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RESUMO

O efeito direto e indireto dos agrotoxicos utilizados na agricultura tem sido, cada vez
mais, alvo de estudo nos diferentes ambientes e organismos vivos com 0s quais tém contato.
As abelhas Apis mellifera sdo insetos que estdo diretamente relacionadas aos ambientes
naturais, produzindo o mel com caracteristicas especificas dessa relacdo com os vegetais, nos
quais buscam alimento. A legislacéo brasileira pouco se refere a concentracéo de pesticidas nos
alimentos, e o mel apresenta especificacbes de limites m&ximos de residuos de poucos
principios ativos utilizados na agricultura. Assim, buscou-se identificar os pesticidas presentes
no mel de Apis mellifera e relacionar os agrotdxicos encontrados as possiveis fontes de
contaminacdo, utilizando o mel como bioindicador ambiental. Foram utilizados padrdes de
pesticidas organoclorados e organofosforados, recuperados nas amostras e validados, a
identificacdo dos pesticidas no mel foi realizada por meio das analises cromatograficas, em 86
amostras coletadas de 15 apiarios e em duas épocas diferentes. Esses apidrios foram
georreferenciados e a partir das imagens foi estimado o uso e ocupacéo do solo, onde em média,
0 uso do solo por area agricola correspondente a 58,92%, area de mata (22,08%), area de agua
(9,52%) e area com edificacbes (6,04%). No entanto, ndo houve efeito significativo de area
sobre a porcentagem de contaminagdo das amostras. No periodo de setembro a novembro de
2013, 26,66% das amostras foram contaminadas, e no periodo de dezembro a janeiro de 2014,
8,88%. Houve efeito significativo de época (p<0,05) sobre o Fenclorfés, Chlorpirifés, Mitotane
e Bicyclo, tendo maior ocorréncia e concentracdo de setembro a novembro de 2013. Com
relacdo aos pesticidas com limites de residuos fora da legislacdo, ndo houve efeito significativo
de época (p>0,05) sobre a ocorréncia de amostras contaminadas com Paration Metilico,
Chlorpirifés e DDE. Paration Metilico e Clorpirifos foram encontrados acima do preconizado
pela legislacdo em ambas as épocas de estudo, revelando o uso indevido destes compostos para
as culturas e possivelmente o numero excessivo de aplicacdes para o controle de pragas
agricolas. Contudo, o mel de Apis mellifera se mostrou um bioindicador eficiente de residuos
empregados nas culturas agronémicas de entorno dos apiarios da pesquisa entre setembro de
2013 e janeiro de 2014, reforcando a importancia destes insetos polinizadores para a avaliacao
da qualidade ambiental.

Palavras chave: abelhas, rastreabilidade ambiental, cromatografia.



ABSTRACT

CUNHA, F. Pesticides residues in honey of Apis mellifera as quality bioindicator. Dissertacdo
(Mestrado em Zootecnia) - Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE.

The direct and indirect effects of agricultural pesticides has been the focus of increasing
numbers of studies by different entities and in different locations. The Apis mellifera bee is an
insect that are part of the natural environment, producing honey from its interaction with
vegetation. Brazilian legislation seldom refers to the concentration of pesticides in food, and
honey, a product produced by bees, has had few cases of contamination by pesticides used for
the control of pests in agriculture. The maximum pesticide residue limit (MRLSs) established in
legislation principally relate to those products used in large-scale crop production.
Organophosphate and organochloride standards were used on samples and validated. In this
way the identification of pesticide residues in honey generated by bees acquired in native trees
and planted cultures in a 1,500m radius of the hives, by way of chromatography (CGMS), was
estimated over two seasons in fifteen apiaries in the city of Santa Helena-PR. On average, the
areas utilised for the study corresponded to 58.92% under agricultural production, 22.08% in
native forest, 9.52% in water, and 6.04% in buildings and dwellings. There was however no
significant effect in the study area on the percentage of contamination in the samples. In
september to november of 2013, 26.66% of the samples were contaminated. In december to
january of 2014 the figure was 8.88%. There was significant effect in the period (p<0.05) on
the Fenclorfés, Chloropyrifos, Mitotane and Bicylo, with a greater occurrence and
concentration in september to november of 2013. Those pesticides with residue limits outside
of the legislation, did not have significant effect in the period (p>0.05) on the occurrence of
contaminated samples with Parathion Methyl, Chloropyrifos, and DDE. Parathion Methyl and
Chloropyrifos were found at levels above those specified in the legislation in both periods of
the study. This would suggest the overuse of these pesticides at above recommended levels by
agricultural producers to control pests. In conclusion, the Apis mellifera bees were efficient in
the detection of pesticide residues in honey, that were used in agricultural production near the
apiaries between September 2013 and December 2014. This reinforces the potential of these
insects as bioindicators of environmental quality.

Keywords: honey bees, environmental traceability, chromatography.



1 INTRODUCAO

O mel € um produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, formado a partir da
modificacdo do néctar recolhido das flores, secrecdes de partes vivas das plantas ou excregdes
de insetos sugadores, processado por enzimas digestivas e armazenado nos favos para servir de
alimento em épocas de escassez (BRASIL, 2000). De acordo Kujawski e Namiesnik (2008), é
uma solucdo aquosa de agucares concentrados e higroscépica, constituida também por proteina,
compostos fendlicos, aminoacidos livres, vitaminas e minerais em menores proporcdes (SILVA
et al., 2009). As caracteristicas organolépticas deste produto, como aroma, paladar, viscosidade
e propriedades medicinais estdo diretamente relacionadas a fonte floral, época de producéo e a
espécie que a originou. (MARCHINNI, 2001; HERRERA et al., 2005; RISSATO et al., 2006;
SEBRAE, 2009; SOUZA et al. 2013).

As abelhas estdo diretamente relacionadas aos ambientes naturais, dependendo da
colheita de pdlen, néctar, 4gua e resinas para sustento e sobrevivéncia da coldnia. Estes recursos
e suas respectivas fontes devem ser puros e livres de contaminantes servindo de alimento para
as abelhas, e como fonte de alimento seguro aos que consomem o mel e os demais produtos
apicolas. Por outro lado, a producdo de mel em ambientes susceptiveis a quaisquer agentes de
contaminacdo, tal como pesticidas, que muitas podem permanecer nas plantas, no solo e agua
a qual foram aplicadas direta ou indiretamente, podem gerar sérios riscos de contaminagao para
as abelhas, e consequentemente para quem consome o mel (MULLIN et al., 2010; HENRY et
al., 2012; WHITEHORN et al., 2012; TIRADO, 2013; EASTON, 2013).

Assim, o consumo de mel se torna uma rota importante para exposicdo humana aos
residuos de pesticidas, os quais podem acarretar problemas de satde ao consumidor. Diante do
risco potencial de residuos de pesticidas em mel, hd necessidade de monitoramento constante
dos niveis de concentracdo dessas substancias nos alimentos e no ambiente, e uma forma
importante e confiavel, € analisar o produto das abelhas ou mesmo através do comportamento

e residuos aderidos ao corpo destes animais.

O uso de diversos agrotoxicos organoclorados e organofosforados na agricultura tem sido
alvo direto de estudos sobre seu grau de contaminagdo no mel (RISSATO, 2006; RISSATO,
2007; PITELLA, 2009; BEZERRA, 2009; ALMEIDA, 2010; ORSO, 2011; KRUPKE, 2012;
SOUZA, 2013), rastreado devido sua acdo toxica ao ambiente e aos demais seres vivos. Os

agrotoxicos tém seu uso controlado devido a possibilidade de suas formulas favorecerem a



formacdo de tumores cancerigenos, assim como Varios outros problemas a salde humana
(SOARES e PORTO, 2012). Com isto, o desenvolvimento de técnicas precisas de quantificacdo

de residuos de diferentes pesticidas em alimentos tornou-se de fundamental importancia.



2 OBJETIVOS

2.1 Obijetivo geral

Identificar os agrotoxicos presentes no mel de Apis mellifera proveniente de colmeias

georreferenciadas.

2.2 Obijetivos especificos

o Comparar o grau de contaminagdo do mel em duas épocas distintas (setembro a
novembro de 2013) e (novembro a janeiro de 2014); e relacionar aos limites preconizados pela

legislacéo.



o Classificar as areas de coleta do mel em termos de uso e ocupacéo do solo;
o Correlacionar as concentracdes de pesticidas nas amostras de mel as porcentagens de

uso e ocupacdo das areas.



3 Revisdo de Literatura

3.1 Mel: Caracteristicas e producao.

Os parémetros fisico-quimicos para méis brasileiros estdo bem definidos pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), na Instrugdo Normativa n°11, de 20 de
outubro de 2000, que aprovou 0 Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel. O
regulamento estabelece a definicdo, classificacdo, designacdo, composicdo e 0s requisitos
quanto as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais, condi¢fes de acondicionamento, aditivos,
contaminantes, condicBes higiénicas, rotulagem, amostragem e definicdo de métodos de
analises que deverdo ser seguidos (BRASIL, 2000).

As caracteristicas de cada tipo de mel estdo relacionadas diretamente a qualidade das
plantas, solo, agua e polinizadores no ambiente de producdo do mesmo (MARCHINI et al.,
2004; ZIELINSKI, 2014) e a rastreabilidade pode auxiliar a identificacdo deste produto,
aumentando a quantidade de informagfes sobre cada tipo de mel e intensificando a
responsabilidade quanto a origem, processamento, niveis de contaminacdo, até sua
comercializacdo (BENDINI, 2009).

Nesta regido, Moraes et al. (2012) e Camargo et al. (2014), caracterizaram o mel como
predominantemente polifloral, com a presenca marcante de pdlen de Hovenia dulcis,
Eucalyptus sp., Parapitadenia rigida e Leucena leucocephala, identificando os apiarios e
buscando identificar os niveis de producao e a relagdo de uso e ocupagdo do solo por meio de
registros de sistemas de informacdo geografica (SIG), caracterizando de forma mais especifica

as condicdes de manejo e volume de producéo de cada apiério.

A apicultura na regido Oeste do Parana é uma atividade produtiva que tem somado cada
vez mais a subsisténcia de diversas familias, como fonte de renda em pequenas propriedades.
Também tem sido considerado um agronegdcio de alta rentabilidade. O Brasil se destaca neste
setor de producgédo, com investimentos em apiarios padronizados, buscando maior qualidade nos
produtos das abelhas, com expressivos volumes de mel produzido e melhoria do processo de
certificacdo por meio da rastreabilidade desde a producéo até a comercializacdo (SINDAG,
2011; ANVISA, 2014).



A produgcdo brasileira de mel foi estimada no ano de 2010 em 50 mil toneladas e o pais
classificado como o 11° maior produtor mundial de mel, quinto maior exportador (ANVISA,
2014). Estes volumes tém aumentado, atingindo aproximadamente 22.000 toneladas exportadas
no ano de 2015 (ABEMEL, 2015), devido ao incentivo e capacitacdo dos apicultores, coloca a
regido Sul como responsavel por 49% da producdo nacional e o Parana foi considerado o
segundo estado maior produtor de mel do pais (IBGE, 2012). Neste sentido, a regido Oeste do
Parana, com incentivo direto da Itaipu Binacional, tem alcancado volumes de producéo
expressivos para 0 mercado nacional, com incremento de aproximadamente 20% na producéo
do Estado (IBGE, 2012).

A Portaria n250 do MAPA, de 20 de fevereiro de 2006, aprovou os programas de controle
de residuos quimicos e antibidticos em vérios produtos, inclusive o mel (BRASIL, 2006). A
Instrucdo Normativa n°9 do MAPA, de 30 de marco de 2007, prevé a execucao de analises e,
além dos antibidticos, determinam o limite maximo de residuos (LMR) para varios tipos de
agrotoxicos, entre eles 0os compostos halogenados, organoclorados, carbamatos, piretroides e
organofosforados (BRASIL, 2007).

3.2 Desordem do colapso da colonia (CCD).

Nos Estados Unidos, em 2007, foi adotada a expressdao CCD (disturbio de colapso das
colbnias), referindo-se ao desaparecimento repentino e sem causa aparente de um grande
namero de abelhas. Algumas possiveis explicacfes foram apontadas, como o surgimento de
virus, problemas de variabilidade genética, falta de alimentos adequados, intensidade no
manejo das colmeias e uso intensivo dos inseticidas. Assim, abelhas e outros insetos
polinizadores, parecem estar em declinio em todo o mundo (POTTS et al., 2010). Nos EUA
houve perda de aproximadamente 40% das abelhas desde 2006, e este fendmeno esta
relacionado a "Desordem do colapso da colénia”, uma sindrome caracterizada por
desaparecendo abelhas operarias (LEBUHN et al., 2013). Na Europa, estima-se que desde 1985
houve uma perda de 25% das colonias de abelhas, com uma perda de 54% no Reino Unido
(POTTS et al., 2010). E este fenbmeno tem causado a morte de abelhas principalmente no final

do inverno e inicio da primavera (KLUSER et al., 2010).



No Brasil, o problema também foi diagnosticado na Regido Sul. Os dados ndo sdo
conclusivos, porém, como ndo foi evidenciada a presenca de virus, nem td80 pouco a escassez
de alimento nestas regifes, e 0 manejo das col6nias tem melhorado, este declinio pode ser
atribuido a acdo dos pesticidas, uma vez que sua utilizacdo tem aumentado de forma

exponencial ao plantio e desenvolvimento das monoculturas culturas agricolas da regiéo.

3.3 Contaminacdo do mel por agrotéxicos

De acordo com o decreto n°4.074, da Lei 7.802 do MAPA, de 11 julho de 1989, os
agrotoxicos sdo agentes destinados ao uso nos setores de producdo para garantir qualidade no
beneficiamento, armazenamento de produtos agricolas, manutencdo de culturas, pastagens e

florestas, para que ndo sofram danos por outros seres vivos considerados nocivos a producao.

O Codex Alimentarius conceitua agrotdéxico como “qualquer substancia usada para
prevenir, atacar, destruir ou preservar espéecies vegetais ou animais de outros seres Vvivos
considerados pragas no processo de producdo, estocagem, transporte distribuicdo ou
processamento de alimentos e ragcdes animais para o controle de ectoparasitas”. Estes podem
ser reguladores de crescimento, desfolhantes, dessecantes, agentes promotores ou inibidores de
germinacdo e amadurecimento de frutos, bem como produtos aplicados a manutencédo destes na
estocagem, excluindo os fertilizantes vegetais e medicamentos de uso veterinario (CODEX
ALIMENTARIUS, 2007).

Os agrotdxicos sdo classificados quimicamente em organicos e inorganicos. Compostos
organicos apresentam atomos de carbono em sua estrutura e podem ser divididos em sintéticos
e naturais. Compostos organicos sintéticos sdo aqueles desenvolvidos em maior escala para sua
utilizacdo na agricultura, como organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides
(PRESTES, 2013).

O termo “pesticida” também ¢ utilizado principalmente pelas industrias de agrotoxicos,
remetendo o significado positivista de se tratar de um agente capaz de combater as pragas que
interferem no ritmo e quantidade de producdo (BRAUNER, 2015).



O residuo de agrotdxico é definido como qualquer substancia quimica especifica presente
em determinado alimento, cujas caracteristicas sejam danosas a alimentagao dos seres vivos e
ao ambiente (FAO, 2005).

A ANVISA é o orgdo responsavel, no ambito do Ministério da Salde, pela avaliacdo da
toxicidade dos agrotoxicos e seus impactos a saide humana, emitindo um parecer toxicologico
favoravel ou desfavoravel a concessao do registro pelo Ministério da Agricultura. Os estudos
exigidos para efetuar a avaliacdo toxicolégica dos agrotoxicos seguem parédmetros e
metodologias adotadas internacionalmente, em particular pela ONU/OMS - Organizacao
Mundial de Saude, OECD - Organization for Economic Cooperation and Development,
USA/EPA — Environmental Protection Agency e ONU/FAO - Food and Agriculture
Organization. A avaliacdo toxicoldgica leva também em conta as condic@es brasileiras de uso
e consumo de culturas tratadas com agrotdxicos e o0 impacto desses produtos na saude humana

de trabalhadores e consumidores.

A natureza de cada agente contaminante do mel e outros alimentos, bem como a
identificacdo de forma especifica no ambiente, contribui significativamente nas medidas de
controle e prevencdo da contaminacdo, sensibilizando os apicultores em relacdo as fontes e
consequentemente minimizando as chances de contatos com os diversos produtos quimicos
utilizados na agricultura e pecudria. Ainda, a identificacdo de possiveis fontes de contaminacao
como ferramenta para garantir a qualidade do mel, seja por meio de se evitar o contato com o
produto ou do fortalecimento da classe de apicultores, se estabelece recursos para reivindicacéo
dos direitos legais para producédo de alimento seguro.

No Brasil, a chamada Lei dos Agrotdxicos (Lei 7.802) publicada em 1989, ja referenciava
algumas restricdes aos registros e utilizacdo de agrotoxicos (BRASIL, 1989) Alterada pela
Lei " 9974 de 06 de Junho de 2000 (BRASIL, 2000b) sob anuéncia de trés érgdos federais,
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), por meio da Secretaria de
Defesa Agropecuéria - SDA; o Ministério da Saude (MS), por meio da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria); e o Ministério do Meio Ambiente, por meio do Ibama
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), estes produtos
podem ser registrados a medida que se comprove a existéncia de métodos de desativacdo de
seus componentes em caso de residuos remanescentes que causem danos ao ambiente, se
tenham antidotos ou tratamento eficaz, ndo causem efeitos carcinogénicos, teratogénicos,

mutagénicos e/ou revelem perigo ao ambiente. (LONDRES, 2011).



O setor que mais consome 0s agrotoxicos é a agricultura, mais especificamente os grandes
sistemas de monoculturas, sendo responsavel por caracterizar o Brasil como o segundo maior
importador de agrotdxicos e com um consumo de 300 mil toneladas anuais de produtos
formulados (MALASPINA et al., 2010). Em 2009, o Brasil atingiu o consumo de mais de 1
milhdo de toneladas (LONDRES, 2011) e segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e do Observatorio das Industrias dos Agrotoxicos da Universidade
Estadual do Parana (UFPR), de 2000 a 2010, o mercado brasileiro cresceu mais de 190%
enguanto o mercado mundial cresceu 93% (CARNEIRO et al., 2012).

O consumo de inseticidas, acaricidas, fungicidas e outros compostos quimicos de funcéo
letal para as “pragas agricolas”, t€m aumentado de forma proporcional as areas agricultaveis,
influenciado também pela monocultura, que nesta regido estd culturalmente enraizada na
producdo de milho, trigo, mandioca e, em aproximadamente 90% das areas agricultaveis,
cobertas por soja (PERES et al., 2007). De acordo com o IBGE (2009), no Brasil, as culturas

de soja e milho sdo as que mais se aplicam agrotdxicos.

O sistema de producdo em larga escala e de uma mesma cultura, que por sua vez limita o
namero de espécies de insetos nesta regido, oportunizando a reproducdo de poucas espécies de
insetos, devido a disponibilidade de alimento e falta de inimigos naturais. Assim, o0 uso de
inseticidas, € utilizado para controle de invasores da producdo agricola em questdo. Segundo
Nocelli et al. (2012), a maior parte dos produtos aplicados em lavouras de soja, milho, cana-de-
acucar ou laranja, sdo altamente toxicas as abelhas, e além do principio ativo utilizados, a
dosagem, forma de aplicacdo e época de aplicacdo deve ser controlada para se evitar danos ao

ambiente e nas outras espécies vegetais e animais que tem contato com estes produtos.

Os diferentes pesticidas utilizados sdo preparados com principios-ativo capazes de
exterminar os insetos e outros invasores da lavoura. No entanto, o uso racional destes produtos
fica a cargo dos agricultores, adquirindo produtos registrados na ANVISA, cuja procedéncia é
garantida, sob orientacdo técnica e legal. Assim, alguns problemas como o baixo nivel de
escolaridade, a falta de uma politica de acompanhamento técnico mais eficiente,
desconhecimento de técnicas especificas, descarte adequado de rejeitos e embalagens, uso e
exposicdo continuada dos quimicos e as dificuldades de comunicagdo entre técnicos e
agricultores sobre cada principio ativo, bem como o conhecimento da realidade regional, € um

agravante a contaminagdo do ambiente e das populacbes (PERES et al., 2007).



Na regido do estudo, fronteira direta com o Paraguai, a utilizacdo de produtos
contrabandeados na agricultura tem dificultado o sistema de fiscalizagdo de uso destes
defensivos agricolas. De acordo com o SINDAG (2013), o Parana esta no topo do ranking de
apreensdes por parte da policia federal, de agrotdxicos e insumos agricolas contrabandeados,
assim, sem controle sanitario e muito menos as concentragdes ideais dos agentes quimicos para
cada produto agricola, estes interferem diretamente na manutencédo de qualidade na agricultura,
bem como, controle dos quimicos residuais no ambiente e dos produtos consumidos pelo

homem e pelos animais.

A legislacéo brasileira pouco se refere a concentracéo de pesticidas nos alimentos, quando
se leva em conta o setor de apicultura, estes esforgos sdo concentrados na determinagdo dos
residuos de acaricidas que sdo usados para controlar o Varroa jacobsoni, um acaro parasitico
que afeta as col6nias da abelha doméstica (RUFFINENGO, 2005). Focalizados nos pesticidas
usados para a protecdo de plantacdes e introduzidos em colmeias pelas abelhas e por cera
contaminada (BROWN et al., 2005; ABRASCO, 2015).

Desde 2001, o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos — PARA,
criado pela ANVISA, tem a finalidade de avaliar de forma continua os niveis de residuos de
agrotdxicos em alimentos in natura, identificando os que excedem os limites méximos de
residuos (LMR) autorizados pela legislacdo (ANVISA, 2014).

No processo de determinacdo de uma substancia contaminante de uma matriz, se faz
necessario observar o Limite Maximo de Residuo (LMR), que esta relacionada a Ingestéo
Diéria Aceitavel (IDA), expresso em miligramas de residuo por quilograma de alimento, obtida
através de teste e experimentos especificos quanto a influéncia de seus agentes quimicos nos
seres vivos e no ambiente. Porém, para 0 mel e demais produtos apicolas, estes limites ndo sdo
claros e ndo existe uma legislacdo oficial que garanta este padrao de qualidade destes produtos,
haja visto que, a autorizacdo desses inseticidas requer apenas que os fabricantes demonstrem
que o principio ativo ndo causa morte das abelhas nas doses habituais, ignorando a

consequéncia de doses que ndo matam, mas podem desorientar 0s insetos.

A instrucdo Normativa 11, de 20 de Outubro de 2000, garante padrdes fisico-quimicos do
mel para fins comerciais, pautada na legislacdo europeia, mas nao especifica nenhum nivel de
restricdo para residuos de contaminantes. Alguns pesticidas Organofosforados como Bromofos,
Diclorvos, Etoprofos, Fenamifos, Forato, Fosmete, Terbufos e Paration Metilico ndo séo
avaliados no programa PNCRC/L,18 apesar de possuirem alta toxicidade (classe | ou II) e de



serem substancias de uso permitido em alimentos, cereais e produtos domissanitarios (BASTOS
etal., 2015).

Os Limites Méximos de Residuos (LMRs), sdo determinados pela ANVISA, vinculada
ao Ministério da Agricultura e Agropecuaria (MAPA). No entanto, a caréncia de informacdes
especificas, dificulta a fiscalizacéo e pouco desenvolve a criacdo de programas de contencédo de
uso de cada agente agressivo ao ambiente. Assim, o limite de residuo de cada principio ativo,

estipula a concentracdo maxima que pode restar no ambiente.

A ANVISA deve estabelecer o Limite Maximo de Residuo (LMR) e o intervalo de
seguranca de cada ingrediente ativo de agrotoxico para cada cultura. Porém, a maioria dos
compostos estudados ndo esta incluida no Codex Alimentarius, sendo pouco especifico e
direcionado a alguns poucos principios ativos, principalmente de uso veterinario (MAPA 2013).
Sendo assim, utiliza-se os dados adotados pelo MERCOSUL, os recomendados pelo Codex
Alimentarius, 0s constantes nas Diretivas da Unido Europeia e os utilizados pelo FDA/USA,
segundo a Instrucdo Normativa N° 42, de 16/12/2010 (BRASIL, 2010). Ainda, quando se refere
a substancias proibidas no pais, certamente ndo existem LMR. Segundo a Comunidade
Europeia, que por meio da Diretiva 2002/657/EC, indica o estabelecimento de um limite
minimo de performance requerida (LMPR), condicionando a minima concentragdo de

determinada substancia no alimento (UE, 2002).

3.4 Pesticidas

O uso de pesticidas na agricultura é uma realidade intrinseca aos niveis de produtividade
obtidos na atualidade para as monoculturas, o uso de agentes quimicos para controle de insetos
invasores esta diretamente associado ao sucesso das plantacdes e a busca por maior rendimento,
para muitos esta atrelada a quantidade de defensivos que séo utilizados nas culturas (POTTS,
2010).

Atualmente, os pesticidas modernos estdo sendo manipulados para garantir sua eficiéncia

sob novas condigdes de resisténcia por parte dos insetos.

Os padrdes selecionados no presente trabalho, que fazem parte de compostos
organoclorados e organofosforados (figura 2), sdo utilizados na agricultura e tem influencia

direta na sobrevivéncia e qualidade dos produtos produzidos pelos insetos (CBA, 2013).



O deslocamento dos pesticidas no meio ambiente depende da maneira como sao
aplicados, da natureza quimica de seus compostos, da sua formulacéo e de fatores climaticos
como chuva, vento e sol (PINTO, 2015). Para tanto, o uso dos compostos estudados na

agricultura esta diretamente relacionado as cultivares e manejo das areas.

Nesta pesquisa foram utilizados os seguintes pesticidas: Etoprofés, um composto
organico da classe dos organofosforados, quimicamente conhecido como o-ethyl s,s-dipropyl
phosphorodithioate, encontrado em diversos compostos, como Mocap 10G, Rhocap, Movento
O-Teq, Movento Gold, utilizado como nematicida e inseticida, aplicado diretamente no solo.
Seu uso é permitido no cultivo de banana a 2,5 gramas/isca, atua sobre o sistema nervoso de
nematodeos e insetos, seu tempo de caréncia no ambiente de 3 dias, com classe toxicoldgica |,
Classe ambiental Il (LONDRES, 2011). No cultivo de batata o0 LMR é de 0,05 ppb e intervalo
de seguranca de 61 dias (ANVISA, 2001).

Ronnel Fenclorfds, principio ativo utilizado como praguicidas em controle de vetores e
pragas urbanas, classe Inseticida, classificacdo toxicologica classe 111, com venda permitida em
lojas especializadas a 5% e emprego domissanitario sob venda livre a 2% p/p. (BRASIL, 2016).
No entanto, de acordo com a IN n° 26, de 8 de outubro de 2010, foi proibido para as culturas
de abacaxi, alface, alho, arroz, banana, batata, café, citrus, feijado, maca, mamé&o, manga, melo,

milho, morango, pimentdo, soja, tomate, trigo, uva (BRASIL, 2010).

O Paration Metililico, produto quimico organofosforado utilizado como inseticida e
acaricida, quimicamente conhecido como tiofosfato de dimetil — paranitrofenila e € encontrado
no mercado com nome de Bravik, Declare, Folidol, Folisuper 600 BR, Mentox, Paracap,
Paration Metilico Pikapau, Paration Pikapau. A sua formula molecular é CgHip NOsOS,
classificacdo toxicoldgica Il (extremamente toxico). No Brasil, em 2009 foi proibido para uso
agricola e quaisquer atividades que podiam oferecer possibilidade de exposi¢cdo para humanos
(BRASIL, 2009). Na China, foi proibido em 2007, por causarem problemas significativos ao
sistema nervoso dos humanos (BRASIL, 2008).

Contudo, em 2014, ap6s a reavaliagdo do Programa de Andlises de Residuos em
Alimentos - PARA, este principio ativo ndo foi identificado em amostras analisadas na
reavaliacdo e tem seu uso autorizado para as culturas de cereais e leguminosas secas com tempo
de caréncia de quinze dias entre aplicacfes com limite maximo de residuo em cebola (Allium

cepa), algodao (Gossypium hirsutum L.), feijdo (Phaseolos vulgaris), trigo (Triticum vulgare



Vill.), milho (Zea mays) e soja (Glycine max L.), de 50 ug. Kg?, 70 ug. Kg?, 95 ug. Kg, 20
ug. Kg?, 50 ug. Kg* e 10 ug. Kg*, respectivamente (BRASIL, 2014).

O produto comercialmente conhecido como Folisuper 600, com registro do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sob n® 027087 tem como principio ativo o
Paration Metilico e pode legalmente ser aplicado no milho com um intervalo de 14 dias, com

um maximo de 04 aplicacOes e na soja € liberada uma Unica aplicacdo (ADAPAR, 2015).

Clorpirifés € um composto organofosforado, utilizado como inseticida, formicida e
acaricida, comercialmente encontrado como Piritilen, sendo classificado pelo MAPA na classe
toxicoldgica 1l (muito perigoso ao humano), na classe ambiental IV (pouco perigoso ao
ambiente), (BRASIL, 2006).

De acordo com a Resolu¢do-RDC n° 206 de 23/08/04, DOU de 24/08/04, os registros de
produtos a base de Clorpirifés foram suspensos, excluindo-se desta determinacdo somente
aqueles registros destinados ao uso em iscas para combate de baratas, em embalagens porta-
iscas dotadas de dispositivo de seguranca para evitar a exposicdo de criangas. No entanto,
revogado apds Consulta Publica n° 45, de 7 de junho de 2005, D.O.U de 09/06/2005. (BRASIL,
2005).

Os produtos a base de Clorpirifés registrados na ANVISA, como o Clorpirifos Fersol 480
EC, registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) sob n° 07097
e Lorsban 480 BR sob n° 02298596 (ADAPAR, 2015) e de acordo com Cosmann (2012), o
Clorpirifos foi o inseticida mais vendido para as culturas do milho e soja na regido de Cascavel.
Atualmente, aplica-se este produto diretamente nas folhas de algoddo, batata, café, cevada,
citros, feijdo, macd, milho, pastagem, soja, sorgo, tomate e trigo (ANVISA, 2016). A
concentracdo maxima de residuos permitida em ppb (parte por bilhdo), com tempo de caréncia
de 21 dias entre aplicacdes para 0 milho - Zea mays é de 10 ppb; soja - Glycine max (1 ppb);
Trigo - Triticum spp (20 ppb), (ADAMA, 2013). De acordo com a confederacdo brasileira de
apicultura, este inseticida tem sido um dos grandes responsaveis pela mortandade das abelhas
no Brasil (CBA, 2013).

O p,p’- DDE - Dichlorodiphenyldichloroethylene (DDE) é um composto quimico
proveniente da perda de cloreto de hidrogénio de DDT, solGvel em gordura, portanto tende a
acumular-se na gordura de animais e raramente excretado. Pode ser encontrado no leite materno

e consequentemente absorvido pelo animal jovem ou crianga (EPA, 2000). O DDT foi



amplamente utilizado para o controle de mosquito Anopheles, causador da maléria e outros
insetos transmissores. Foi proibido nos Estados Unidos desde 1972, assim como o DDE, que é
considerado um poluente de alta toxicidade, com poder de bioacumulagdo nos seres humanos
e ao meio ambiente (ATSDR, 2002).

Diversos resultados do PARA (2008) revelaram que a utilizacdo de agrotoxicos nao
autorizados e agrotoxicos com restricdes de uso, continuam sendo utilizados no campo,
apresentando residuos acima do limite maximo (LMR) permitido, ainda é uma realidade
frequente (BRASIL, 2009), e atualmente existe o consumo registrado de 3,7 Kg/ha de pesticidas
no Brasil (SINDIVEG, 2015).

3.5 Cromatografia gasosa acoplada ao espectébmetro de massa

A Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massa é comumente utilizada na
identificacdo de componentes presentes em sistemas naturais e biologicos, permitindo a
caracterizacgéo e identificacdo de diferentes substancias na mesma amostra. O espectrémetro de
massas funciona como detector de carater universal de alta sensibilidade aos ions de referéncia,
mesmo em amostras complexas, fornecendo informacGes por meio da interpretacdo dos
espectros de massa dos ions, tornando o método analitico mais preciso e confiavel na
identificacdo de compostos organicos (NORLI, 2011; KOLBERG, 2011; TORTELLA et al.,
2012). Assim, a analise cromatografica por CG-MS na identificacdo de varios agentes em uma

mesma analise dos pesticidas, promove resultados com maior grau de precisao.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610012884

4  MATERIAL E METODOS

4.1 Informagdes Geograficas e montagem do experimento.

O trabalho foi conduzido no municipio de Santa Helena, localizado no Oeste do estado
do Parana, as margens do Reservatdrio de Itaipu, pertencente a bacia hidrografica do Parana —
3 (altitude de 271 m, latitude 24°55°37”S, longitude 54°18°58” W) (SIMEPAR).

O clima ¢ classificado como Cfa segundo Koppen (1948), Subtropical Umido
Mesotérmico, verdes quentes com tendéncia de concentracdo de chuvas (temperatura média
superior a 22°C), inverno com geadas pouco frequentes (temperatura média inferior a 18°C),

sem estacdo seca definida.

Santa Helena apresenta tipologia do terreno com 70% suave ondula, 20% ondulado e 10%
forte ondulado (MAACK, 2002), a vegetacao do municipio € caracterizada por areas de reserva
legal, areas de mata ciliar as margens do reservatorio de Itaipu, com 200 metros de largura e
aproximadamente 80 Km de extensdo e areas de mata ciliar aos rios que compdem a bacia do

Parana 3.

Foram selecionados 15 apidrios no municipio de Santa Helena - Parana,
georreferenciados pelo ponto médio entre trés coldnias de A. mellifera com auxilio do sistema
de posicionamento global (GPS - Garmin-etrex), estipulado 1500m de raio a partir do ponto
médio entre as trés colmeias de cada apiario, correspondente ao alcance maximo para busca de
alimento por parte das abelhas (WOLF, 2008).

Os pontos registrados no GPS, foram descarregados no programa Mapsourse, para
conversdo em arquivos DXT, as informacGes incorporadas ao SIG (Sistema de Informacdo

Geografica), criado para a regido por Camargo et al. 2014, com o programa SPRING 5.0.6.

Por meio do uso do sistema de informacBGes geogréficas (SIG), que permite
armazenamento de informac6es e localizacdo geografica dos apiarios, individualmente foi
possivel estudar 0 uso e ocupacao das terras, em um raio de 1500m ao redor de cada apiario,
utilizando-se uma composicéo colorida nas imagens, Red, Green e Blue (RGB), definindo-se

quatro classes: &rea de mata, areas agricolas e pastagens, area de agua e area com edificagdes a



1500 metros de raio do entorno de cada apiario, determinando a porcentagem de cada area em

um total de 506 hectares (figura 1).

Para cada uma das trés colonias de A. mellifera selecionada de cada apiario, foi

introduzido um caixilhos para coleta de amostras. Os caixilhos foram preparados previamente

com cera alveolada livre de contaminacdo e resquicios de mel de outras épocas. O intervalo de

coleta foi dimensionado em funcéo do periodo de producdo meédio declarado pelos apicultores

da regiéo.

Na Figura 1 pode-se observar a distribuicdo dos 15 apiarios selecionados no municipio

de Santa Helena.
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Figura 1. Distribui¢do dos apiarios no municipio de Santa Helena, delineados na &rea correspondente ao raio de

acdo das abelhas Apis mellifera.



Na Figura 2, para cada apiario georreferenciado, pode-se observar o uso do solo com area
agricola e pastagens, &rea de mata (nativa ou reflorestada), area de 4gua, bem como &reas com

edificacOes. Nestas areas predominam areas agricolas, distribuidas em toda a extensdo do

municipio, caracterizando o0 uso e ocupacdo de toda regido de estudo.
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Figura 2. Uso e ocupacdo do solo de cada apiario selecionado, com 1500m de raio e area de 506 ha. no
municipio de Santa Helena, Parana, Brasil.

1 = apiéario 1; 2 = apiario 2; 3 = apiario 3; 4 = apiario 4; 5 = apiario 5; 6 = apiario 6; 7 = apiario 7; 8 =
apiario 8; 9 = apiario 9; 10 = apiario 10; 11 = apiario 11; 12 = apiario 12; 13 = apiario 13; 14 = apiario 14;
15 = apiério 15.

Assim, os apicultores de cada apiario selecionados, foram visitados e elucidado os
objetivos da pesquisa, sob anuéncia destes, que cederam trés caixilhos de tamanho padréo
as suas caixas, os quais foram montados na Casa do mel, na fazenda experimental da
Universidade estadual do Oeste do Parana e implantados nas caixas no dia 01 de setembro
de 2013. Em cada uma das trés colmeias selecionadas de tamanho padrdo, foram
colocados um caixilho previamente montado com cera alveolada nova, evitando a

contaminacdo com cera e mel remanescentes de outras épocas.

4.2 Coleta e extragdo de mel.

Em campo, foram coletadas 41 amostras na época 1 (setembro a novembro de 2013)

e 45 amostras na época 2 (novembro de 2013 a janeiro 2014).

Para cada época de coleta foram visitados os apiarios selecionados e retirado o
caixilho implantado nas caixas, substituindo-o por outro previamente montado com nova
placa de cera alveolada. Os caixilhos retirados, devidamente catalogados e armazenados
em sacos plasticos prdprios para alimentos, foram levados ao laboratério de anélise de
alimentos da Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), campus de

Marechal Candido Rondon, para o processo de extracdo do mel.

No laboratorio, cada caixilho coletado individualmente passou por extracdo manual
do mel, com o uso de luvas descartaveis, deixando-o escorrer. O mel foi armazenado em
recipiente de 250g, de primeiro uso, proprio para alimentos e colocados sob temperatura

reduzida (-5°C) com o intuito de manter suas propriedades fisico-quimicas.



4.3 Concentracdo e extragdo dos analitos

Foram utilizados padrdes Restek® de pesticidas organoclorados (Etoprophos;
Dissulfoton; Metil Paration; Fenchlorphos; Chlorpyrifos; Dichlorvos; Azinphos) e
organofosforados (alpha — Lindano; Lindano; delta-Lindano; Heptachlor; 1,4:5,8-Dimet;
Isodrin; p.p"-DDE; Mitotane; Endrin Keton; Endossulfan; 1,2,4 —Methen; Bicyclo[2.2.1];
p.p-DDT e Methoxychlor) em concentracdes conhecidas de 100 e 50 ppb
respectivamente. Selecionados a partir do grau de receptividade dos equipamentos e do

namero de pesticidas a serem recuperados.

Para selecdo e extracdo dos analitos de interesse foram pesados 10g de cada amostra
de mel diretamente nos Falcons de 50 mL, em triplicata, diluidas inicialmente em 5 mL
de &gua destilada e 25 mL de acetato de etila PA, agitadas constantemente por 1 min em
agitador magnético e centrifugadas a 2500 rpm, por 10 min, o sobrenadante foi reservado
e a amostra submetida a reextragdo com 25 mL de acetato de etila na centrifuga por 10
minutos, o sobrenadante foi guardado e o sedimento foi descartado. Os extratos guardados
foram unidos e concentrados em rotaevaporador sob pressao reduzida a 60 °C e 80 rpm.
O residuo obtido foi solubilizado em 5 mL de acetato de etila para posterior limpeza
(adaptado de RISSATO, 2006).

Para o processo de limpeza, foram utilizados cartuchos de Florisil, compostos por
uma seringa de 10 mL com 2 membranas de 1 de vidro (inferior e superior) e 1g de
Florisil (entre as membranas). Cada cartucho foi ativado com 5 mL de acetona,
descartando o solvente. As amostras solubilizadas em 5 mL de acetato de etila foram
filtradas em filtro com membrana do tipo PTFE com 0,45 um de porosidade e os analitos
filtrados permaneciam na membrana de vidro quando passados no cartucho de florisil
ativado, sendo o solvente descartado.

Para captura dos analitos de interesse através da eluicdo (fase movel de separacao
dos pesticidas, através de solventes) foram adicionados 10 mL de hexano/acetato de etila
(1:1, v/v) diretamente nos cartuchos de Florisil com o filtrado, e guardado o solvente com
pesticidas. O extrato obtido foi submetido a concentragcdo sob evaporacdo forcada na
capela por 12 horas. O residuo foi solubilizado em 1 mL de acetato de etila, armazenado



em eppendorf e mantido sob temperatura de -5°C para posterior analise cromatografica
por GC/MS (Cromatografia Gasosa acoplada ao espectrometro de massa).

4.4 Preparo das solugdes e analise cromatogréaficas

As analises cromatograficas foram realizadas em colaboracdo com o Laboratorio
de cromatografia da Universidade Estadual do Oeste do Parana — Engenharia Agricola
(Laboratério de Analises Agroambientais Avancadas —-LAAA), executadas em
equipamento GC/-MS Shimadzu QP2010 — Plus, equipado com amostrador automatico e
controle eletrénico de fluxo, coluna RTX5 MS — (5 % fenil metil polidimetilsiloxano)
com 30 metros de comprimento, didmetro interno: 0,25mm; temperatura da coluna:
150°C, fluxo de 1,08 mL/min., espessura do filme de : 0,25 um, gas de arraste: Hélio com
velocidade linear do gés de arraste de 39,5 cm/seg, Injecdo 1 uL, modo splitless por 0,50
min e 50/1 split; purga do septo a 10 mL/min., temperatura do injetor 250 °C e sobre
pressdo 250 kpa, temperatura da interface 250 °C e 200 °C de termperatura da fonte,
voltagem do detector 750 V — Obtidos pelo autotune. Energia de ionizagéo 70 eV 80 °C
por 2 min; 80 a 280 °C a 5 °C/min; estabilizando a 280 °C por 15 minutos e tempo total
de 41,5 minutos (RISSATO, 2006).

A partir das solucbes estoques foram preparadas as solucBes de trabalho na
concentracdo 500 ug.kg? para organoclorados e 1000 ug.kg? para organofosforado
diluidas em acetato de etila, contendo todos o0s agrotdxicos estudados (multirresiduo).
Para isso, volumes apropriados de cada solucdo estoque foram transferidos para baldo
volumétrico de 10 mL, ja contendo um pequeno volume de acetato de etila, e completado
com este mesmo solvente. A mistura das solugdes de trabalho (1 ug.mL™*) foi armazenada

em frascos ambar, evitando-se contaminacao e evaporacao (RISSATO, 2006).

Para o ajuste da curva analitica no cromatografo foram injetadas solucGes padrao
dos agrotoxicos em diferentes concentragdes: Organoclorado (5pg.mL™; 10ug.mL*;
15pg.mL* e 20pug.mL1) em duplicata e Organofosforado (0,5 pgmL? ;1,0 ugmL?; 2,5
ug mL1), verificando o grau nivel de intensidade dos picos nos cromatogramas na curva

padrdo. Foram relacionadas as variaveis tamanho da coluna cromatogréafica, volume de



injecdo, temperatura do injetor, temperatura da interface, temperatura da fonte de
ionizacdo do espectrometro de massa, modo de injecéo (splitless e split), velocidade linear
do gés de arraste, rampa de temperatura. Os tempos de retencdo dos compostos foram
obtidos a partir da confirmacdo dos espectros dos varios agrotoxicos na concentracdo de
1000 ug.kg* usando o modo de varredura (40 a 550 m/z) e comparagio com bibliotecas
de espectros do National Institute of Standards and Technology (NIST) e SHIMADZU.
A confirmacdo dos compostos também foi realizada pelos seus respectivos valores dos
indices de retencdo obtidos das bibliotecas da Shimadzu e do NIST, utilizando o software
SHIMADZU.

Para o estabelecimento das curvas analiticas e andlises das amostras, 0S
cromatogramas foram obtidos em varios segmentos, para no minimo trés ions no modo
de aquisicdo por monitoramento de ions especificos (“single ion monitoring” - SIM)
usando ionizacao por elétrons (El) a 70 eV, realizando uma unica corrida cromatogréafica

para os padrdes de pesticidas organoclorado e organofosforado.

Apbs os ajustes analiticos, foram realizados cinco testes de recuperacdo dos analitos
de interesse em amostras guardadas em 1mL com acetato de etila, em triplicata,
garantindo a eficiéncia do método de extracdo em niveis de recuperacao de 65 a 115%.

4.5 Selecdo dos pesticidas

Apbs analises de recuperacdo, foram selecionados os pesticidas que por meio do
método de extracdo escolhido foi possivel satisfizeram os valores minimos para garantir

a confiabilidade dos resultados obtidos, verificados entre 70,3 e 97,6%.

Foi recuperado em porcentagem média de concentragdo apés 5 injecdes da solugédo
de 500 ug.kg™ de agrotoxicos preparada em extrato da matriz analisados por CG-MS no
modo SIM de pesticidas organofosforado Etoprophos (71,5%); Paration Metilico
(70,3%); Fenchlorphos (79,1%); Chlorpyrifos (97,6%); Dissulfoton (2,1%); Dichlorvos
(227,89%) e Azinphos (149,4%), organoclorado p.p-DDE (75,95%); Mitotane
(82,15%); p.p -DDE (75,95%); Bicyclo[2.2.1] (73,74%); alpha — Lindano (0%); Lindano
(0%); delta-Lindano (29,89%); Heptachlor (24,73%); 1,4:5,8-Dimet (14,26%); Isodrin



(0%); Heptachlor (38,58%); Endrin Keton (0%); Endossulfan (0%); 1,2,4 —Methen (0%);
p.p'-DDT (130,56%); e Methoxychlor (192,48%).

Por conseguinte, neste trabalho foram utilizados em analises os pesticidas validados
organofosforados, Etoprophos (71,5%); Paration Metilico (97,6%); Chlorpyrifos (79,1%)
e Fenchlorphos a 70,3%. Para os analitos organoclorados, os residuos recuperados foram:
p.p -DDE (75.95%); Mitotane (82.15) e Bicyclo[2.2.1] a 73.74%.

Os dados obtidos das analises cromatograficas em arquivos .qgd, foram tabulados

e analisados em médias para as anélises estatisticas.

4.6 Andlises estatisticas

Foram estimadas estatisticas descritivas das concentracdes de pesticidas
individuais em cada época de coleta. De acordo com a época de coleta, foram avaliadas
a incidéncia (%) e a concentracdo em parte por bilhdo (ppb) dos pesticidas Etoprophos
(ETOP), Paration Metil (METPAR), Fenchlorphos (FENC), Chlorpyrifos (CHLORP),
p.p -DDE (DDE), Mitotane (MITOT) e Bicyclo[2.2.1] (BICYC) no mel de A. mellifera,
e a ocorréncia de amostras de mel com valores de METPAR, CHLORP e DDE fora da

legislagéo vigente.

A andlise estatistica foi realizada com base na teoria dos modelos lineares
generalizados (MLG), em que os dados observados de variaveis expressas por valores
binarios foram ajustados as distribuicfes binomial e normal, e os dados de variaveis
quantitativas da concentracdo de pesticidas no mel de Apis mellifera foram ajustados a

distribuicdo normal, poisson e negativa binomial.

A estimacéo dos parametros dos modelos foi realizada utilizando-se do método da
maxima verossimilhanga, por maximizagdo da funcdo de log-verossimilhanca. As
funcbes de ligacdo utilizadas foram: binomial: g(u) = In(W/1-p), normal: g(u) = H,
poisson: g(K) = In() e negativa binomial: g(u) = In(p).



O ajuste da teoria dos MLG aos dados das caracteristicas foi realizado por meio de
analise de deviance (ANODE), a partir de ajuste de modelo maximal, representado por
porcao sistematica n = g(4) = U + Ei + Aj + E*Ajj + sijk, em que W é o efeito da média
geral, E; € o efeito da i-ésima época (i = 1 e 2), Aj é o efeito do j-ésimo apicultor (j =
1,...,15), E*Ajj é o efeito de interacdo entre a i-ésima época e 0 j-ésimo apicultor e &ijk € 0

erro aleatorio associado a cada observagéo Yijk.

A qualidade de ajuste dos modelos aos dados observados, e consequente sele¢do do
melhor modelo, se baseou no maior valor do logaritmo da funcdo de méaxima
verossimilhanca (SCAPIM et al., 2002) e na aplicacdo do teste da razdo de

verossimilhanga (likelihood ratio test).

Para 0os modelos poisson e binomial, a comparacdo do valor da razdo entre deviance
. . . . . . - 2
residual e graus de liberdade residual com os percentis da distribuicdo ;.

(MCCULLAGH e NELDER, 1989) deve estar proximo de um. Assim, quando
constatadas a superdispersdo ou a subdispersdo para os modelos poisson e binomial, foi
realizado o ajuste do parametro de dispersdo, em que os erros padrdes foram corrigidos
utilizando um modelo quasipoisson ou quasibinomial, respectivamente. No caso de ajuste
do modelo poisson, a superdispersdo também foi tratada por meio de ajuste da
distribuicdo binomial negativa, para posterior comparacao entre valores de logaritmo da

funcdo de méaxima verossimilhanca (logLik) ajustados por distribuicdes distintas.

Apbs definicdo da distribuicdo mais adequada, os efeitos de época (E), apicultor
(A) e de interacdo entre E e A foram verificados na ANODE, por meio do teste da

diferenca de deviances entre dois modelos, que segue aproximadamente a distribuicdo de
;(f_p(a) (LINDSEY, 1997) e que corresponde a analise do tipo | (R Development Core
Team, 2013).

Constatada a significancia do fator ‘época’ na analise do tipo I, o contraste
associado as diferencas entre médias de minimos quadrados (Ismeans) referentes ao efeito
de época foi comparado por meio do teste da diferenca de Ismeans, utilizando a estatistica
de qui-quadrado. Respeitados tais resultados, a apresentacdo das médias foi baseada nos

valores observados.



De acordo com a época do ano, a incidéncia (%) de amostras com pesticidas no mel
de Apis melifera e a ocorréncia (%) de amostras de mel com concentracdo de pesticidas
além dos limites permitidos pela legislacdo vigente, foram avaliadas por meio de
estimativas de intervalos de confianca da proporcdo populacional (P), utilizando-se do

meétodo exato, a 95% de indice de confianca.

As distribuicdes estatisticas que proporcionaram melhor ajuste para as
caracteristicas de incidéncia (%) de pesticidas no mel de A. mellifera foram: binomial
com corregéo dos erros padrao por um modelo quasibinomial (ETOP, METPAR e FENC)
e normal (CHLORP, DDE, MITOT e BICYC). Os valores encontrados para o logaritmo
da funcdo de verossimilhanca (logLik) foram de -24,5 (ETOP), -41,0 (METPAR), -29,6
(FENC), 26,4 (CHLORP), 6,99 (DDE), -2,58 (MITOT) e -22,5 (BICYC).

Em relacéo as andlises estatisticas, a distribuicdo que proporcionou melhor ajuste
para as caracteristicas expressas por concentracdo de pesticidas no mel de A. mellifera foi
a negativa binomial. Para tais caracteristicas, os valores encontrados para o logaritmo da
funcdo de verossimilhanca (logLik) foram de: 30.815,8 (ETOP), 157.561,0 (METPAR),
4.339,1(FENC), 24.912,2 (CHLORP), 2.028,5 (DDE), 14.438,8 (MITOT) e 3.811,8
(BICYC). Os valores da estatistica de Pearson ? ou Deviance, as quais foram utilizadas
para correcdo da subdispersdo encontrada ap6s ajuste da distribuicdo negativa binomial
foram: Pearson »Etor)=0,3058, Pearson z*wetrar)=0,1960, Pearson z*renc)=0,6009,
Deviance(cHLorr)=0,0837, Devianceppg)=0,1710, Deviancemitor)=0,1632 e

Deviancegicyc)=0,2862, todas com 82 graus de liberdade.

Para as caracteristicas de ocorréncia de amostras fora do preconizado pela
legislacdo vigente, as distribuicdes estatisticas mais ajustadas foram a binomial com
corre¢do dos erros padrao por um modelo quasibinomial (METPAR) e normal (CHLORP
e DDE). Os valores de logLik foram de -41,0 (METPAR), 26,4 (CHLORP) e 25,7 (DDE).

Ainda, levando em conta os efeitos de época (E), apicultor (A) e concentragéo de
pesticidas, foi realizada analise multivariada de agrupamento considerando a distancia
euclidiana como medida de dissimilaridade a partir dos dados normalizados. Os
agrupamentos hierarquicos a partir da matriz de distancia foram obtidos pelo método
UPGMA — Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (SNEATH; SOKAL,

1973). A validacdo dos agrupamentos foi determinada por meio do coeficiente de



correlacdo cofenético (SOKAL; ROHLF, 1962). O critério para definicdo do nimero de
grupos foi baseado na largura média da silhueta.

O escalonamento ndo métrico multidimensional (NMDS) foi empregado para 0s
dados da época 1 (setembro a novembro de 2013) e da época 2 (novembro a janeiro de
2014), empregando a distancia euclidiana ap6s normalizacdo dos dados. Apds a
construgdo da matriz de dissimilaridade com os dados normalizados, utilizou-se o
comando “metaMDS” para gerar processos aleatorios e interativos para encontrar a
melhor solucdo possivel. A qualidade do ajuste mensurado do NMDS foi avaliada pelo
“stress” e diagrama de Shepard.

O nivel de 5% de significancia foi adotado em todos os testes de hipdteses. As
analises estatisticas foram efetuadas usando-se o R Development Core Team (2014).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em média, 58,92% da area de ocupacgdo do solo deste estudo é ocupada por area
agricola, 22,08% por area de mata, 9,52% por area de agua e 6,04% de area com

edificaces, distribuido em 506 ha em torno de cada apiario (tabela 1).

Apiario Area mata Area agricola Area edificagdes Area agua Area

(%) (%) (%) (%) total (%)
1 18,03 49,22 32,75 00 100
2 35,03 29,55 00 35,57 100
3 52,91 26,41 00 20,68 100
4 12,84 82,94 4,22 00 100
5 20,27 70,13 0,61 8,99 100
6 24,42 71,29 1,59 2,70 100
7 9,85 86,56 3,00 0,59 100
8 14,67 82,95 1,59 0,79 100
9 25,55 66,16 1,63 6,66 100
10 19,41 45,13 3,43 32,03 100
11 40,96 56,26 1,29 1,49 100
12 15,43 59,13 23,61 1,83 100
13 23,90 62,35 3,69 10,06 100
14 47,22 22,04 9,08 21,66 100
15 21,25 74,39 4,29 0,07 100
Média 25,44 58,96 6,06 9,54 100

Tabela 1. Porcentagem de uso e ocupacdo do solo em relacéo a area de forrageamento das abelhas de cada
apiério, 506 ha.



Dose apidrios, correspondente a 80% das areas de estudo tem como predominéncia
a ocupacao do solo por area agricola. Esta area de cultivo tem como predominancia a soja
e o milho como culturas agricolas relacionadas a producdo e venda dos produtos
(IPARDES, 2008). Este cenario esta atrelado diretamente aos possiveis usos de pesticidas

para controle de insetos e pragas.

As areas de mata desta regido foram predominantemente reflorestadas apos a
construcdo da Hidrelétrica de Itaipu e alagamento das propriedades no ano de 1981.
Assim, apos a criacdo do reservatorio de Itaipu, foram plantadas espécies nativas e
exoticas a 200 m das margens (MULLER, 1989). As espécies que compdem a flora da
regido sdo principalmente das familias fabaceae, Lauracea, Malvaceae e Boraginaceae,
espécies de interesse apicola e atrativas as abelhas (CAMARGO, 2011). Assim, a mata
dessa regido é visitada pelas abelhas e contribui para disponibilidade de alimento para as

abelhas produzirem o mel.

Relacionando a porcentagem de amostras contaminadas por época, em cada apiario,
mesmo em espagos com maior ocupacao por area de mata (apiario 2, 3 e 14), tem-se um
maior numero de amostras contaminadas para a primeira época (setembro a novembro de
2013).

De acordo com a resolugdo n° 120/2007 da SEAB, no periodo de 15 de junho a 15
de setembro de cada ano ndo se pode cultivar soja, buscando retardar o desenvolvimento
da ferrugem asiética na regido (PARANA, 2007). Apbs este periodo, esta liberado o
plantio desta cultura e se intensifica a aplicacdo de pesticidas na fase inicial de
desenvolvimento da planta para controle de lagartas, pratica decorrente do manejo da
cultura. O plantio de soja se inicia em meados de setembro, florescendo durante 60 dias
e em diferentes fases de desenvolvimento (EMBRAPA, 2014) e cada produtor determina
0 periodo de plantio e consequente aplicacdo de defensivo. Dessa forma, os apiarios que
tiveram uma maior porcentagem de amostras contaminadas na época de setembro a
novembro de 2013, tiveram uma fonte de contaminantes comum que atingiu o mel das
colmeias, seja por meio do néctar transportado pelas abelhas ou pelo vento, por deriva,
uma vez que o mel é altamente higroscopico. Assim, mesmo que a mata pudesse

funcionar como uma barreira, esse bloqueio pode funcionar como um ponto de acumulo



destas particulas, que pode estar ligado ou ndo ao vapor d’agua, contaminando as

colmeias localizadas nas bordas dessas matas.

Assim, com maior disponibilidade de alimento e o maior contato com os diferentes
agentes contaminantes utilizados em cada cultura agricola, as abelhas podem ser
consideradas excelentes bioindicadoras da qualidade do mel produzido (TOTTI, 2006).
Ainda, o fato de existir disponibilidade de alimento para as abelhas nas espécies
cultivadas como a soja nesta regido, faz com que as abelhas ndo necessitam visitar outras
plantas (CHIARI et al., 2013), e de acordo com Cosmann (2012), as culturas para as quais
mais foram comercializados agrotoxicos no Parana, foram a soja e o milho
respectivamente. Portanto, mesmo se houver disponibilidade de outras culturas agricolas
e de mata como pasto apicola nas diferentes épocas, as espécies cultivadas e ndo nativas
nas lavouras que receberam grandes cargas de pesticidas, contribuem como fonte de
contaminantes para as abelhas, consequentemente alterando a qualidade do mel desta

regido.

Em relacdo ao percentual de amostras contaminadas para cada pesticida, observa-
se pela Tabela 2 que no periodo de setembro a novembro de 2013, Etoprophos (ETOP)
estava presente em 26,86% das amostras, Paration Metilico (METPAR) em 43,90%;
Ronnel Fenchlorphos (FENC) em 58,53%; Chlorpyrifos (CHLORP) em 4,87%; p’p.
DDE (DDE) em 9,75%; Mitotane (MITOT) em 12,19% e Bicyclo[2.2.1] (BICYC) em de
24,39% das amostras. Para as amostras coletadas entre dezembro de 2013 e janeiro de
2014, o percentual de amostras contaminadas com Etoprophos (ETOP) foi de 8,88%; de
Paration Metilico (METPAR) foi de 24,44%; de Ronnel Fenchlorphos (FENC) foi de
20,0%; de Chlorpyrifos (CHLORP), p’p. DDE (DDE), Mitotane (MITOT) e
Bicyclo[2.2.1] (BICYC) foi de 2,22%); (Tabela 2).

Para os analitos Dissulfoton, Dichlorvos, Azinphos, delta-Lindano, Heptachlor,
1,4:5,8-Dimet, Heptachlor, p.p-DDT e Methoxychlor, o simples fato de sua presenca nas
amostras de mel ja indica sua contaminacgéo e consequentemente do ambiente do entorno
dos apiarios de estudo. Assim, mesmo em niveis tdo baixos que ndo puderam ser
quantificados, suas concentragdes podem ser indicativas de qualidade e bioacumulagéo

de seus principios ativos no mel.



A porcentagem de amostras contaminadas, valores maximos em concentracéo e a

média para cada época comparadas ao preconizado na legislacéo, pode ser verificada na

tabela 2.

Tabela 2. Pesticidas detectados em amostras de mel de Apis mellifera no Parané, Br.

Pesticida Classe D' N? % Deteccdes (ppb) Epoca 1

Max  Min 5Perc 95Perc Média EPM® LP*
Etop Orgfos 11 41 26,83 262,09 0,00 0,0 146,48 41,17 11,47 NI
Metpar Orgfos 18 41 43,90 263,08 0,00 0,0 247,00 107,44 19,21 20
Ronfenc Orgfos 24 41 5854 38,25 0,00 0,0 0,36 19,06 2,65 NI
Chlorp  Orgfos 2 41 488 181,41 0,00 0,0 0,0 8,46 591 20
DDE Orgclor 4 41 9,76 94,00 0,00 0,0 0,51 2,64 2,30 10
Mitot Orgclor 5 41 12,20 317,40 0,00 0,0 43,72 13,77 8,67 NI
Bicyc Orgclor 10 41 24,39 181,69 0,00 0,0 21,58 7,67 4,85 NI
Pesticida Classe D! N2 Deteccdes (ppb) Epoca 2

Max Min 5Perc 95Perc Média EPM3® LP*
Etop Orgfos 4 45 8,89 260,64 0,00 0,0 122,84 1416 7,33 NI
Metpar Orgfos 11 45 24,44 266,20 0,00 0,0 250,70 55,65 15,46 20
Ronfenc Orgfos 9 45 20,0 3950 0,00 0,0 3522 6,84 2,06 NI
Chlorp  Orgfos 1 45 2,22 162,20 0,00 0,0 0,00 3,60 3,60 20
DDE Orgclor 2 45 444 12,01 0,00 0,0 0,00 0,39 0,29 10
Mitot Orgclor 1 45 222 3,39 0,00 0,0 0,0 0,08 0,08 NI
Bicyc Orgclor 1 45 2,22 1480 0,00 0,0 0,0 0,33 0,33 NI

D — deteccdo; 2N — nimero de amostras analisadas; *EPM — erro padrdo da média; *LP — limite maximo de

concentragdo preconizado pela legislagdo brasileira.



Para Etoprofos, Ronnel Fenclorfés, Mitotane e Bicyclo [2.2.1], de acordo com a
legislacdo atual, ndo existem limites especificos de residuos para estes pesticidas em mel,
tais concentracfes podem estar em niveis criticos de contaminacdo, mas a fiscalizacao

fica restringida sem base legal para monitoramento.

Para Etoprofos, encontrado em 26,86% e 8,88% das amostras para as épocas 1 e 2
respectivamente em concentracoes de 41,17 e 14,14 ppb, revela a presenca deste pesticida
no ambiente, sabendo que o mesmo tem periodo de caréncia no ambiente de 3 dias e é
aplicado diretamente no solo para controle de nematoides e insetos, e seu uso € liberado
no cultivo de banana (LONDRES, 2011), a persisténcia no ambiente e acumulacdo nos
vegetais visitados pelas abelhas € preocupante e pode causar danos as outras culturas e ao

ser humano.

Ronnel Fenclorfoés foi encontrado em 58,53% e 20% das amostras para as épocas 1
e 2 respectivamente. No entanto, foi proibido para agricultura desde 2010, nas culturas
de soja, milho e outras (BRASIL, 2010), sendo permitido para o controle de insetos e
pragas em areas urbanas, seu uso indiscriminado e permanéncia nos diversos ambientes
as quais as abelhas tem contato, revela o grau de contaminacdo das areas de entorno do
apiario, levando em conta que a regido é formada por pequenas propriedades e que 0s

apiarios se encontram em areas atualmente povoadas.

Ainda, para Mitotane e Bicyclo [2.2.1], compostos utilizados na producdo de
medicamentos de uso veterinario com fins bactericidas (PRIYANKA, 2015), ndo se tem
dados de concentraces e limites de residuos em alimentos e sua presenca no mel podem
estar relacionadas a visitas que as abelhas tenham feito em alimentos fornecidos aos
animais criados na regido, como silagem servidas no cocho para vacas leiteiras, bastante
comum na regido. Esse material é rico em agucares e muitas vezes € utilizado como fonte

de alimento pelas abelhas.

Assim, torna-se necessario estipular parametros de qualidade para estas substancias
como tempo de caréncia, potencial de acumulagdo em mel e outros alimentos, para que
seja eficaz no controle de doencgas, mas nédo gere passivos ambientais, tais como residuos

téxicos em alimentos.



De acordo com Prates (2011) e Cosmann (2012) os maiores indices de
contaminacdo e Obitos no Brasil por agrotoxicos estdo relacionados aos inseticidas
organofosforados, tais como Etopropfés, Paration Metilico, Ronnel Fenclorfés e

Chlorpyrifos utilizados na pesquisa.

Os resultados méaximos em concentracdo de Paration Metilico encontrado em
amostras de mel foram de 266 ug.kg, em ambas as épocas, a média independente de
apiario foram encontrados 107,44 ug.kg na época 1 e 55,65 ug.kg na época 2 (Tabela 3).
De acordo com o PNCRB (2008), o limite maximo de referéncia (LMR) no mel pode
chegar a 20 ug.kg, valores bem acima do Limite Maximo Permitido, indicando a
utilizacdo excessiva desse agrotoxico nas culturas de soja e milho da regido e,

consequentemente contaminagéo do mel.

Tanto o Paration Metilico como o Etoprof6s ndo sdo autorizados para as culturas
de repolho, uva, mandioca, tomate, abobrinha, laranja, banana, maca e pepino (BRASIL,
2009), porém, por serem utilizados na soja e milho, acabam contaminando outros

alimentos de consumo direto como o mel, entre outros.

O resultado maximo em concentracdo de Clorpirifés encontrado em amostras de
mel foi de 181 ug.kg em ambas as épocas e em média independente de apiario foi
encontrado 8,46 ug.kg na época 1 e 3,60 ug.kg na época 2. Conforme o PNCRB (2008),
o limite méximo de referéncia (LMR) no mel é igual a 20 ug.kg, sendo assim, existem
valores bem acima do Limite Maximo Permitido, indicando que o mel desta regido

apresentou altos indices de contaminagdo ambiental.

Neste sentido, niveis acima do permitido para Clorpirifés no mel, provém das
culturas agricolas de entorno do apiario, que podem estar com niveis também acima do
permitido para cada cultura. A fonte de contaminacdo do mel pode ser a flora de entorno
dos apidrios ou a aplicacdo direta nas caixas de abelha, uma vez que os procedimentos de

extracdo e armazenamento foram controlados.

Em relacdo a concentracéo dos pesticidas por épocas, houve efeito significativo de
época (p<0,05) sobre 0 FENC, CHLORP, MITOT e BICYC (Tabela 3). Observou-se que
a concentracdo média de FENC, CHLORP, MITOT e BICYC de méis de A. mellifera
coletados de setembro a novembro de 2013 foi maior (p<0,05) do que a incidéncia



observada em amostras de mel coletadas de dezembro de 2013 a janeiro de 2014 (Tabela
3).

Tabela 3. Médias observadas e desvios-padrao (entre parénteses) de Etoprophos (ETOP), Paration Metilico
(METPAR), Fenchlorphos (FENC), Chlorpyrifos (CHLORP), DDE, Mitotane (MITOT) e Bicyclo[2.2.1]
(BICYC) de acordo com as classes de época (E) de coleta de mel, independente de apiario®.

E
ETOP METPAR  FENC CHLORP DDE MITOT  BICYC
p
1 41,2¢73,4 107,4%(123, 19,1%(17,0 8,46%37,9 13,8%555 7,67%(31,0
2,64%(14,8
) 0 ) ) ) )
2 142%49,1 55,7%(103,7 6,84°(13,9 3,60°(24,2 0,39%(1,96 0,08%(0,51 0,33°(2,20
) ) ) ) ) ) )

DEpoca 1: setembro a novembro de 2013; @Epoca 2: dezembro de 2013 a janeiro de 2014; Médias seguidas
por letras mindsculas diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste da diferenga de Ismeans, em nivel de
5% de probabilidade; p>y*(etor)=0,1156; p>x2(meTrar)=0,0634.

As concentracdes obtidas de FENC foram de 19,1% (setembro a novembro de
2013) e de 6,84% (dezembro de 2013 a janeiro de 2014). As concentra¢des obtidas de
CHLORP foram de 8,46% (setembro a novembro de 2013) e de 3,60% (dezembro de 2013
a janeiro de 2014). As concentraces obtidas de MITOT foram de 13,8% (setembro a
novembro de 2013) e de 0,08% (dezembro de 2013 a janeiro de 2014). As concentracdes
obtidas de BICYC foram de 7,67% (setembro a novembro de 2013) e de 3,60% (dezembro
de 2013 a janeiro de 2014).

Na época 1 (setembro a novembro de 2013) como ja mencionado, foi o periodo de
intenso plantio de soja nesta regido até fim de setembro, passados o periodo de
emergéncia, necessita-se aplicacdo de inseticidas para controle de pragas. No entanto,
sabendo que FENC foi proibido para agricultura desde 2010 (BRASIL, 2010), permitido
apenas no controle de insetos e pragas em areas urbanas, que MITOT e BICYC sdo
compostos utilizados na producdo de bactericidas (PRIYANKA, 2015), e que Clorpirifés
é permitido para cultura de soja e milho, sendo que foi o inseticida mais vendido nos anos
de 2012, sua concentracdo tem referéncia direta de sua aplicacdo e presenca no mel no

periodo de setembro a novembro 2013.



Ainda, a concentragdo de ETOP, METPAR e DDE, constante nas duas epocas de
estudo, revela sua permanéncia no ambiente de estudo, considerando que seu uso é
destinado para o controle de nematoides e insetos nas culturas de soja, milho e pastagens
(LONDRES, 2011; BRASIL, 2014 e ATDSR, 2002).

Em relacdo a porcentagem de incidéncia dos pesticidas nas amostras, ndo houve
efeito significativo entre as épocas (p>0,05) de Etoprophos e Paration Metilico (Tabela
4); Chlorpyrifos (Tabela 5); DDE e MITOT (Tabela 6).

Tabela 4. Comparacéo entre proporcdes e intervalos de confianga (IC) da incidéncia de pesticidas em
amostras de mel de Apis mellifera, de acordo com a época de coleta™®™

; Etoprophos (ETOP) Paration Metilico (METPAR)
=poc x/n Proporcdo IC (g5%) x/n Proporcdo IC (g5%)

1 11/41 26,832 [14,22;42,94]  18/41 43,90° [28,47;60,25]
2 4145 8,89 [2,48;21,22] 11/45 24,442 [12,88;39,54]

(MEpoca 1: setembro a novembro de 2013; Epoca 2: dezembro de 2013 a janeiro de 2014; x: nimero de
fracassos; n: tamanho amostral; Propor¢des seguidas por letras minusculas diferentes na coluna diferem
entre si, pelo teste da diferenca de Ismeans, em nivel de 5% de probabilidade; p>%?(metrar)=0,0960.

Tabela 5. Comparacédo entre proporg¢des e intervalos de confianga (IC) da incidéncia de pesticidas em
amostras de mel de Apis mellifera, de acordo com a época de coleta®

Clorpirifés (CLORP)

Epoca

x/n Proporgdo IC (g5%)
1 2/41 4,88? [0,60;16,53]
2 1/45 2,222 [0,056;11,77]

(1>Epoca 1: setembro a novembro de 2013; Epoca 2: dezembro de 2013 a janeiro de 2014; x: nimero de fracassos; n:
tamanho amostral; Proporcdes seguidas por letras mintsculas diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste da
diferenca de Ismeans, em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 6. Comparacdo entre propor¢des e intervalos de confianga (IC) da incidéncia de pesticidas em
amostras de mel de Apis mellifera, de acordo com a época de coleta™

Epoca DDE Mitotane (MITOT)




x/n Proporcédo IC (g5%) x/n Proporgéo IC (95%)

1 441 9,76° [2,72;23,13]  5/41  12,20° [4,08;26,20]
2 1/45 2,22 [0,056:11,77]  1/45 2,22 [0,056;11,77]

(Epoca 1: setembro a novembro de 2013; Epoca 2: dezembro de 2013 a janeiro de 2014; x: nimero de fracassos; n:
tamanho amostral; Proporgdes seguidas por letras minGsculas iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo teste da
diferenca de Ismeans, em nivel de 5% de probabilidade; p>y?(wmiTor)=0,0626.

A diferenca entre as épocas para estes pesticidas nao foi significativa a 5% de
significancia. No entanto, verifica-se que para ambos os analitos, existiu um maior
numero de amostras contaminadas na primeira época (setembro a novembro de 2013) e
sua constancia uso e permanéncia no ambiente é verificada pela indiferenca entre as

épocas.

Entretanto, para os pesticidas FENC e BICYC, observou-se efeito significativo de
época a (p<0,05), a proporcao de FENC e BICYC em méis de Apis mellifera coletados
de setembro a novembro de 2013 foi maior (p<0,05) do que a incidéncia de FENC e
BICYC observada em amostras de mel coletadas de dezembro de 2013 a janeiro de 2014
(Tabelas 7).

Tabela 7. Comparacdo entre proporg¢des e intervalos de confianga (IC) da incidéncia de pesticidas em
amostras de mel de Apis mellifera, de acordo com a época de coleta®

) Fenchlorphos BICYC
Epoca
x/n Proporcdo IC (g5%) x/n Proporgdo IC (95%)
1 24/41 58,542 [42,11;73,68] 10/41  24,39% [12,36;40,30]
2 9/45 20,00P [9,58;34,60] 1/45  2,22° [0,056;11,77]

(MEpoca 1: setembro a novembro de 2013; Epoca 2: dezembro de 2013 a janeiro de 2014; x: nimero de
fracassos; n: tamanho amostral; Propor¢des seguidas por letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si, pelo

teste da diferenca de Ismeans, em nivel de 5% de probabilidade

As proporcdes obtidas para FENC foram de 58,54% (setembro a novembro de
2013) e de 20,00% (dezembro de 2013 a janeiro de 2014) e para BICYC as proporgoes
obtidas foram de 24,39% (setembro a novembro de 2013) e de 2,22% (dezembro de 2013



a janeiro de 2014), revelam o uso de produtos a base destes compostos prioritariamente

na época 1.

Estes compostos sdo utilizados prioritariamente na formulacdo de produtos
destinados ao controle de pragas urbanas, aplicados em porta iscas ou formulados em
medicamentos de uso veterinario (BRASIL, 2010; PRIYANKA, 2015).

Em relacdo as amostras contaminadas com principios ativo em limites acima do
preconizado na legislacdo, ndo houve efeito significativo de época (p>0,05) sobre a
ocorréncia de amostras de mel de A. mellifera com concentragcdo de METPAR, CHLORP
e DDE fora da legislacédo vigente (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8. Comparacéo entre proporgdes e intervalos de confianga (1C) da ocorréncia de amostras de mel de
Apis mellifera com concentracdo de Paration metil e Chlorpyrifos fora da legislacdo vigente, de acordo com
a época de coleta®

; Paration Metilico (METPAR) Chlorpyrifos (CHLORP)

=poc x/n Proporcédo IC (g5%) x/n Proporcdo IC (g5%)

1 18/41 43,902 [28,47;60,25]  2/41 4,88 [0,60;16,53]
2 11/45  24,44? [12,88;39,54]  1/45  2,22° [0,056;11,77]

(MEpoca 1: setembro a novembro de 2013; Epoca 2: dezembro de 2013 a janeiro de 2014; x: nimero de fracassos; n:
tamanho amostral; Proporgdes seguidas por letras minUsculas iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo teste da
diferenca de Ismeans, em nivel de 5% de probabilidade; p>y?(metpar)=0,0960.

Tabela 9. Comparacéo entre proporg¢des e intervalos de confianga (1C) da ocorréncia de amostras de mel de
Apis mellifera com concentragio de DDE fora da legislagdo vigente, de acordo com a época de coleta®

) DDE
Epoca
x/n Proporcao IC (95%)
1 2/41 4,882 [0,60;16,53]
2 1/45 2,222 [0,056;11,77]

(MEpoca 1: setembro a novembro de 2013; Epoca 2: dezembro de 2013 a janeiro de 2014; x: nimero de fracassos; n:
tamanho amostral; Proporc¢des seguidas por letras minusculas iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo teste da
diferenca de Ismeans, em nivel de 5% de probabilidade.



Porém, observou-se um maior valor numérico para as proporc¢es de METPAR,
CHLORP e DDE nas amostras de méis de Apis mellifera coletadas de setembro a
novembro de 2013 do que nas respectivas propor¢cdes de METPAR, CHLORP e DDE
observadas em amostras de mel coletadas de dezembro de 2013 a janeiro de 2014
(Tabelas 8 e 9). Esses resultados mostraram que o teste aplicado ndo foi sensivel o
suficiente para detectar diferencas significativas, talvez pelo tamanho amostral utilizado

neste estudo.

Pode-se observar que 43,90% das amostras de mel coletadas em setembro a
novembro de 2013 e 24,44% das amostras coletadas de dezembro a janeiro de 2014
apresentaram ocorréncia de METPAR acima do preconizado pela legislacéo, e 4,88% das
amostras de mel coletadas em setembro a novembro de 2013 e 2,22% das amostras
coletadas de dezembro a janeiro de 2014 apresentaram ocorréncia de CHLORP acima do
preconizado pela legislacdo. Com isso, sugere-se que estes ingredientes ativos formulados
nos agrogquimico, sao utilizados em concentracdes mais elevadas, o numero de aplicacfes
sugeridas ndo é respeitado, bem o tempo de caréncia destes principios ativo no ambiente

ndo esteja em conformidade com seu registro.

Na analise de correlacdo de Pearson para amostras de mel coletadas entre setembro
a novembro de 2013, constatou-se que 0s graus de associacdo de maior magnitude
ocorreram entre MIT e BIC (r = 0,997), AM e AA (r = -0,79) e AA e AAG (r =-0,76).
Todas as estimativas listadas apresentaram-se significativas (p<0,001), indicando que
foram vélidas para estimar os respectivos coeficientes de correlagcdo populacional. Para
outros pares de caracteristicas (AM e ETOP (r=0,43), AAG e MITOT (r=0,31), AAG e
BIC (r=0,31), DDE e MITOT (r=0,43), e DDE e BIC (r=0,40)), também foi observada
correlagdo significativa (p<0,01) (Tabela 10).

Tabela 10. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre pares de caracteristicas, em
amostras de mel coletadas de setembro a novembro de 2013®

AM  ***  p=0,08 ** * NS S NS NS S S
0,79 AA S *ox NS s s NS NS S S
028 -011 AED  p=0,051 NS s s p=0,09 NS S S
049 -0,76 -031  AAG NS s s NS NS * *



043 -0,26 -0,12 0,08 ETOP S S NS =0,07 S S

001 -011 016 0,08 -0,04 MP NS NS NS S S
0,12 0,05 0,04 -0,0002  -0,22 0,11 FENC NS NS S S
0,11 -0,001 0,27 -0,10 -0,13 025 0,25 CHL NS S S
0,02 0,02 -0,05 -0,007 0,29 0,16 -0,16 -0,04 DDE * *
014 -021 -0,13 0,31 0,006 0,19 0,05 -0,06 0,43 MIT  **
011 -020 -0,12 0,31 -0,004 0,20 0,07 -0,06 0,40 0,997 BIC

@ n = 41 pares de observagGes; AM: area de mata; AA: area agricola; AED: area de edificacbes; AAG: area de agua;
ETOP: Etoprophos; MP: Paration Metil; FENC: Fenchlorphos; CHL: Chlorpyrifos; MIT: Mitotane; BIC:
Bicyclo[2.2.1]; Codigos de significancia: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; NS p>0,05.

A correlacdo significativa entre Mitotane (MIT) e Bicyc (BIC) a 0,997 para o
periodo de setembro a novembro de 2013, sabendo que sdo principios ativo de
medicamentos de uso veterinario, revelam o uso destes compostos nas areas de estudo e

devido suas caracteristicas hidrossollveis, e tem referéncia as areas AAG (0,31).

Na andlise de correlacdo de Pearson para amostras de mel coletadas de dezembro
de 2013 a janeiro de 2014, constatou-se que os graus de associa¢do de maior magnitude
ocorreram entre AM e AAG (r=0,51), AM e AA (r =-0,80). Todas as estimativas listadas
apresentaram-se significativas (p<0,001), indicando que foram validas para estimar os
respectivos coeficientes de correlacdo populacional. Para outros pares de caracteristicas
(AM e AAG (r=0,51), AM e BIC (r=0,33), AED e MIT (r=0,29), AAG e CHL (r=0,33),
AAG e DDE (r=0,27), ETOP e MIT (r=0,37), FENC e CHL (r=0,32)), também foi

observada correlagao significativa (p<0,01) (Tabela 11).

Tabela 11. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre pares de caracteristicas, em
amostras de mel coletadas de dezembro de 2013 a janeiro de 2014®

AM ** =0,09 ** S S S NS NS NS *
-0,80 AA NS *x NS NS S NS NS NS NS
-025 0,13 AED =0,06 NS S =0,08 NS NS * NS

0,51 0,77 -0,28  AAG S NS NS * p=0,08 NS NS



0,04 0,07 0,02 -0,18 ETOP NS NS NS NS * NS
-0,08 0,16 -0,10  -0,10 0,16 MP NS NS NS p=0,06 NS
0,03 -0,22 0,26 0,14 0,15 -002 FENC * NS NS NS
0,12 -0,22 -010 0,33 -0,04 -0,08 0,32 CHL NS NS NS
-0,07  -0,08 -0,06 0,27 -0,06 0,25 -0,10 -0,03 DDE NS NS
-0,12 0,001 0,29 -0,10 0,37 0,28 -0,08 -0,02 -003 MIT NS

0,33 -0,24 -010 0,14 -0,04 -008 -008 -002 -003 -0,02 BIC

(@ n = 45 pares de observagGes; AM: area de mata; AA: area agricola; AED: area de edificactes; AAG: area de agua;
ETOP: Etoprophos; MP: Paration Metil; FENC: Fenchlorphos; CHL: Chlorpyrifos; MIT: Mitotane; BIC:
Bicyclo[2.2.1]; Codigos de significancia: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; NS p>0,05.

Para a época de dezembro de 2013 a janeiro de 2014, ndo houve fortes correlacfes
entre as varidveis que justificam sua similaridade em fungdo da semelhanca entre o uso e
ocupacdo do solo nas areas e presenca de pesticidas nas areas de estudo.

Na analise multivariada de agrupamento, considerando a distancia euclidiana com
0 medida de dissimilaridade a partir dos dados normalizados, relacionando a concentrag
do de pesticidas e areas em cada época, para ajuste e determinacdo do nimero 6timo de a
grupamentos para a época de setembro a novembro de 2013, foi analisado a maior largur
a média da silhueta entre as barras k= 2/n com uma média da largura de silhueta de 0.59/
n.

Neste sentido formaram-se dois grupos para época de setembro a novembro de 2013
(figura 4 e 5). O grupo 1, formado por 13 apiarios (1, 3, 4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 e
15); e o grupo 2, formado por 2 apiérios (2 e 6).
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Figura 4. Dendrograma baseado na distancia euclidiana e método de agrupamento por UPGMA para época
1 (Setembro a novembro de 2013). Correlagéo cofenética de 0,91.
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Figura 5. NMDS da matriz de distancia de Chord transformada para os dados da Epoca 1 (Setembro a
novembro de 2013).

A similaridade entre as varidveis para o grupo 1 na época de setembro a novembro de
2013, agrupa-os e ndo justificam-se valores que permitem caracterizar sua influencia
especifica no estudo. No entanto a incidéncia dos principios ativos BICYC e MITOT

nestas areas de estudo ndo é comum a todos 0s apiarios.

Para o grupo 2, formado pelos apiario (2 e 6) e pesticidas BICYC e MITOT, a variavel
mais relevante para formacéo do grupo foi a presenca dos pesticidas BICYC e MITOT,
em concentracdes médias de 60,56 ppb e 105,8 ppb respectivamente, no apiario 2 e 10,79
ppb e 21,86 ppb respectivamente, no apiario 6. Estes apiarios estdo localizados em
diferentes regides na area de estudo (Figura 1), com uso e ocupagdo do solo em
proporcdes diferentes (Figura 2), mas a presenca destes compostos em ambas as areas,
revelam a contaminacdo do mel mais acentuada e generalizada para a época de setembro

a novembro de 2013. No entanto, para ambos 0s principios ativos ndo existe um limite



maximo de residuos no mel preconizados pela legislacdo, podendo estar em

concentragdes que tragam risco a saude das abelhas e do ser humano.

Para a época 2 (novembro de 2013 a janeiro de 2014), para ajuste e determinacgao
do nimero 6timo de agrupamentos para a época de dezembro de 2013 a janeiro 2014, foi
analisado a maior largura média da silhueta entre as barras k=2 /n  com uma média da
largura de silhueta de 0.45/n.

Assim, na andlise multivariada de agrupamento, considerando a distancia
euclidiana como medida de dissimilaridade a partir dos dados normalizados, relacionando
a concentracao de pesticidas e areas em cada época, formaram-se trés grupos para época
de dezembro de 2013 a janeiro 2014. O grupo 1, formado por 8 apiarios (11, 12, 3, 10, 4,
6, 7, 5); grupo 2, formado por 5 apiérios (1, 9, 13, 8, 15) e grupo 3, formado por 2 apiarios
(2, 14) (figura6e 7).
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Figura 6. Dendrograma baseado na distancia euclidiana e método de agrupamento por UPGMA para época
2 (Novembro de 2013 a Janeiro de 2014). Correlagdo cofenética de 0,93.
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Figura 11. NMDS da matriz de distancia de Chord transformada para os dados da Epoca 2 (Dezembro de
2013 a Janeiro de 2014).

A similaridade entre as avariaveis para formacéo dos grupos, de um modo geral foi
direcionada pelo uso e ocupacéo do solo, uma vez que as concentracdes de pesticidas para
época de dezembro de 2013 a janeiro de 2014 foram menores que as concentracGes de

setembro a novembro de 2013.

Para o grupo 1, formado por 8 apiarios (3, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 12), a presenca do
pesticida METPAR em todos os apiarios e em concentracbes acima de 80 ppb e
porcentagem de area agricola acima de 50% na maior parte da regido de estudo, foram

determinante para formagao do grupo.

Para o grupo 2, formado por 5 apiérios (1, 8, 9, 13, 15), a relacdo direta de uso e
ocupacdo do solo com aproximadamente 20% das areas cobertas com area de mata e
mesmo que area agricola em torno de 60% da area, ndo houve contaminacdo com
METPAR, CLORP, DDE, MITOT E BICYC. Apenas 0 apiario 9 com amostras
contaminadas com ETOP e o apiario 1 com FENC.

Para o grupo 3, formado por 2 apiarios (2, 14), a similaridade entre as areas de mata,
acima de 30%, area agricola menor que 30% e area de agua acima de 20%, com auséncia
dos pesticidas ETOP, METPAR, DDE, MITOT e BICYC.



6 CONCLUSAO

Foram detectados os pesticidas Etoprophos, Paration Metilico, Fenchlorphos,
Chlorpyrifos, p.p"-DDE, Mitotane, Bicyclo[2.2.1] nas amostras de mel de Apis mellifera
da area de estudo no municipio de Santa Helena, Parana.

Significativamente, houve maior contaminagdo das amostras na época de setembro
a novembro de 2013 em comparacdo com a época de novembro de 2013 a janeiro de
2014,

Em relacdo ao uso e ocupacao do solo, foram classificadas as porcentagens de area
agricola, area de mata, area de agua e area com edificacGes em torno de cada apiario. No
entanto, ndo houve correlacdo significativa de amostras de mel contaminadas em fungéo
de éarea agricola e area de mata, potenciais espacos para obtencdo de alimento para as

abelhas, pois existe uma grande similaridade entre 0s apiarios.

Foram identificada nas amostras de mel, concentracdes acima do preconizado na
legislacdo para Paration Metilico, Clorpirifés e DDE, fazendo referéncia ao uso abusivo
de pesticidas nas areas agricolas e demais fontes de alimento para as abelhas. Ainda, a
presenca de Mitotane, Bicyclo[2.2.1] nas amostras, revela outras fontes de contaminacao
além dos agrotdxicos pulverizados na agricultura, pois estes principios ativo estdo

presentes em medicamentos e produtos quimicos utilizados na agropecuéria

A identificacdo de Etoprophos, Paration Metilico, Fenchlorphos, Chlorpyrifos,
p.p -DDE, Mitotane, Bicyclo[2.2.1], nas amostras de mel, é um indicativo de
contaminacdo ndo apenas do produto das abelhas como do ambiente de entorno dos
apiarios na regido de estudo. Assim, as abelhas A. mellifera sdo consideradas insetos

bioindicador de qualidade ambiental.

Por fim, a identificacdo de pesticidas nas amostras de mel, coletadas de setembro
2013 a janeiro de 2014, revelam que este produto foi contaminado nas diferentes épocas,

principalmente por Paration Metilico e Clorpirifés, e que a qualidade do mel fica



comprometida pela presenca destes agentes contaminantes, haja visto que houve a
presenca de todos os padrdes estudados e sugere-se novos trabalhos na identificacdo de

outros compostos que podem estar presente mas nao foram alvo desta pesquisa.



7 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de Paration Metilico e Clorpirifés na agricultura de acordo com os
agricultores tem sido substituido por novos compostos de menor impacto no ambiente.
No entanto, sua presenca no mel das diferentes areas de estudo, em concentracfes acima
do preconizado pela legislacdo, alerta para que a monitoria destes compostos nesta regido
seja realizada de forma mais intensa, verificando seu tempo de caréncia ndo apenas nos

vegetais, no solo e agua, como nos alimentos, principalmente o mel desta regiao.

Novos trabalhos devem ser realizados, buscando relacionar de forma direta o uso
de pesticidas formulados, a recuperacdo dos principios ativos e a presenca no mel. A
escolha dos padrdes de pesticidas deve ser estipulada de acordo com os produtos que séo
utilizados na regido atualmente e aqueles legalmente proibidos, e assim buscar resultados
mais conclusivos com a aplicacdo para cada cultura. Ainda, areas reflorestadas com
espécies de interesse apicola nesta regido contribuem para a qualidade e disponibilidade
de alimento abelhas. Porém, as arvores e plantas das Areas de Preservacdo Permanente e
mesmo de Reservas Legais, tém sido contaminadas com 0os mesmos pesticidas utilizados
na agricultura, uma vez que acabam constituindo uma barreira fisica, que retém esses

pesticidas, sendo fontes perenes de contaminacao do mel.
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