG-ECD para determinacdo de fipronil em
amostras de mel

Temperatura (°C) 260
Injetor Modo de injecéo Splitless
Tempo de amostragem (min) 2,0
Razao do split 1:10
Gas de arraste Hélio
Modo de controle de fluxo Pressao
Fluxo na coluna (m min™) 0,92
Temperatura 100
Coluna Programacéo da temperatura 100 °C por 1 min, 15 °C min™ até 230 °C;

2 °C min™ até 256 °C por 2 min; 20 °C
min™" até 280 °C por 10 min

Tempo total da corrida cromatografica 35,87
Temperatura 340
Detector Gas de Make-up Nitrogénio
Fluxo do gas Make-up (ml min™) 20
Corrente 0.3

4.8 Parametros de validagdo cromatogréafico para andlise de fipronil em mel

A fim de se atestar a confiabilidade do método, alguns dos parametros de validacao
foram estudados, seguindo-se as recomendagdes da in-house validation, conforme descritas
por Ribani et al. (2004), sendo: seletividade, linearidade, limites de deteccdo e de
guantificacéo e recuperacao.

A seletividade foi realizada em triplicata, comparando uma matriz com adi¢cdo do
analito (padr&o fipronil com concentracdo de 4 pg mL™") e uma matriz sem a adicdo do
analito. O resultado dessas medicbes foi avaliado, considerando-se o0s tempos
caracteristicos de retencdo do pico.

A linearidade foi obtida por padronizacdo externa e formulada com expressao
matematica usada para o calculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra
de mel, a equacao da reta que relaciona as duas variaveis area do pico e a concentracao da

substancia a ser quantificada é expressa pela Equacéao 3 (INMETRO, 2007).

y=ax+b 3
em que:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico etc.);

X = concentracao;

a = inclinacéo da curva de calibracéo = sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo y, quando x = 0.
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A linearidade foi avaliada através da equacao da reta, considerando-se o coeficiente
de correlac&o linear (r = 0,99) como indicador do modelo matematico e, para o ajuste da
curva analitica, foram preparadas solu¢fes estoques e de trabalho, conforme a secao 4.7,
em triplicatas injetadas em ordem crescente.

O limite de detecgéo (LD) foi determinado utilizando-se o método visual, que consiste
em injetar solu¢des de concentragdo crescente, até o aparecimento de um sinal analitico
visivel. O limite de quantificacdo (LQ) foi considerado a concentracdo do menor ponto da
curva analitica.

O ensaio de recuperacéo foi realizado comparando-se os resultados analiticos da
solucdo padrdo dos defensivos de menor concentracdo da curva analitica, submetidos ao
processo de extracdo em fase solida, com os resultados que foram obtidos com a mesma
solucdo padrdo néo extraidas.

O ensaio de recuperacao foi calculado conforme a Equacgéo 4 (ANVISA, 2017).

Recuperacdo = Concentracdo média experimental x 100 (4)

Concentragao teodrica
em que:
Concentragdo média experimental = € obtida por meio da equacéo de linearidade;
Concentragdo teorica = concentragdo conhecida e selecionada para a recuperagéo
(4 ug mL-1).

Conforme a Associacdo Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas, os intervalos
aceitaveis de recuperacao para analise de residuos, geralmente, estdo entre 70 e 120%,
com precisdo de até + 20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e da amostra,
esse valor pode ser de 50 a 120%, com preciséo de até + 15% (GARP, 1999).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacédo de imidacloprido em mel

Os parametros de validagéo estudados foram satisfatérios. A seletividade do método
foi avaliada, comparando-se a matriz isenta de substancia (Figura 9) e a matriz adicionada
com o padréo imidacloprido (Figura 10). Na Figura 9 é apresentado 0 cromatrograma com
pico de metanol (solvente utilizado para diluicdo do imidacloprido) e o pico da fase movel
agua-acetonitrila (70:30 v/v) entre 2 e 3 min. Na Figura 9 é apresentado o cromatograma

referente ao pico de imidacloprido no tempo de retencdo de 4,79 min.
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Figura9 Cromatograma correspondente ao solvente metanol utilizado para a diluicdo do
imidacloprido.
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Figura 10 Cromatograma correspondente ao tempo de retencao do pico do imidacloprido.
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Analisando-se as figuras observa-se que o método mediu exatamente o composto
em estudo e ndo houve interferéncia de outros componentes, pois na Figura 9 ndo ha sinal
do composto imidacloprido, garantido desta forma, que o pico de resposta € exclusivamente
do composto de interesse. Para avaliar a seletividade, Valverde et al (2018) utilizaram em
sistema cromatografico amostras de mel em branco de trés origens diferentes e os
resultados foram comparados com os obtidos em amostras de mel adicionadas com padréo.
Nao foi observada interferéncia cromatogréfica nos tempos de retencdo dos analitos em
nenhuma das amostras em branco analisadas. Jovanov et al. (2015), para encontrar a
seletividade do método, investigaram a possibilidade de compostos interferentes pela
analise de amostras combinadas com a matriz, preparadas usando-se uma amostra em
branco para garantir que ndo houvesse interferéncia nos respectivos tempos de retencao de
neonicotindides e obtiveram picos nos tempos de retengcdo de todos os neonicotindides
investigados, sem picos interferentes observados nos respectivos tempos de retencéo na
amostra de mel em branco.

A linearidade foi determinada com seis concentracdes diferentes, sendo: 0,05; 0,1;
0,15; 0,25; 0,5 e 1,0 ug mlI™, em que se obteve a curva analitica do imidacloprido que
expressa a equacao da reta apresentada na Figura 11. A curva analitica para o composto
em estudo apresentou boa linearidade com correlacdo de 0,998, estando de acordo com o
recomendado pela ANVISA (2017), que define um coeficiente de correlacdo (R?) acima de
0,99.
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Figura 11 Curva analitica do imidacloprido realizada no HPLC.
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Diversos autores, em estudos cromatogréaficos, também alcancaram R* = 0,99.
Destacam-se os trabalhos de: Valverde et al. (2018) no desenvolvimento e validagdo de
métodos baseados em cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massa
em tandem para a determinacdo de inseticidas neonicotinéides no mel; Pareja et al. (2011)
que analisaram favos de mel em colmeias despovoadas no Uruguai; Jovanov et al. (2015)
pela analise de mel de diferentes origens florais em 7 regies da Provincia Autbnoma de
Voivodina, Republica da Sérvia; Silva e Faria (2020) que desenvolveram um método
analitico de alta detectabilidade para a determinacdo de residuos de defensivos em méis
produzidos na regido do Triangulo Mineiro, MG, Brasil, empregando o método QUEChERS e
a técnica UHPLC-MS/MS; Irungu, Raina e Torto (2016) que utilizaram espectrometria de
massa em cromatografia liquida em tandem (LC-MS / MS).

O limite de deteccao (LD) encontrado para imidacloprido foi 0,004 ug mi™. Para se
chegar a esse valor, utilizou-se o primeiro ponto da curva que tem a concentracdo de
0,05 ppm do padrdo imidacloprido; valores foram estimados para detectar o composto no
HPLC, inicialmente injetou-se a concentragéo de 0,001 ug g™ (preparada a partir do primeiro
ponto da curva) e, em ordem crescente, demais valores foram sendo testados até o
aparecimento de um sinal analitico visivel. Na concentragcao de 0,004 ug g™ visualizou-se
um pico, concluindo-se que esse era o valor para LD. Valores semelhantes foram
encontrados por Silva e Faria (2020) 0,004 pg g™ e Pareja et al. (2011) 0,005 ug g™.
Resultados superiores foram alcancados por Costa (2014) que, ao desenvolver um método
para determinacgdo de fipronil e imidacloprido em mel, encontrou 0,03 ug g™ e Silva Junior,
Neves e Nascimento (2019), em determinacéo de residuos de agrotdéxicos em mel e analise
em amostras coletadas em Jaguaquara, Bahia, Brasil, estudaram 207 compostos de
defensivos e encontraram 0,01 ug g™'. Valores inferiores foram observados por Kasiotis et al.
(2014) em que analisaram amostras de abelhas, pélen de abelha e mel de diferentes areas
da Grécia quanto a presenca de residuos de defensivos, utlizando detectores de
espectrometria de massa e encontram nas amostras de mel 0,0004 ug g™'; Jovanov et al.
(2015) utilizaram dois métodos: DLLME e QUEChERS, encontrando 0,0015 pug g™ e 0,002
Mg g™ respectivamente.

O limite de quantificagdo (LQ) foi considerado 0,05 pg ml™, ou seja, 0 menor ponto
da curva. Resultado semelhante ao deste estudo foi observado por Costa (2014) 0,04 ug g™.
Valores inferiores foram encontrados por outros autores, como: Jovanov et al. (2015) que
utilizaram dois métodos: DLLME e QUEChERS e encontraram 0,005 pg g™ e 0,005 pg g™,
respectivamente. Pareja et al. (2011) que encontraram 0,0015 pg g™' e Kasiotis et al. (2014)
0,0015 ug g™.

A taxa de recuperacdo alcancada foi 92,28%, percentual ideal de acordo com os

intervalos aceitaveis para analise de residuos, os quais devem estar entre 70 e 120%, com
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precisdo de até + 20% (GARP, 1999). Resultados semelhantes ao deste estudo foram
encontrados por Jovanov et al. (2015), que determinaram a recuperagao utilizando amostras
de mel em branco enriquecidas em trés niveis de concentracdo e alcangaram uma média de
92,17% para o método DLLME e 83,53% para o método QUEChERS. Resultados diferentes
foram encontrados por diversos autores: Irungu, Raina e Torto (2016), utilizando
espectrometria de massa em cromatografia liquida em tandem (LC-MS / MS), avaliaram
varios métodos de limpeza para determinacao eficiente de 96 defensivos agricolas no mel.
O método de limpeza selecionado foi otimizado e validado e, em seguida, aplicado para
realizar um estudo preliminar de amostras comerciais de mel da Africa; a média de
recuperacao para imidacloprido nos métodos selecionados foi 80,65%; Pareja et al. (2011)
testaram favos de mel quanto ao teor de defensivos e os livres de defensivos foram
empregados para os testes de recuperagdo; alcancaram uma taxa de 98%; Jones e Turnbull
(2016) avaliaram a presenca de imidacloprido em amostras de mel coletadas na Inglaterra.
Os valores percentuais de recuperacdo das amostras de controle fortificadas analisadas
simultaneamente foram de 97 e 100%; Silva e Faria (2020) avaliaram o efeito do adsorvente
na etapa de clean-up dispersivo do método QUEChERS para a recuperagéo dos residuos de
defensivos nas amostras de mel empregando, PSA: recuperacdo 70%, Silica Adsorventes:
recuperacdo 90% e C18 + MgSO4: recuperacdo 100%. As variacdes dos limites
encontrados se devem, provavelmente, as técnicas analiticas utilizadas, principalmente as

referentes a sensibilidade dos equipamentos.

5.2  Concentragéo de imidacloprido em mel

Das oito amostras avaliadas trés estavam contaminadas com imidacloprido, sendo
50% das amostras de mel organico e 25% das amostras de mel convencional,
representando 37,5% do total avaliado. Todas acima dos LMR definidos pela FAO e UE
(Figura 12). A presenca de imidacloprido acima dos LMR nas trés amostras pode indicar o
uso inadequado desse inseticida em culturas que sdo fonte de pdlen e néctar para as
abelhas, ja que, as amostras contaminadas foram produzidas em cidades nas quais a
pratica agricola representa uma das principais atividades econémicas.

A amostra 1 de mel organico produzida em S&o Bento do Sul (Santa Catarina)
apresentou concentracéo de 4,55 ug g™ de imidacloprido, o que excede em noventa e uma
vezes 0 LMR de 0,05 pg g definido pela FAO e EU. Nessa cidade, as culturas

predominantes sdo o milho (em que o imidacloprido é utilizado no tratamento de sementes e
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solo), soja (em que o imidacloprido é utilizado no tratamento foliar e de sementes) e banana
(em que o imidacloprido é utilizado no tratamento foliar).

A amostra 4, também de mel organico produzida em Unido da Vitoria (Parana),
apresentou concentracdo de 0,45 ug g™ de imidacloprido, 0 que excede em nove vezes 0
LMR definido pela FAO e UE. Nessa cidade, as culturas predominantes também s&o a soja,
milho e uva (em que o imidacloprido é utilizado no tratamento de tronco e foliar). De acordo
com Costa (2014), a contaminacdo de mel orgénico por defensivos pode ocorrer por as
abelhas serem criadas de forma pouco restritiva, podendo atingir reas muito mais
abrangentes que o esperado durante suas sucessivas viagens diarias. Dessa forma, embora
0 apicultor ndo utilize nenhum tipo de defensivo diretamente no tratamento da colmeia, as

abelhas podem ser contaminadas em plantagfes tratadas com esses produtos.
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Figura 12 Concentracdo de imidacloprido nas amostras de mel organico e convencional,
comparadas ao LMR definido pela FAO e EU.

Até o momento, existem poucos estudos sobre a concentracdo de defensivos
agricolas em mel orgénico. Sendo assim, existem poucos dados disponiveis, 0 que torna
dificil a comparagdo dos resultados alcancados nesta pesquisa com outros. Mogren e
Lundgren (2016) analisaram fazendas de milho organico e fazendas que utilizaram
sementes de milho tratadas com o defensivo clotianidina da classe neonicotindide.
Avaliaram residuos de clotianidina nas folhas de milho, néctar, mel e p6len em ambas as
fazendas. O tecido foliar e o mel tinham concentragbes similares entre as fazendas
organicas e as com sementes tratadas, ja o poélen coletado nas fazendas organicas tinha
significativamente menos clotianidina que o das fazendas com sementes tratadas; Chiesa et

al. (2016) analisaram 59 amostras de mel organico produzidas em diferentes éareas
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geograficas italianas a fim de triar e relacionar a presenca de residuos de defensivos a sua
potencial fonte de contaminagdo, confirmando também o mel organico como um indicador
adequado de poluicdo ambiental. Analisaram a ocorréncia de diferentes classes de
contaminantes:  organoclorados,  organofosforados,  policlorobifenilos e  éteres
polibromodifenilicos. A maioria das amostras de mel continha pelo menos um defensivo,
mesmo que suas concentragdes fossem inferiores ao LMR. Diazinon, Mevinpos, Coumafos,
Clorpirifos e Quinoxifen foram os residuos frequentemente detectados em concentracées
que variaram entre 0,00009 ug g™ e 0,39 ug g™.

A amostra 5 de mel convencional produzida em Xaxim (Santa Catarina) apresentou
concentracao de 0,48 ug g™ de imidacloprido, valor que excede em quase dez vezes o LMR
definido pela FAO e UE. Nessa cidade, as culturas predominantes sao: soja, milho e trigo
(em que o imidacloprido é utilizado no tratamento de sementes e foliar). As concentragdes
de imidacloprido encontradas neste estudo foram maiores do que as relatadas por outros
autores.

Codlinga et al. (2016) analisaram os sete neonicotindides em amostras de mel e
encontraram imidacloprido na concentragdo média de 0,002 ug g™, em 30% das amostras.
As principais fontes de néctar e pélen disponiveis para as abelhas relatadas pelos autores
eram: canola, alfafa, dentes-de-ledo e os salgueiros, assumindo campo de forrageamento
de 10 km das colmeias estudadas; Pareja et al. (2011) coletaram amostras em oito apiarios
e encontraram imidacloprido em trés amostras nas concentracdes de 0,024; 0,044 e
0,045 pg g™'. Os apiarios amostrados estavam préximos as plantacées de soja, girassol e
Lotus sp, que sdo as atividades agricolas mais importantes durante o verao na regidao desse
estudo. Silva e Faria (2020) avaliaram sete amostras de mel da regido do Triangulo Mineiro
e encontraram contaminacdo por imidacloprido em todas as amostras, quatro abaixo do
limite de quantificacdo e as demais com concentragdes de 0,0045; 0,014 e 0,0046 pg g™*. O
imidacloprido € comumente empregado nas culturas de milho e soja que estdo espalhadas
por toda regido do Triangulo Mineiro.

Mitchell et al. (2017) realizaram um levantamento global da contaminacdo de cinco
neonicotindides (acetamipride, clotianidina, imidacloprido, tiaclopride e tiametoxam) em
198 amostras de mel de todos os continentes (exceto a Antartica). Trinta por cento de todas
as amostras continham um Unico neonicotindide, 45% continham entre dois e cinco e 10%
continham quatro ou cinco. A frequéncia de ocorréncia foi maior para o imidacloprido (51%
das amostras) e menor para a clotianidina (16%). A concentracdo total dos cinco
neonicotindides medidos foi, em média, 0,0018 pug g em amostras positivas (isto é,

contaminadas) e atingiu um méaximo de 0,056 ug g™' em todas as amostras positivas.
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5.3 Determinacédo de fipronil em mel

Os parametros de validagéo estudados foram satisfatérios. A seletividade do método
foi avaliada comparando-se a matriz isenta de substancia (Figura 13) e a matriz adicionada
com o padrao fipronil (Figura 14). Na Figura 11 é apresentado o cromatrograma com pico de
metanol (solvente utilizado para diluicdo do fipronil entre 1 e 3 min). Na Figura 14 é
apresentado o cromatograma referente ao pico de fipronil no tempo de retencdo de
14,88 min. Analisando-se as figuras, observa-se que o método mediu exatamente o
composto em estudo e ndo houve interferéncias de outros componentes, pois na Figura 13
ndo ha sinal do composto fipronil, garantido dessa forma que o pico de resposta é
exclusivamente do composto de interesse. Ohba et al. (2018) verificaram a seletividade
analisando amostras de mel em branco e amostras com padrao adicionado e néao

observaram picos interferentes no mesmo tempo de retengdo nos cromatogramas de analito
alvo.
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Figura 13 Cromatograma correspondente ao solvente metanol utilizado para a diluigdo do
fipronil.
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Figura 14 Cromatograma correspondente ao tempo de retencao do pico de fipronil.
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A linearidade foi determinada com seis concentracoes diferentes, sendo: 0,05; 0,1;
0,15; 0,25; 0,5 e 1,0 yg mI™, em que se obteve a curva analitica do fipronil que expressa a
equacao da reta apresentada na Figura 15. A curva analitica para o composto em estudo
apresentou boa linearidade com correlacdo de 0,99, estando de acordo com o recomendado
pela ANVISA (2017), que define um coeficiente de correlagéo (R?) maior que 0,99. Diversos
autores em estudos cromatograficos também alcancaram R? = 0,99. Destacam-se 0s
trabalhos de: Zheng et al. (2018), ao desenvolverem e validarem um método utilizando
QUEChERS modificado associado a LC-MS / MS para determinacdo simultanea de cimiazol,
fipronil, coumafos, fluvalinato, amitraz e seus metabdlitos em varios tipos de mel e geleia
real; Kasiotis et al. (2014) que utilizaram detectores de espectrometria de massa; e Irungu,
Raina e Torto (2016) utilizando espectrometria de massa em cromatografia liquida em
tandem (LC-MS / MS).
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Figura 15 Curva analitica do fipronil realizada no CG-ECD.

O limite de deteccéo (LD) encontrado para fipronil foi 0,003 ug g™*. Para encontrar
esse valor iniciou-se utilizando o primeiro ponto da curva que tem a concentracdo de
0,05 ppm do padréo fipronil; valores crescentes foram estimados para detectar o composto
no CG-ECD, iniciou-se injetando a concentracdo de 0,001 ppm (preparada a partir do
primeiro ponto da curva: 0,05 ppm) e, em ordem crescente, demais valores foram sendo
testados até o aparecimento de um sinal analitico visivel; na concentragdo de 0,003 ug g™

visualizou-se um pico, concluindo-se que esse era o valor para LD. Resultado semelhante
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ao deste estudo foi observado por Notardonato et al. (2014), que determinaram tracos de
cinco acaricidas (tau-fuvalinato, fipronil, bromopropilato, amitraz e coumafos) utilizando
adsorvente XAD-2 e cromatografia gasosa acoplado com um espectrometro de massa ion
trap detector e encontraram 0,004 pg g™'. Resultados superiores foram observados por
Costa (2014) que, ao desenvolver um método para determinacdo de fipronil e imidacloprido
em mel, encontrou 0,14 ug g™; Silva Junior, Neves e Nascimento (2019), em determinacdo
de residuos de agrotoxicos em mel e andlise palinolégica, avaliaram 207 compostos e
encontraram 0,01 ug g™*; Pareja et al. (2011) ao analisarem amostras de mel em colmeias
despovoadas no Uruguai encontraram 0,008 ug g™*'. Resultados inferiores foram observados
por Kasiotis et al. (2014) que analisaram amostras de abelhas, pélen de abelhas e mel de
diferentes areas da Grécia quanto a presenca de residuos de defensivos, utilizando
detectores de espectrometria de massa e encontram nas amostras de mel 0,0013 ug g™ e
Zheng et al. (2018), que encontraram 0,0000004 ug g™.

O limite de quantificacdo (LQ) considerado para fipronil foi 0,05 yg g™, ou seja, o
menor ponto da curva. Resultado semelhante ao deste estudo foi alcangado por Costa
(2014) 0,07 ug g™"'. Valores inferiores foram observados por outros autores: Notardonato et al.
(2014) encontraram 0,008 ug g™*; Kasiotis et al. (2014) encontram 0,0044 ug g™'; Pareja et
al. (2011) encontraram 0,0025 ug g™ e Zheng et al. (2018), que encontraram 0,000001 pg
g

A taxa de recuperacdo alcancada foi 118,32%, percentual ideal de acordo com o0s
intervalos aceitaveis para andlise de residuos, os quais devem estar entre 70 e 120%, com
precisao de até + 20% (GARP, 1999). Resultados inferiores foram alcancados por diversos
autores: Irungu, Raina e Torto (2016) avaliaram varios métodos de limpeza para
determinacéo eficiente de 96 defensivos agricolas no mel, o método de limpeza selecionado
foi otimizado e validado e, em seguida, aplicado para realizar um estudo preliminar de
amostras comerciais de mel da Africa, obtendo uma média de 109.67%: Rafique et al.
(2018) utilizaram amostras de mel de diversas origens florais e de diferentes regibes do
Paquistdo. Para encontrar a recuperagdo as amostras de mel foram aumentadas em trés
niveis diferentes de fortificacdo, sendo: baixa, média e alta, que alcancaram 90%; 114,4% e
81% respectivamente; Pareja et al. (2011) encontraram 88,4%; Zheng et al. (2018) testaram
a recuperacao em trés niveis de pico (0,005, 0,01 e 0,02 mg / kg) e os resultados ficaram
entre 75,19% e 92.85%; Kasiotis et al. (2014) analisaram a recuperacdo em trés
concentracdes diferentes: 4 ng/g recuperacédo 95%, 50 ng/g recuperagdo 97% e 700 ng/g
recuperacdo 94% e Notardonato et al. (2014), que encontraram recuperacdo 95,8%. As
variacdes dos limites encontrados se devem provavelmente as técnicas analiticas utilizadas,

principalmente as referentes a sensibilidade dos equipamentos.
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5.4 Concentracao de fipronil em mel

Das oito amostras avaliadas, sete estavam contaminadas com fipronil, sendo 75%
das amostras de mel organico e 100% das amostras de mel convencional, representando
87,5% das amostras avaliadas. Todas acima dos LMR definidos pela FAO e UE (Figura 16).
Observou-se que, em todos os locais de produgdo das amostras, a pratica agricola
representa uma das principais atividades econOGmicas. A presenca de fipronil acima dos
LMR admitidos pode indicar o uso inadequado desse inseticida nessas regides, o que levou

a contaminacao das culturas que séo fonte de néctar e pdlen para as abelhas.

0,14 Mel orgénico
Mel convencional
- LMR (FAO e UE)

0,069

Concentragdo (Mg g ™)

Figura 16 Concentragdo de fipronil nas amostras de mel organico e convencional
comparadas ao LMR definido pela FAO e EU.

A amostra 1 de mel organico produzida em Sdo Bento do Sul (Santa Catarina) foi a
que apresentou maior concentracdo dos dois defensivos analisados neste estudo, com
4,55 ug g de imidacloprido e 0,14 ug g™ de fipronil, o que excede em quatorze vezes o
LMR de 0,01 pg g™ definido pela FAO e EU. Nessa cidade as culturas predominantes sédo o
milho (em que o fipronil é utilizado no tratamento de sementes e solo) e a soja (em que o
fipronil é utilizado no tratamento de sementes e foliar). Na cultura da banana o fipronil ndo
tem recomendacdo de uso. A amostra 2 produzida em Ipeuna (S&o Paulo) apresentou
concentracao de 0,046 pg g™, estando quase cinco vezes acima do LMR. Nessa cidade a
cultura predominante é a cana de acucar em que o fipronil € utilizado no tratamento foliar. A
amostra 3 produzida em Prudentopolis (Parand) apresentou concentragao de 0,069 ug g™’
estando quase sete vezes acima do LMR. Nessa cidade predominam as culturas de soja e

milho. Das amostras de mel orgénico avaliadas somente na amostra 4 ndo foi detectado
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fipronil, porém, foi detectado imidacloprido (Figura 12), ou seja, todas as amostras avaliadas
neste estudo estavam contaminadas por, no minimo, um dos defensivos avaliados.

Conforme relatado, existem poucos estudos sobre a concentracdo de defensivos em
mel organico, o que torna dificil a comparacdo dos resultados. Costa (2014) analisou
residuos de fipronil em 9 amostras comerciais de mel orgéanico e encontrou contaminacao
em trés, com média de 0,103 pg g™*; concentragdo maior que a encontrada neste estudo que
teve média de 0,0836 ug g™'. Chiesa et al. (2017) testaram dois métodos de preparacdo com
extracdo acelerada por solvente, sendo o melhor, posteriormente, utilizado para a detec¢ao
de defensivos em méis organicos por GC-MS / MS. Avaliaram 53 defensivos em 45
amostras de mel orgéanico de duas regides italianas, Caldbria (cultura predominante citrus) e
Trentino- Alto Adige (cultura predominante magd), entre os defensivos investigados, foram
encontrados boscalid, diazinon e clorpirifos. Diazinon e boscalid foram encontrados em
todas as amostras de Trentino- Alto Adige com concentragdo média de 0,00114 pg g™".

A amostra 5 de mel convencional, produzida em Xaxim (Santa Catarina), apresentou
contaminagao cinco vezes acima dos LMR definidos pela FAO e UE, com concentracdo de
0,05; no local de producéo dessa amostra predominam as culturas de soja, milho e trigo,
nas quais o fipronil € usado no tratamento de sementes. A amostra 6 de mel convencional,
produzida em Rolandia (Parand), também apresentou contaminacdo quase cinco vezes
acima dos LMR definidos pela FAO e UE, com concentracdo de 0,048. Nessa cidade as
culturas predominantes sdo: soja, cana-de-acucar e milho. A amostra 7, produzida em
Maringa (Parana), apresentou concentracdo de 0,04 pug g™, quatro vezes acima do LMR.
Nessa cidade, as culturas predominantes sao: soja, cana-de-acUcar e milho. Por fim, a
amostra 8, produzida em Marechal Candido Rondon (Parana), apresentou contaminacdo de
0,04 ug g™, quatro vezes acima do LMR; Nesse cidade predominam as culturas de soja e
milho.

Resultados semelhantes ao deste estudo foram observados por Notardonato et al.
(2014), em avaliacao de quatro amostras comerciais disponiveis no mercado italiano, sendo:
duas de mel, uma de melaco e uma de geleia real. Encontraram fipronil em uma das
amostras de mel com concentragéo de 0,055 pg g™; Pareja et al. (2011), que encontraram
residuos de fipronil no mel de colmeias abandonadas provenientes de areas com plantacdes
de soja onde esse inseticida foi pulverizado. Das trinta e uma amostras avaliadas, duas
estavam contaminadas com fipronil com concentragbes de 0,01 e 0,04 pg g™
Concentragbes superiores foram encontradas por Costa (2014), em avaliacdo de 19
amostras comerciais de mel convencional, encontrando contaminagdo em oito amostras
com uma média de 0,096 ug g. Resultado inferior foi observado por Zheng et al. (2018),
que avaliaram 43 amostras de mel e fipronil foi detectado, mas ndo quantificado em 37

amostras.
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Foi realizado o Teste t Student para comparar a média da concentracdo de fipronil
entre as amostras organicas e convencionais, os resultados apontaram p-valor= 0,54. Dessa
forma, considera-se que ndo houve diferenca estatistica significativa entre as amostras de

mel organico e convencional.

5.5 Comparacao entre os resultados encontrados para imidacloprido e fipronil

Nas amostras de mel orgénico imidacloprido foi detectado com concentracdo média
de 2,5 ug g, o que excede em 50 vezes o LMR, enquanto o fipronil apresentou
concentracdo média de 0,085 pg g™, estando 8,5 vezes o LMR. Nas amostras de mel
convencional imidacloprido apresentou concentracdo média de 0,48 pg g™, o que excede
em 9,6 vezes o LMR, enquanto fipronil apresentou concentracdo meédia de 0,045 pg g™,
estando 4,5 vezes o LMR (Tabela 6). O LMR é a quantidade maxima de residuo de
defensivo ou afim, oficialmente, aceita no alimento. Sendo assim, residuos eventualmente
detectados devem ser inferiores aos do LMR.

As amostras de mel organico apresentaram contaminacdo maior que o mel
convencional para os dois defensivos avaliados. Resultado diferente do esperado, ja que o
uso de defensivos é permitido na agricultura convencional e ndo na orgéanica. De acordo
com a Instrugdo Normativa n® 17, de 18 de junho de 2014, o uso de imidacloprido e fipronil
ndo é regulamentado para a agricultura organica no Brasil (BRASIL, 2014). No entanto,
devido a contaminacdo ambiental, as praticas de agricultura organica nem sempre podem

garantir a auséncia total de residuos.

Tabela6 Comparacgéo entre imidacloprido e fipronil, em relagdo a pardmetros avaliados e
caracteristicas especificas

Informacdes avaliadas Imidacloprido Fipronil
Concentragcao média no mel organico 25ug g™ 0,085 pg g™
Concentragcdo média no mel convencional 0,48 ug g™’ 0,045 pg g™
Média de uso no Parana entre 2013 e 2019 2227,88't 427,89t
LMR definido pela FAO e UE 0,05 ug g™’ 0,01 pg g™
Dose letal oral para as abelhas 0,013 pg g™’ 0,001 pg g™
Dose letal por contato para as abelhas 0,061 pg g™’ 0,007 pg g™
Classificagéo toxicolégica Moderadamente toxico Altamente toxico

Cabe ressaltar que a amostra 1 de mel organico apresentou maior contaminacao de
ambos os defensivos avaliados. Essa amostra possui em sua embalagem o selo Produto

Orgéanico Brasil — Sistema Participativo e as demais possuem o selo Produto Organico Brasil
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— Certificagdo por auditoria. Como todas as amostras apresentaram contaminacdo acima
dos LMR admitidos, conclui-se que ambas as modalidades de certificacdo, nesse caso, nao
foram eficientes. Sendo assim, considera-se que esses produtos ndo deveriam conter o selo
Produto Orgénico Brasil, pois o termo “organico” indica que o alimento é produzido de
acordo com normas especificas que vetam o uso de defensivos. Essa informagéo contida no
rétulo leva aos consumidores a garantia de adquirirem produtos de boa qualidade e livre de
defensivos, pagando mais caro por eles, pois a auséncia de defensivos € o principal atributo
destes alimentos. Por esse motivo, recomenda-se ao consumidores optarem por alimentos
rotulados com a identificagdo do produtor o que contribui para o comprometimento em
relagéo a qualidade de seus produtos.

Embora em concentragbes menores, o fipronil foi detectado em sete das oito
amostras, enquanto imidacloprido foi detectado em trés das oito amostras (Tabela 6). Um
levantamento feito pela ADAPAR (2020), quanto ao uso de imidacloprido e fipronil no
Parand entre os anos de 2013 e 2019, mostra que o estado utilizou em média 94.867,86
(Tabela 2) toneladas de defensivos agricolas por ano. Desse total, 2,35% corresponde ao
uso de imidacloprido e 0,45% de fipronil. Conforme Tabela 6, observa-se que fipronil é mais
téxico e letal, porém é usado em menor quantidade no estado do Parana.

Na bula de um dos fabricantes de imidacloprido e fipronil 1&é-se a adverténcia: “este
produto é altamente toxico para abelhas, podendo atingir outros insetos benéficos. Nao
aplique o produto no periodo de maior visitacdo das abelhas” (NORTOX, 2019). Dessa
forma, destaca-se a necessidade de cuidados relacionados a época de aplicacdo. Isso
porque, assim como o uso de defensivos, os polinizadores também s@o essenciais para a
produgcdo agricola, por isso, cuidados como ler atentamente a bula e receituarios
agrondémicos devem ser observados pelos agricultores. Vale ressaltar, que este estudo
avaliou dois defensivos e ambos foram detectados, porém muitos outros sao aplicados,
diante disso, as abelhas e seus produtos estdo potencialmente expostos diariamente a
diferentes tipos de defensivos.

Por fim, salienta-se a importéncia do uso de defensivos para a produgéo agricola
como forma de controlar o ataque de pragas, melhorar quantidade e qualidade dos
produtos, porém, o uso inadequado pode diminuir a populagédo de polinizadores que, além
de essenciais para reproducdo das plantas, também auxiliam no aumento da quantidade e
gualidade dos produtos. Os efeitos ndo pretendidos dos defensivos podem reduzir essa
contribuicdo, pois o declinio dos polinizadores ameaga a produgdo global de alimentos e,

consequentemente, a seguranca alimentar da populacéo.
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6 CONCLUSAO

Todas as amostras avaliadas apresentaram concentracbes dos defensivos
analisados acima do LMR admitido, por isso, entende-se que estdo sendo usados de forma
inadequada, o que tem contaminado as fontes de néctar e pdlen das abelhas. Diante disso,
sugere-se as autoridades que realizem um trabalho de conscientizagdo aos agricultores
alertando sobre o desaparecimento das abelhas em todo mundo e a importancia que as
mesmas representam para a agricultura, ressaltando que se deve ter bom senso durante a
aplicacdo de defensivos, respeitando a dose recomendada e o receituario agronémico, pois,
sem 0s servicos de polinizagdo ndo seria possivel atender a demanda populacional por
alimentos.

Os defensivos agricolas imidacloprido e fipronil também foram detectados nas
amostras de mel organico, por esse motivo conclui-se que alguma das etapas do processo
tanto de producdo como de certificacdo, nestes casos, falharam. Dessa forma, entende-se
que fiscaliza¢cdes mais rigorosas devam existir para liberacdo destes produtos para venda
como tal, jA que os consumidores pagam mais caro por acreditarem que 0S mesmos S&o
produzidos sem a utilizagdo ou contaminacdo por defensivos agricolas. Diante disso,
propde-se que as barreiras fitossanitarias sejam maiores e que mais pesquisas voltadas
para analise de alimentos organicos sejam implementadas, a fim de garantir mais seguranca
aos consumidores que optam por consumir esses produtos.

Por fim, sugere-se maiores fiscalizacdes dos 6rgados municipal, estadual e federal, a

fim de notificar os crimes contra a fauna previstos em lei.
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