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RESIDUOS DE PESTICIDAS EM MEL DE Apis mellifera PRODUZIDOS NA
MICROREGIAO DE TOLEDO - PARANA

RESUMO

O Brasil destaca-se na producdo nacional e internacional de mel, por conta da repleta
diversidade floristica com clima favoravel o ano todo. No espaco nacional, as regibes Sul e
Nordeste sdo as maiores produtoras, responsaveis por cerca de 70% da producdo de mel.
Entretanto, esse cenario estd em constante ameaga; isso porque as abelhas vém sofrendo
colapsos em suas colbnias e o grande vilao tém sido os agrotéxicos. Dentre eles, destacam-
se 0s inseticidas sistémicos, imidacloprido e o fipronil, utilizados em larga escala,
principalmente, nas culturas de soja e milho. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
qualidade do mel quanto a concentragéo de fipronil e imidacloprido da microrregido de Toledo,
Paran4, relacionando as concentragdes com uso e ocupacao das areas de forrageamento aos
apiarios coletados. As amostras foram coletadas em dezembro de 2019 e o método proposto
para extracdo e quantificacdo foi, primeiramente, validado em sistemas cromatogréficos
selecionados. Consecutivamente, as amostras passaram por um processo de extracdo em
fase sélida, acopladas a cartucho, para posterior leitura em cromatografia. Os parametros da
validacdo do método foram satisfatérios; a linearidade apresentou R?2 0,99 para ambos os
compostos. A recuperacdo para o imidacloprido foi de 92,28%, com LD 0,007 e LQ
0,005 pug ml —1; ja para o fipronil, a recuperacéo atingida foi de 118,32%, com LD 0,003 e LQ
0,005 ug ml—1. Em termos de representatividade, 41,34% das amostras apresentaram
concentracdes de imidacloprido com valores variando até 2,07 ug ml-%; ja 87,8% das
amotras, estavam contaminadas por fipronil com variacédo de até 0,0675 ug ml ~*. As regides
com as maiores concentra¢des coincidiram com o uso da terra nas areas de forrageamento
das abelhas e com a utilizacdo desses compostos nas areas agricultaveis no ano de 2019.
De forma geral, em termos de areas agricultaveis, a microrregido apresentou 49,83% da area
total, sendo o Grupo 1, com 70,96, seguida do Grupo 2, com 56,99%, que apresentaram as
maiores concentracdes de fipronil, e o Grupo 3, com 41,32% de territério com atividade agricola,
a qual apresentou, em sua regido abrangente, as maiores concentra¢des de imidacloprido. Em
termos de comercializagdo do imidacloprido, destacaram-se lItaipulandia e Missal, que
comercializaram, juntas, 18804,76 kg de imidacloprido para diversas culturas. J4 quanto ao
fipronil, destacaram-se Terra Roxa e Guaira, que, juntas, comercializaram 1. 822 kg de fipronil;
e o0 sudoeste de Marechal Candido Rondon, onde foram vendidos 864 kg do composto. Tal
dado coincide com o mapeamento das concentra¢cdes na microrregido de estudo. De forma
geral, todas as concentracdes encontradas, de ambos 0s compostos, mesmo aquelas
consideradas baixas para a pesquisa, ultrapassaram os Limites Maximos de Residuos
fornecidos por oOrgdos internacionais. Dessa forma, pode-se concluir que a utilizacdo de
fipronil e imidacloprido estd4 afetando a qualidade do mel produzido e impactanto todo o
sistema de apicultura realizado na regido. Entao, se ndo alcangcarmos um equilibrio no uso de
defensivos agricolas, respeitando a extensdo de forrageamento das abelhas, vamos nao
apenas comprometer a atividade apicola, quanto a produtividade e qualidade do mel, mas
também ocasionaremos um declinio de col6nias de abelhas, gerando um colapso ambiental,
que pode afetar todo o sistema de polinizacdo, sustentabilidade e equilibrio do ecossistema
envolvido.

Palavras-Chave: atividade apicola, fipronil, imidacloprido.
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PESTICIDES RESIDUES IN HONEY FROM Apis mellifera PRODUCED IN THE
MICROREGION OF TOLEDO - PARANA

ABSTRACT

Brazil stands out in national and international honey production, due to its rich floristic diversity
and year-round favorable climate. Nationally, the South and Northeast regions are the largest
producers, accounting for roughly 70% of total honey production. However, this scenario is
under constant threat, because bee’s colonies have been collapsing, and the main villain has
been pesticides. Among them are systemic insecticides such as imidacloprid and fipronil,
which are widely used, mainly in soybean and corn crops. Therefore, the aim of this study was
to assess the quality of honey in terms of fipronil and imidacloprid concentrations in the
microregion of Toledo, Parand, and to relate the concentrations to the use and occupation of
foraging areas in the collected apiaries. Samples were collected in December 2019, and the
proposed method for extraction and quantification was first validated in selected
chromatographic systems. Following that, the samples went through a solid-phase extraction
process coupled to a cartridge for later reading in chromatography. The method validation
parameters were satisfactory. The linearity presented R2 = 0.99 for both compounds. With LD
0.007 and LQ 0.005 ug ml-2, recovery for imidacloprid was 92.28%, while recovery for fipronil
was 118.32%, with LD 0.003 and LQ 0.005 ug mlt. In terms of representativeness,
imidacloprid concentrations ranged from up to 2.07 ug ml -tin 41.34% of the samples, while
fipronil contamination ranged from up to 0.0675 pg mlt in 87.8% of the samples. In the year
2019, the highest concentrations of these compounds coincided with land use in bee foraging
areas and the use of these compounds in arable areas. Overall, the microregion represented
49.83% of the total area in terms of arable areas, with Group 1 accounting for 70.96, Group 2
for 56.99%, which had the highest concentrations of fipronil, and Group 3 accounting for
41.32% of the total area with agricultural activity, which had the highest concentrations of
Imidacloprid in its comprehensive region. Itaipulandia and Missal, which together marketed
18804.76 kg of imidacloprid for various cultures, stood out in terms of commercialization of the
insecticide. Terra Roxa and Guaira, which together sold 1,822 kg of fipronil, and Marechal
Candido Rondon, to the southwest, sold 864 kg of the compound. This data matches the
concentration mapping in the microregion under study. In general, all concentrations of both
compounds found, even those considered low for the research, exceeded the international
bodies’ Maximum Residue Limits. As a result, it can be concluded that the use of fipronil and
imidacloprid has an impact on the honey quality as well as the entire beekeeping system in the
region. So, if we do not achieve a balance in the use of pesticides while respecting the extent
of bee foraging, we will not only jeopardize beekeeping activity in terms of productivity and
honey quality, but we will also cause a decline in bee colonies, resulting in an environmental
collapse that will affect the entire pollination system, as well as the sustainability and balance
of the ecosystem involved.

KeyWords: Beekeeping activity, fipronil, imidacloprid
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1 INTRODUCAO

A crescente atividade agricola, vinculada a demanda por alimentos para consumo e
exportacdo, unida ao uso desenfreado de pesticidas, com intuito de auxiliar a agricultura, vém
apresentando problemas em escala mundial. Além do uso inadequado, entra em questao a
intensa producdo de novos compostos, com propriedades melhoradas para o controle de
pragas. Contudo, a maior parte desses novos agentes € sintética, implicando diretamente o
seu destino no ambiente. Subténcias sintéticas sdo, em grande maioria, resistentes a
degradacao e apresentam maior persisténcia ambiental, podendo levar anos, até décadas
para se decompor. O modo, numero de aplicagdo e a quantidade de pesticidas aplicada
acabam por afetar direta e indiretamente os maiores representantes da polinizacao agricola e
silvestre, as abelhas.

Pertencentes a ordem Hymenoptera e a superfamilia dos Apoidea (grupo Apiformes),
as abelhas formam por volta de 20 mil espécies. Além de suprir necessidades de culturas
agricolas e silvestres por meio da polinizagéo, algumas abelhas séo capazes de produzir mel.
As mais conhecidas e maiores produtoras do mundo pertencem a subfamilia Apinae e ao
género Apis, as Apis Mellifera. Produtivas e proliferas adaptam-se com facilidade a diferentes
ambientes, propolisando com abundancia, principalmente em regides Umidas. Protegem-se
facilmente contra ataques de predadores e acdo das intempéries, seja por meio de estruturas
fisicas ou pela presenca de muitas abelhas operérias guardias (OLIVEIRA, 2020). Um enxame
de Apis é formado de 60.000 a 70.000 abelhas, representadas por trés castas: uma rainha,
de zero a algumas centenas de zangfes e milhares de abelhas operéarias (HICKMAN et al.,
2010).

A atividade apicola pode e é um meio de subsisténcia para muitos produtores rurais,
visto que gera como produto a prépria abelha, que, em muitos casos, é comercializada com
outros produtores para auxiliar a polinizagéo agricola. A cera, o propolis, a apitoxina, o polen,
a geléia real sdo também subprodutos da atividade, unidos ao maior representante da
apicultura: o mel. Ele contém glicose, frutose, 4gua e pequenas quantidades de proteinas,
minerais, acidos organicos, vitaminas e enzimas. Além de alimento, possui atividades
terapéuticas, como sua habilidade antimicrobiana e antisséptica. Somado a isso, o mel
apresenta atributos antinémicos, emolientes, antiputrefantes, digestivos, laxativos e diuréticos
(NOGUEIRA-COUTO; COUTO, 2006).

Em termos de qualidade do mel, o Brasil destaca-se na producdo nacional e
internacional. Isso porque o territdrio € repleto de uma diversidade floristica imensa com clima
favoravel o ano todo. Atualmente, o Brasil € o décimo maior produtor de mel e o oitavo maior
exportador do produto do mundo. No espaco nacional, as regibes Sul e Nordeste sdo as
maiores produtoras, responsaveis por mais de 70% da produgdo de mel. Entretanto, esse

cenario € colocado em risco a cada novo dia, visto que as abelhas vém sofrendo colapsos em
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suas colbnias e o grande vildo tém sido os pesticidas. Dentre 0s responsaveis por esses
colapsos, destacam-se 0 neonicotinoide, imidacloprido e o fenil pirazol, fipronil. Esses
inseticidas possuem acdo sistémica, ou seja, quando aplicados em vegetais de cultivo
agricola, penetram em toda a planta, tornando-a téxica em qualquer superficie, para todos 0s
organismos que a encontram. As abelhas entram em contato com esses pesticidas desde o
momento da semeadura até a colheita, compromentendo toda a cadeia produtiva do mel. O
contato pode ser agudo ou crbénico, assim, podem sofrer morte imediata no contato, em casos
de pulverizacdo ou acumular essas substancias em seus organismos (concentracdes
subtelais). Nesse caso, sofrem inUmeras consequéncias nos processos mais importantes de
forrageamento e apredizagem. Além disso, podem levar essas substancias para dentro da
colméia, afetando diretamente a qualidade de producédo do mel.

O desenvovimento de pesquisas voltadas a qualidade do mel quanto a contaminagéo
por pesticidas vem ganhando importancia e se destacando em escala mundial. Contudo, ha
uma discrepancia em termos de impugnacéao de legislagdes que controlem esses residuos no
mel. Inclusive, ndo existem determina¢des de Limites Maximos de Residuos para o mel dos
maiores vildes para abelhas, o imidacloprido e o fipronil. InUmeros estudos focam nas abelhas
e nas consequéncias que causam sobre a col6nia e individualmente, sendo efeitos subletais
ou agudos. Ha, por exemplo, as pesquisas realizadas por El Hassani et al. (2005); Pedro
(2008); Jhonson et al. (2010); Narashi et al. (2010); Perreira (2010); Gill et al. (2012); Renzi
(2016); Castilhos (2018) e Kaplan (2020) com o iseticida fipronil. Ademais, ha os trabalhos
desenvolvidos por Suchail, Debrauwer e Belzunces (2003); Faucon et al. (2005); Girolami et
al. (2009); Cassida (2011); Girolami et al. (2011); Tapparo et al. (2011); Tapparo et al. (2012);
Teeters etal. (2012); Yang et al. (2012); Beddinger et al. (2013); Sanchez-Bayo e Goka (2014);
Henru et al. (2015) e Pisa et al. (2015), com o inseticida imidacloprido.Unindo trés pontos,
temos uma questdo ambiental, econbmica e social importante a ser mantida. Uma seria a
toxicidade sob efeitos imediatos ou cumulativos da utilizacéo dos pesticidas. Em segundo, ha
a poluicdo pontual e difusa relacionada a utilizacao desses compostos. E, em terceiro, existe
a importancia das abelhas para a manutencao da biodiversidade floristica e de cultivos
agricolas, unido a importancia da apicultura e seus produtos. Logo, vemos a necessidade de
estudos que busquem auxiliar ou melhorar a situacdo atual das abelhas. Envolve-se, nessa
questdo, a cadeia produtiva do mel, utilizando-o como bioindicador de qualidade do ambiente.
Assim, o objetivo deste estudo é avaliar a qualidade do mel quanto a concentracéao de fipronil
e imidacloprido da microrregiao de Toledo — Parana, relacionando as concentragdes com uso

e ocupacao das areas de forrageamento aos apiarios coletados.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o teor de pesticidas no mel produzido por abelhas Apis mellifera na

microrregido de Toledo - Parana.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a presenca e quantificagao de imidacloprido e fipronil nas amostras
de mel coletas nos apiarios das regides selecionadas.

¢ Relacionar a apicultura com o uso e ocupacéao do solo abrangendo as areas de
forrageamento, focando na interacdo da utilizacdo de defensivios agricolas

com a producao melifera.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Abelhas com ferrdo - Apis mellifera

As abelhas surgiram antes do homem, ha cerca de mais de 100 milh6es de anos. S&o
admiradas ao longo da historia pelas civilizagdes, como simbolo de riqueza, trabalho e
perseveranca, pela maneira com que defendiam seu territério. A origem pode ter relacéo a
um grupo de vespas, que alterou a sua dieta habitual de insetos e 4caros, para se alimentar
de néctar e pdlen na obtencdo de nutrientes (Associoacao Brasileira de Estudos das Abelhas
- A.B.E.L.H.A).

Pertencentes a ordem Hymenoptera e a superfamilia dos Apoidea (grupo Apiformes),
as abelhas formam por volta de 20 mil espécies. Apoidea é formada por diversas familias,
dentre elas, a Apidea, com a maior capacidade de socializagio e vivéncia em grupos. E
composta por quatro subfamilias: Apineos, Meliponineos, Bombineos e Euglossineos.
Dessas, as Apineas sdo abelhas com ferrdo com habitos sociais refinados. As mais
conhecidas e maiores produtoras de mel do mundo pertencem a subfamilia Apinae e ao
género Apis, as Apis Mellifera. Mellifera significa que carrega mel; sdo abelhas grandes e
escuras, com listras amarelas. Produtivas e proliferas, adaptam-se, com facilidade, a
diferentes ambientes, propolisando com abundancia, principalmente em regiées Uumidas.
Protegem-se facilmente contra ataques de predadores e acdo das intempéries, seja por meio
de estruturas fisicas (dentro dos buracos e ocos de arvores), ou pela presenca de muitas
abelhas operérias guardids. Seu atague mais comum € o ferrdo ligado a uma bolsa de veneno
na extremidade do abdémen. ApOs a picada, a abelha morre, pouco tempo depois, por
hemorragia e perda de 6rgaos (OLIVEIRA, 2020). O ferrdo esta presente apenas nas
operarias e rainhas; nestas, serve de guia de postura ou ovopositor; naquelas, é utilizado
como instrumento de defesa.

Do género Apis, existem sete espécies mais usadas para a producdo comercial de
produtos da apicultura. Dentre elas, cita-se a Apis florea, A. andreniformes, A. dorsata, A.
cerana, A. mellifera, A. laboriosa e A. koschevnikov. Apis mellifera apresenta algumas
subespécies, conhecidas como racas geograficas, sendo abelha-europeia, abelha-alema,
abelha-comum, abelha-da-Europa, abelha-de-mel, abelha-doméstica, abelha-do-reino,
abelha-escura, abelha-europa, abelha-preta e oropa. E considerada uma abelha social,
introduzida na América por ingleses e espanhdis. E originaria do Norte da Europa, do Centro-
Oeste da RuUssia, estendendo-se até a Peninsula Ibérica. Adentrou no Brasil em 1839, para
suprir apiarios na producdo de mel e cera. Habita savanas, florestas tropicais, desertos,
regibes litordneas e montanhosas (NOGUEIRA-COUTO; COUTO, 2006). A abelha

africanizada (A. mellifera) é a espécie de polinizador mais amplamente utilizada no mundo
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para suplementar a polinizacdo em areas agricolas, pelo manejo bem conhecido e por sua
abundancia.

Um enxame de abelhas A. melifera, em periodos de grandes floradas, € constituido,
em média, de 60.000 a 70.000 abelhas, formadas por trés castas. Sdo representadas por uma
Unica rainha, de zero a algumas centenas de zangbes, dependendo da época do ano, e
milhares de abelhas operéarias (HICKMAN et al., 2010). O desenvolvimento de todos os
individuos da colénia compreende os estagios de ovo, larva e pupa. Assim, a rainha, zangbes
e operérias levam, respectivamente, 16, 24 e 21 dias para completar seu desenvolvimento,
desde o ovo até o nascimento (PAGE; PENG, 2001).

Os estégios de desenvolvimento das abelhas Apis mellifera e a diferenciacédo entre as
castas estdo destacados na Figura 1 (EMBRAPA, 2002).

Pré-pupa Pupas

Figura 1. Estagios de desenvolvimento das abelhas Apis mellifera.
Fonte: EMBRAPA, 2002.

Morfologicamente, medem de 12 a 13 mm de comprimento, apresentam pélos no
térax, mais escuros, com poucas listras amarelas no corpo e possuem lingua curta (de 5,7 a
6,4 mm), o que dificulta o trabalho em flores profundas. As fémeas diferenciam-se dos
zangbes pela presenca do ferrdo. Quando ameagada, € bastante agressiva e irritadica. E no
parelho digestivo, no comec¢o do abdémen, que se localiza o papo ou a vesicula nectarifera,
responsavel pelo transporte de agua e néctar na formagdo do mel. Em um dos lados da
vesicula, localiza-se uma valvula que previne que o néctar ou o mel ndo passem pelo sistema
digestivo; a contracdo da musculatura do papo permite que o material de seu interior seja
regurgitado. Durante o processo de regurgitamento, o contetdo do papo é diluido por enzimas
liberadas das glandulas hipofaringeas e salivares das abelhas, que tém a capacidade de

transformar os agucares do néctar coletado em mel (CRANE, 1983).
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As colbnias da abelha-europeia sdo permanentes, formadas por uma rainha (no
maximo duas), abelhas operarias, de 10 a 15 mil, e entre 500 e 1.500 zangbes (machos). Os
zangbes sdo maiores e mais fortes do que as operéarias, mas ndo possuem 6rgdos para
trabalho nem ferrdo. Apresentam olhos compostos mais desenvolvidos, antenas com maior
capacidade olfativa, asas maiores e musculatura de voo mais desenvolvida. Tais
caracteristicas permitem maior orientacao, percepc¢ao e rapidez para a localiza¢édo de rainhas
virgens durante o voo nupcial. No processo reprodutivo, os zangdes sao atraidos pelos
feromonios da rainha a distancia de até 5 km. No acasalamento, o 6rgdo genital do zangao
(enddfalo) fica preso no corpo da rainha e se rompe, 0 que ocasiona sua morte; se
sobrevivem, ou sao inutilizados pelas operéarias, ou expulsos da colmeia. A rainha ocupa-se
exclusivamente em colocar ovos, sendo cerca de 3 mil por dia. A diferenca entre zangéo,
rainha e operaria leva em consideracao a alimentagéo recebida, formando castas diferentes
dentro dos favos (Figura 2) (EMBRAPA, 2007).

ovo
MNé&ao fecundado Fecundado
Zangao Gelela real Geloia opearana
+mel + polen
Rainha Operaria

Figura 2. Esquematizacdo da diferenca de castas em colméias de Apis mellifera.
Fonte: EMBRAPA, 2002.

As operarias realizam todo o trabalho para a manutengao da colmeia com atividades
especificas relacionadas a idade. Inicialmente, do primeiro ao quinto dia, realizam a limpeza
dos alvéolos e de abelhas recém-nascidas. Do quinto ao décimo dia, chamadas de nutrizes,
cuidam da alimentagdo das larvas em desenvolvimento. Nesse estagio, desenvolvem as
glandulas hipofaringeanas e mandibulares, responsaveis pela producédo de geleia real. Do
décimo primeiro ao vigésimo dia, produzem cera para a constru¢do de favos e desenvolvem
as glandulas ceriferas. Além disso, recebem e desidratam o néctar trazido pelas campeiras,
elaborando o mel. Do décimo oitavo ao vigésimo primeiro dia, realizam a defesa da colmeia.
Nessa fase, as operarias apresentam os orgaos de defesa bem desenvolvidos, com grande
acumulo de veneno. Da mesma forma, participam do controle da temperatura na colmeia. Do
vigésimo primeiro dia até a morte, realizam a coleta de néctar, pdlen, resinas e agua,

denominadas campeiras. Entretanto, a necessidade da colmeia pode causar a reativacao de
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glandulas atrofiadas em operarias, com a finalidade de realizar determinada atividade. Ou
seja, uma abelha mais nova pode sair para a coleta no campo e uma abelha mais velha pode
encarregar-se de alimentar as larvas. As operarias possuem o0s 06rgdos reprodutores
atrofiados, ou seja, ndo se reproduzem, porque, na fase de larva, elas recebem alimento
menos nutritivo e em menor quantidade que a rainha. Em contrapartida, elas possuem érgaos
de defesa e trabalho perfeitamente desenvolvidos, ndo observados na rainha e no zangao,
como a corbicula (onde é feito o transporte de materiais solidos) e as glandulas de cera
(EMBRAPA, 2002).

A temperatura interna da colmeia é mantida em torno de 35°C, ideal para o
desenvolvimento larval. Temperaturas fora dessa faixa podem provocar aumento da
mortalidade na colénia e defeitos fisicos nas operarias (asas ou outras partes do corpo).
Quando é necessario baixar a temperatura da colmeia, as abelhas do interior da col6nia
distanciam-se dos favos e aglomeram do lado de fora da caixa. Algumas ficam posicionadas
na entrada, movimentando suas asas, para direcionar uma corrente de ar ao interior da
colmeia. Essa corrente, além de esfriar a colmeia, auxilia a evaporacao da umidade do néctar,
transformando-o em mel. Se houver duas entradas na colmeia, o ar € aspirado por uma
entrada e expelido pela outra; se ndo, usa-se parte da entrada para aspirar e outra parte para
expelir o ar. Se a temperatura do ar estiver muito alta, as operarias coletam agua e espalham
pequenas gotas pela colmeia e/ou regurgitam pequena gquantidade de agua, contida abaixo
da lingua, que sera evaporada pela corrente de ar, auxiliando o resfriamento da col6nia. Da
mesma forma, a umidade evaporada do néctar é utilizada para esse fim. No inverno, para
aumentar a temperatura do interior da colbnia, as abelhas aglomeram-se em “cachos" e
trocam de posigdo consecutivamente. Caso a temperatura continue caindo, elas aumentam
sua taxa de metabolismo, provocando vibra¢gdes dos muasculos toracicos, o que gera calor
(EMBRAPA, 2007).

As abelhas forrageiam circundando a colmeia em um raio de até 3 km, buscando uma
diversidade de lugares e interagindo intensamente com o meio ambiente. Unidos a sua
capacidade de coletar e armazenar o material na sua colmeia, as abelhas e os produtos
apicolas sao considerados como indicadores apropriados para uma variedade de poluentes
ambientais. Ou seja, podem ser consideradas rastreadoras de poluicdo ecolégica, baseada
em caracteristicas, como comunidades com grande populacédo, mobilidade, alcance de voo e
numeros de inspecdes de flores por dia. Também, baseia-se em caracteristicas morfolégicas,
ja que o corpo da abelha é coberto de pelos, aumentando a superficie de contato com 0 meio
ambiente (BALAYIANNIS; BALAYIANNIS, 2008).

De maneira geral, as abelhas polinizadoras podem ser classificadas ou agrupadas de
acordo com Varias caracteristicas, as quais sdo: nativas ou exéticas; meliferas ou n&o
meliferas; solitarias (Centris spp., Eulaema spp., Tetrapedia spp), eussociais (Apini,

Meliponini) semissociais (Bombini, Halictinae, Xylocopinae); generalistas (abelhas sociais e a
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maioria das abelhas solitarias; visitam todas as flores disponiveis em busca de néctar e pélen);
ou especialistas (minoria das abelhas solitarias; visitam exclusivamente flores de poucas
plantas) (MICHENER, 2000). Essa inter-relacdo entre planta e abelha é vital porque a
diversidade e abundancia das abelhas, na condicdo de maiores e melhores representantes
dos polinizadores, serve como bioindicador da saude do bioma, confirmando que os
ecossistemas estdo em equilibrio sustentavel (COUVILLON; RATNIEKS, 2015).

No Brasil, além da espécie Apis mellifera africanizada, hibrido entre abelhas africanas
e europeias, existem mais de 1.500 espécies que sao responsaveis pela polinizacao de 30%
a 90% da flora nativa, dependendo do ecossistema, consideradas abelhas nativas,
distribuidas em quase 300 géneros (PIRES et al., 2016).

3.2 Atividade apicola

A producéo de mel é a base econdmica da apicultura, entretanto, criar abelhas também
se destina a polinizacao agricola, a producéo de prépolis, pélen, geleia real e apitoxina. Esses
produtos sdo utilizados como matéria-prima nas industrias farmacéuticas, alimenticias,
cosméticas e consumo in natura.

A cera da Apis mellifera possui por volta de 248 componentes diferentes; apresenta
coloracao clara, escurecendo com o tempo, em virtude do deposito de pdélen e do
desenvolvimento das larvas. As industrias de cosméticos, medicamentos e velas sdo as
principais consumidoras de cera. Outra substancia produzida pela atividade das abelhas é o
propolis, substancia resinosa, adesiva e balsamica, elaborada a partir da mistura da cera e da
resina coletada das plantas. O prépolis € usado pelas abelhas para fechar as frestas e a
entrada do ninho, evitando correntes frias de ar, durante o inverno e na limpeza da col6nia,
devido as suas propriedades antissépticas. Serve, ainda, para isolar uma parte do ninho ou
algum corpo estranho que ndo pode ser removido da colbnia. E utilizada, principalmente,
pelas industrias de cosméticos e farmacéutica. Cerca de 75% do propolis, produzido no Brasil,
€ exportado, sendo o Japao o maior comprador (EMBRAPA, 2002).

O polén é outro produto da atividade apicola; € o gameta masculino das flores coletado
pelas abelhas e armazenado nos alvéolos da colmeia. E alimento as abelhas na fase larval e
adulta com até 18 dias de idade. Comercialmente, é usado como suplementagdo alimentar,
misturado com o mel, seco, em capsulas ou tabletes. Esse mesmo polén participa da
apicultura em termos de polinizagdo, afinal, o gameta masculino das plantas é transportado
por agentes polinizadores, para o 6vulo da mesma flor ou de outra espécie, concedendo
diversidade floristica. Em locais com alto indice de desmatamento e devastacdo ou com
predominancia da monocultura, os agricultores ficam extremamente dependentes das
abelhas para poderem produzir. Com isso, muitos apicultores alugam suas colmeias durante

o periodo da florada para servigos de polinizacdo (EMBRAPA, 2002).
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Produzida pelas glandulas hipofaringeanas e mandibulares das operarias, usada
como alimento das larvas e da rainha, a geleia real € outro subproduto da atividade das
abelhas. Alguns apicultores praticam a comercializacdo in natura, misturada com mel ou
liofilizada. A industria de cosméticos e medicamentos utiliza na composicdo de diversos
produtos. O ultimo subproduto da producédo apicola é a apitoxina, produzido pelas glandulas
de veneno da operaria e armazenado no “saco de veneno” na base do ferrdo. Cada operaria
produz 0,3 mg de veneno, que é uma substancia transparente, sollivel em agua e composta
de proteinas, aminodcidos, lipidios e enzimas. Embora a ac&o antirreumatica do veneno seja
comprovada e o0 pre¢o no mercado seja muito atrativo, € um produto de dificil comercializagéo,
porque sé deve ser comercializado para farmacias de manipulacdo e industrias de
processamento quimico, em raz&o da sua acao toxica (EMBRAPA, 2002).

O principal produto da atividade apicola é o mel. Ele contém glicose (32%), frutose
(38%), 4gua e pequenas quantidades de proteinas, minerais, acidos organicos, vitaminas e
enzimas invertase, diastase, glicose oxidase, catalase e fosfatase (NOGUEIRA-COUTO;
COUTO, 2006). Além de alimento, possui atividades terapéuticas, jA comprovadas, como sua
habilidade antimicrobiana e antisséptica, devido a seus fatores fisicos (alta osmolaridade e
acidez) e quimicos (inibicdo por peroxido de hidrogénio e substancias volateis, como
flavanoides e acidos fendlicos). Além disso, 0 mel apresenta propriedades antinémicas,
emolientes, antiputrefantes, digestivas, laxativas e diuréticas. Embora em baixas
concentracdes, o mel pode apresentar algumas vitaminas, como: E1 (tiamina), complexo E2
(riboflavina, niacina), E6 (pyridoxina), acido pantoténico, C (acido ascorbico) e D. Sao
assimilaveis pela associacdo a outras substancias, como o hidrato de carbono, sais minerais,
oligoelementos e acidos organicos. A filtragcdo, por retirar o polen do mel, € que pode reduzir
o conteudo de vitaminas, exceto de vitamina K (EMBRAPA, 2006).

O mel é classificado de acordo com sua origem em floral, quando as abelhas
aproveitam o néctar das plantas e mel de melato; sdo adquiridos de secrec¢des de liquidos
acucarados, procurados e colhidos pelas abelhas como se fossem néctar (ANKLAM, 1998).
Esses méis advém de processos enzimaticos semelhantes, mas suas caracteristicas fisico-
guimicas sao diferentes quando se tornam o produto final. Mel floral € chamado de monofloral,
guando o néctar é coletado de uma espécie floral. Multifloral ou silvestre, quando é obtido a
partir de diferentes origens florais (CAMPOS, 1998). O néctar coletado pelas operarias é
carregado na vesicula nectarifera para a colénia, repassado para outra operaria ou depositado
diretamente no favo. Durante o transporte, é diluido pela saliva, de maneira que sao
acrescentadas enzimas (invertase, diastase e glicoseoxidase) provenientes das glandulas
hipofaringeanas das abelhas. Elas agem no processamento do néctar para transforma-lo em
mel. A composicdo do néctar de uma espécie produtora, que foi recolhido pelas abelhas,
colabora diretamente na composicéo do mel elaborado, atribuindo caracteristicas especificas.

O mel de melato difere do mel floral em sua composicao quimica; eles sdo mais escuros, tém
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pH mais alto, menor teor de glicose, razdo pela qual usualmente nao cristaliza, e maior acidez
(CASTRO-VAZQUEZ et al., 2006).

Em relacdo a espécie coletora, existem varios tipos de méis no mundo. As abelhas do
género Apis sdo as principais: Apis melifera, Apis cerana, Apis dorsata, Apis florea. No Brasil,
existem outras espécies, como as abelhas sem ferrdo (meliponideos), do género Melipona,
conhecidas popularmente como urucu (Melipona scutellaris), tilba (Melipona compressipes),
jandaira (Melipona subnitida), mandacaia (Melipona quadrifasciata) (VARGAS, 2006). De
maneira geral, 0 mel das espécies de meliponideos tem como caracteristica fundamental a
diferenciacdo nos teores da sua composi¢do. Destaca-se o teor de 4gua (umidade), que o
torna menos denso que o mel das abelhas africanizadas (CAMPOS, 1998).

O mel extraido dos apiarios contém pdlens, cera de abelha, leveduras e outros
materiais indesejaveis, que devem ser removidos para melhor qualidade e prazo de validade.
Dessa forma, para fins de comercializacdo, o mel é processado antes de ser embalado em
garrafas ou outros recipientes. De maneira geral, 0 processamento convencional do mel inclui,
consecutivamente: pré-aquecimento; suspensdo das particulas (“strainning”); filtracdo de
particulas finas; aguecimento (remoc¢do de umidade e reducdo na contagem de leveduras);
resfriamento e engarrafamento. O tipo de equipamento e as etapas, durante o processamento,
dependem da escala de operacdo. Duas etapas importantes séo a filtragem e o aquecimento.
A separacao de restos de polen, cera e outros materiais é feita por filtragdo por deformacéo e
pressdo. O tratamento térmico do mel elimina os microorganismos que causam deterioragédo
e reduz o teor de umidade retardando o processo de fermentagdo. A separacéo fisica do
material em suspenséo é feita antes do processamento térmico do mel (SUBRAMANIAM,
HEBBAR & RASTOGI, 2007).

Em locais com clima tropical, um problema enfrentado na apicultura é a rapida
deterioracdo devido a fermentagéo. Isso porque o mel contém levedura osmofilica (tolerante
ao acucar). Assim, se o teor de umidade for alto o suficiente e a temperatura de
armazenamento for favoravel, ocorre a fermentacdo. A umidade influencia a taxa de
fermentacéo, granulacdo e sabor do mel. Dessa forma, o teor de umidade abaixo de 17% é
considerado um nivel seguro para retardar a atividade das leveduras. Em contrapartida, a
diminuicdo da umidade aumenta as chances de granulacdo do mel. Para evitar a fermentacao,
0 mel passa pelo processo térmico antes do envasamento. Ele elimina os microorganismos
responsaveis pela deterioracao e reduz o teor de umidade para retardar a fermentacao. O
aguecimento provoca, inicialmente, uma diminuicdo na viscosidade, que pode ainda ser
atribuida a composicao dos acucares individuais, ao material ndo agucarado e coloidal. Outra
particularidade é a cristalizacdo, propriedade indesejavel no manuseio, processamento e
comercializacdo, exceto para alguns fins. A glicose parece ser o principal componente que
cristaliza no mel, pois estd em um estado supersaturado (SUBRAMANIAM, HEBBAR &
RASTOGI, 2007).
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A qualidade do mel varia de acordo com alguns fatores, como a diversidade floristica,
a espécie de abelha, as condicbes ambientais e manejo pré e pds-colheita (MORAES, 2012).
De acordo com a legislacdo brasileira emitida pela ANVISA, na normativa n°11 de 2000, um
mel, para ser considerado de qualidade e com niveis aceitveis de pureza, precisa apresentar
cor, sabor, aroma, teor de umidade e consisténcia adequados. Nas analises fisico-quimicas,
estabilidade e conservacao, destacam-se o teor de umidade, teor de cinzas (quantidade de
minerais no mel), microbiota (introduzidos pelas proprias abelhas ou por comportamentos
antigiénicos), pH (influencia a formacdo de outros componentes), acidez (nivel de
deterioracdo do mel — realca sabor), condutividade elétrica (deteriora¢do da origem botanica
do mel) e cor. Em termos de densidade Optica, o mel é classificado nas cores branco agua,
extra branco, branco, branco ambar, &mbar claro, &mbar e &mbar escuro (Figura 9). Assim, o
mais escuro apresenta uma concentracdo de sais minerais (Mn, K, Na e Fe) mais alta. As
cores podem sofrer altercbes devido a fatores, como tempo, temperatura de estocagem e
contaminacéo por metais (NOGUEIRA-COUTO; COUTO, 2006).

Ultimamente, a demanda por mel de melhor qualidade esta aumentando, uma vez que
o mel esta sendo consumido também por seus beneficios & saude. Assim, esforgos para
procurar alternativas ao processo térmico convencional estao surgindo, com a finalidade de
produzir mel de melhor qualidade. Dentre as ultimas inovagbes, destacam-se 0 uso de
microondas, ultrassom e aquecimento infravermelho, por apresentarem a vantagem inerente
a rapidez e ao produto de melhor qualidade. Os processos de membrana por pressao sao
notavelmente simples, ja que funcionam em temperatura ambiente e exigem menos energia
(SUBRAMANIAM, HEBBAR & RASTOGI, 2007).

Em termos de apicultura, existem dois tipos de apiario, fixo e migratério. No apiario
fixo, ha a permanéncia das colmeias durante todo 0 ano em um local delicadamente escolhido.
As abelhas exploram as fontes florais disponiveis em seu raio de agdo (maximo de 3 km para
uma coleta produtiva). Em apiarios migratérios, as abelhas sdo deslocadas ao longo do ano
para locais com recursos florais abundantes. Pela necessidade de praticidade no transporte
das colmeias e do restante do material, os cavaletes utilizados diferem daqueles considerados
em apidrios fixos. Assim, sdo desmontaveis ou dobraveis diminuindo o volume de carga a ser
transportada e o tempo gasto na sua montagem e desmontagem (EMBRAPA, 2007).

Independentemente da instalacdo do apiario, no processo de producdao de mel, as
abelhas podem ser acometidas por algumas doencas, desde seu estagio larval, por bactérias,
fungos, virus, acaros, protozoarios e insetos. Essas doencas acarretam prejuizos diretos para
a produtividade. Isso porque o aumento da mortalidade, tanto de crias quanto de abelhas
adultas, ocasiona uma reducéo da populacéo da colmeia (SANCHEZ-BAYO et al., 2016).

Nas fases iniciais, 0s prejuizos sdo ainda maiores, devido a dificuldade de percepcao.
Nelas, os apicultores precisam observar os favos com as crias; quando muito falhados, é

indicio de doenca. As falhas (Figura 3 a) aparecem porque as operdrias tiram as crias doentes
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da colmeia (comportamento higiénico). Ha, ainda, problemas com a rainha (idade) ou zangbes
diploides (fecundacdo consaguinea), que sao comidos pelas operarias, resultando também
em falhas nos favos. Para ter certeza de que se trata de doenca nas crias, 0s apicultores
devem examinar cuidadosamente os opérculos, avaliando cor, a forma e a posicdo das crias;
opérculos furados e/ou afundados séo indicativos de doencas. Nas crias, as principais
doencas séo: cria putrida europeia, cria putrida americana, cria ensacada e cria giz (Figura 3)
(EMBRAPA, 2002).



Figura 3. Doencas em crias de abelhas: a) cria putrida européia: area de crias com muitas
falhas(inferior) e mudanca de posicao e coloracao das larvas(superior); b) cria patrida americana: favos
falhados (inferior) e opérculos perfurados (superior); c) cria putrida americana: consisténcia viscosa da
cria — teste do palito (superior) e restos de crias mortas e ressecadas colados nas paredes do alvéolo
(inferior); d) pré-pupas com sintomas de cria ensacada; e€) sintomas de cria giz.

Fonte: EMBRAPA, 2004.

Em abelhas adultas, o diagndstico € mais complicado porque a reacdo causada entre
as doencas ou intoxicagdes é muito similar. O sintoma geral de doencas em abelhas adultas
€ a presenca de abelhas mortas ou moribundas, rastejando na frente da colmeia. Dentre as
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principais doencas em abelhas adultas, destacam-se a nosemose, causada por protozoario,
gue ataca o sistema digestivo, provocando disenteria. Ademais, h4 a acariose, causada por
um acaro, que se aloja na traqueia e alimenta-se da hemolinfa, causando a morte. Ambas as
doencas ndo sdo mais comuns no Brasil; apareceram apenas nas décadas de 70-80. Outro
acaro (ectoparasita), que causa danos a apicultura, em crias e adultos, € o Varroa destructor.
Nas crias, afeta principalmente os zangdes; nos adultos, fica aderido principalmente na regido
toracica, préximo ao ponto de insercao das asas. Alimenta-se sugando a hemolinfa, podendo
causar reducao do peso, da longevidade das abelhas e deformacdes nas asas e pernas. As
coldénias que apresentarem infestagfes devem ter suas rainhas substituidas por outras
provenientes de colonias resistentes (EMBRAPA, 2002; SANCHEZ-BAYO et al., 2016).

O é&caro V. destructor é um vetor de varios virus de abelhas, incluindo virus de paralisia
aguda de abelhas (ABPV), de paralisia de Israel (IAPV), virus de abelha da Caxemira (KBV)
e de asa deformado (DWYV). Inicialmente, ele acometia somente as abelhas asiaticas Apis
ceranae, mas hospedou-se na a abelha europeia, Apis melifera, no Extremo Oriente, em
meados do século passado e se alastrou por todo o mundo (FRANCIS; NIELSEN; KRYGER,
2013).

As abelhas sdo acometidas ainda por doencgas causadas por duas espécies de tracgas,
gue depositam ovos em frestas dos quadros e caixas, em colmeias fracas. As larvas
alimentam-se da cera, construindo galerias nos favos, nos quais depositam fios de seda. Os
guadros ficam repletos de fios de seda e fezes. Podem, ainda, afetar diretamente a cria e a
cera armazenada. Insetos, como formigas e cupins, geram grandes danos a atividade apicola.
As formigas consomem o alimento (mel e pdlen) e as crias, além de causarem grande
desgaste, ocasionam mortalidade das abelhas adultas, na tentativa de defender a colénia.
Dependendo da intensidade do ataque, podem provocar o abandono da colmeia. Os cupins
danificam a madeira das caixas e cavaletes, diminuindo sua vida Util e favorecendo a entrada
de outros inimigos naturais (EMBRAPA, 2002).

3.3 Apicultura na mesorregido Oeste do Parana

De forma geral, no Brasil, a apicultura teve inicio no comeco do século 19 com a
introducdo da abelha-da-europa. A producdo nacional aumentou ap6s a introducao de A.
mellifera scutellata, vinda da Africa, em 1956, com intuito de melhorar a producéo de mel no
pais (MORAIS et al., 2012). Esse avanco ocorreu, principalmente, devido a regulamentacao,
valorizacao, incentivos, utilizacdo dos produtos das abelhas pela populacdo e a renda
adquirida. Até 2003, o Brasil era considerado o 7° maior exportador de mel no ranking mundial.
Em 2005, era 0 15° maior produtor, destacando-se até 2007 como o pais que mais expandiu
suas exportagdes, tanto em quantidade quanto em valor. Em 2010, o pais alcangou a 112

posicao entre produtores mundiais, com a 52 colocacao entre os exportadores, em quantidade.
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Ja em 2013, houve um novo aumento na exportacdo, chegando a mais de 16 mil toneladas,
com a 72 posicao entre os exportadores. Em 2014, um aumento na exportacao de 82%, em
relacdo a 2013, levou o Brasil a ocupar a 82 posicdo entre os maiores exportadores, com
pouco mais de 25.300 toneladas. Apesar do bom desempenho nas exportacbes, o pais
ocupou melhor posicdo no ranking mundial em quantidade do que em valor de produto,
indicando que menores produtores ndo tém conseguido melhores precos. Isso aponta para a
necessidade de melhorar a qualidade e o valor agregado do produto (BANDINI; SPISSO,
2017). Atualmente, o Brasil € o décimo maior produtor de mel e o oitavo maior exportador do
produto do mundo, sendo a China e Argentina, respectivamente, as maiores
representatividades. A producéo nacional de mel é, em média, de 27 a 35 toneladas. Em 2017,
por exemplo, o setor apicola movimentou U$ 121 milhdes (ABEMEL, 2018). Em 2006,
segundo dados do Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE),
cerca de 350 mil pessoas viviam no Brasil, em funcdo da renda da apicultura, com
representacao significativa da agricultura familiar nessa area.

Dados fornecidos pelo IBGE, consolidados para o mel, foram adquiridos por meio do
Sistema de Recuperacdo Automatica — Sidra2l e pela Secretaria de Comércio Exterior —
Secex. Utilizou-se o sistema AliceWeb22, todos em relagdo ao mel natural, Unica categoria
disponibilizada, considerados para parametro nacional, pelos autores Bandini e Spisso (2017)
(Figura 4). A partir de 2008, ndo ha registros de importacdo de mel. Ndo foram encontrados

dados que fizessem distingdo entre diferentes tipos de mel, nem nessa fonte, nem nas demais.

Producéo e Exportacao de Mel (SIDRA - IBGE e Aliceweb - SECEX)
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Figura 4. Mel: Producao (IBGE) e Exportacdo (Secretaria de Comércio Exterior — Secex) de 2004 a
2015.
Fonte: Bandini e Spisso (2017).
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No espaco territorial, as regibes Sul e Nordeste sdo as maiores produtoras,
responsaveis por mais de 70% da producdo de mel. O Sudeste vem se destacando por
apresentar um crescimento durante os Ultimos anos, segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), registrados em 2016. Socioeconomicamente, a apicultura é
uma atividade importante para a agricultura familiar. Tem papel social por meio da contratacédo
de mé&o de obra local, familiar ou até mesmo permutada entre os apicultores, que formam
associacdes ou cooperativas, garantindo, assim, a permanéncia das familias ho meio rural
(SABBAG; NICODEMO, 2011).

Dados do estado do Parand, na década de 1950, revelam que a atividade apicola
enfrentou alguns desafios, por conta da miscigenag¢ado genética entre as abelhas africanas e
europeias. Esse cruzamento apresentou maior produtividade as colmeias, mas o
comportamento agressivo da espécie ocasionou uma queda no desenvolvimento da atividade.
Ja nos anos 1970, com a atividade agricola em expansao, o uso indiscriminado de pesticidas
também contribuiu para a reducéo da apicultura e, consequentemente, para a contaminacao
do mel. A partir de 1980, a atividade comegou a ganhar um novo cenario, de forma crescente,
com o surgimento de novas oportunidades na paisagem local, nacional e mundial. Em termos
de Brasil, 0 Parana € o segundo estado de destaque em exportacdo de mel, gerando por volta
de 3,02 mil toneladas, averbando, aproximadamente, U$ 9,7 milhdes. Na regido Oeste do
Paran4, a atividade apicola teve inicio na década 1990, com o surgimento de associagfes de
apicultores, incentivados por programas governamentais. Eles ofereciam equipamentos
bésicos para o desenvolvimento da atividade, principalmente para o processo de producao de
cera alveolada (produto de alto custo para o apicultor). Consecutivamente, as associacdes
passaram a confeccionar a cera. Em 2006, essas associagfes se organizaram e fundaram a
Cooperativa Agrofamiliar Solidaria dos Apicultores da Costa Oeste do Parana (COOFAMEL).
A cooperativa consolida-se comercializando o mel e seus produtos derivados, representando
os produtores de mel da regido da Oeste do Parana. Ela agrega valor ao produto e expande
0 mercado, bem como consolida a marca COOFAMEL (RODRIGUES, DURSO, ROCHA
JUNIOR, 2015).

Segundo dados preliminares do IBGE (2018), para municipios devidamente
cadastrados, no Brasil, foram produzidos 42.346.250 kg de mel, gerando um lucro de R$
502.842.00 para o pais. A maior representatividade desses dados pertence a regido sul do
Brasil, com uma producéo de 16. 475.113 kg. O Parana e o Rio Grande do Sul sdo os estados
com maior producéo em quilogramas da regiao e de todo o pais, com 6.293.757 e 6.428.057
kg(s), respectivamente. Em termos de lucro, a regido sul gerou ao Brasil, com a produgéo de
mel, R$ 215.487,00, sendo que, desses locais, o Parana apresentou a maior lucratividade

com R$ 84.010,00 de todos os estados brasileiros (Figura 5).
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Figura 5. Contribuicdo da regido sul para a producdo e lucratividade de mel para o Brasil. a)
Producgédo de mel em quilogramas dos anos de 2010 a 2018 na regido sul do Brasil; b) Lucratividade
na producao de mel em R$ dos anos de 2010 a 2018 na regido sul do Brasil.

Fonte: IBGE — Pesquisa da Pecuéria Municipal (PPM — 2018).

No valor percentual da producéo de origem animal por tipo de produto, o mel no Brasil
representou 4,3% do total. A regido sul e nordeste ficaram com a maior representatividade,
1,25 e 1,57%, respectivamente. Em relacdo aos municipios pertencentes ao estado do
Parana, para o ano de 2018, destacam-se, em maior producdo de mel em quilogramas:
Ortigueira, com 733.296 kg, Arapoti (576.000 kg), Prudentopolis (283.540 kg), Cruz Machado
(252.000 kg), Bituruna (199.00 kQ).

A microrregido de Toledo engloba, entre outros municipios, Marechal Céndido
Rondon, Santa Helena e Terra Roxa; juntos esses municipios produziram, em 2018, um total
de 165.500 kg de mel, rendendo ao Parand R$ 1.694.000,00. Uma pesquisa realizada por
Sigolo (2019), unido & COOFAMEL, buscou, entre outros pontos, avaliar possiveis causas de
perdas de colmeias de Apis mellifera e jatai, nas propriedades dos apicultores selecionados.
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Dentre os problemas mais citados, destacaram-se a contaminagao por defensivos agricolas
e roubo de caixas, sendo que, em 45,95% dos casos, suspeitava-se da contaminacdo por
pesticidass. Tal fato foi justificado devido a regido oeste do Parana ter intensa atividade
agricola, mesmo que, em grande parte das propriedades, as caixas estivessem dipostas no
interior da mata ciliar, o que comprometeu a qualidade do mel produzido. Outro ponto
interessante foi a diminuicdo da produtividade, no ano de 2019, devido as condicdes
climaticas. Nos periodos de seca, houve baixa producéo de mel; isso porque as abelhas sao
sensiveis as mudancas bruscas de temperatura. Assim, com o alto calor, buscam ventilar a
colmeia e reduzir a temperatura corporal. Além disso, 0 excesso de calor faz as larvas
morrerem e as abelhas abandonarem a colmeia, prejudicando a produtividade do mel.

Moraes (2012) realizou uma pesquisa voltada a avaliacéo fisico-quimica do mel dos
associados da COOFAMEL, dos municipios de Terra Roxa e Santa Helena. Dentre outros
resultados, o teor de umidade apresentou valores elevados, acima de 20%, compromentendo
o tempo de vida consumivel do produto (tempo de prateleira). Esse dado pode estar
diretamente ligado a colheita prematura do mel, além do tempo de armazenamento, que, de
certa forma, acaba por absorver agua do ambiente, visto que € higroscépico. Unido a isso, o
periodo de safra do mel evidenciou uma concentragdo elevada de chuvas durante sua
producdo. Todos esses fatores estdo diretamente ligados ao manejo inapropriado por conta
dos apicultores. Dessa forma, foram sugeridos cursos para estabilizar a situacéo.

Sabendo da importancia da regido sul para a producdo de mel do pais, a necessidade
cada vez maior de mel de qualidade e as caracteristicas da regido, em termos de uso do solo,
vale a pena destacar a importancia de pesquisas que visem buscar a valorizagdo do mel

regional.

3.4 Polinizagéo

E o transporte dos gréos de polen das estruturas masculinas das flores (estames) para
a parte feminina (estigma), da mesma flor ou de uma outra flor da mesma espécie vegetal.
Essa fertilizagcao faz com que cada 6vulo forme um embrido, que, ao se desenvolver, produz
fitormonios responsaveis pelo crescimento e amadurecimento do ovario, formando o fruto e/ou
semente. Os polinizadores sdo seres vivos que visitam as flores de plantas em busca de
recursos, como néctar, polen, 6leos florais, esséncias, resinas, aquecimento, abrigo, entre
outros. Nessas visitas, entram em contato acidental ou proposital com os estames, apanhando
pélens em seus corpos, depositados em outros estigmas, a fim de realizar a polinizagéo. As
abelhas sao as responsaveis pela manutencéo da base da cadeia alimentar nos ecossistemas
silvestres. Elas respondem pela polinizacdo de mais de 50% das plantas das florestas
tropicais e, no Cerrado brasileiro, podem chegar a polinizar mais de 80% das espécies
vegetais (INES DA SILVA; FREITAS, 2015; ROUBIK, 2018).



19

No Brasil, existem nove grupos de polinizadores, sendo as abelhas representantes de
66,3% das espécies, besouros (9,2%), borboletas (5,2%), mariposas (5,2%), aves (4,4%),
vespas (4,4%), moscas (2,8%), morcegos (2%) e hemipteros (0,4%). As abelhas, como maior
grupo de polinizadores, contemplam cerca de 48% do total de espécies identificadas como
visitantes florais de cultivos vinculados a producdo de alimentos. Essas espécies se
encontram associadas a 132 (92%) cultivos, sendo reconhecidas como polinizadores de 91
deles e constituindo polinizadores exclusivos de 74. A Apis mellifera esta associada a 86
cultivos, polinizadora potencial de 54. Ja as abelhas sem ferrdo, tém sido registradas como
visitantes florais de 107 cultivos e polinizadoras de 52. Em termos de culturas agricolas, o
manejo adequado de polinizadores € uma alternativa para incrementar a producao e suprimir
o déficit na polinizagcdo em plantas cultivadas (LUCA; VALLEJO-MARIN, 2013).

O cenério da polinizacao esta em constante ameaca e qualquer atrelamento de uma
espécie agricola ser unicamente dependente da polinizacdo é uma estratégia de risco. Logo,
se a demanda por -culturas polinizadas por insetos continuar a aumentar e,
concomitantemente, o numero de polinizadores diminuir, a escassez de culturas
provavelmente ocorrera na auséncia de respostas técnicas ou econdmicas compensatorias
(GALLAI et al., 2009). Grande parte das culturas basicas que servem de sustento para a
producdo de alimentos s&o polinizadas pelo vento ou amplamente autopolinizadas.
Entretanto, aquelas polinizadas por insetos contribuem com variabilidade genética e
micronutrientes vitais, como vitaminas e acido folico. Nesse viés, pode-se afirmar que o
declinio de polinizadores tende a afetar diretamente o ecossistema. Em ambientes de clima
temperados e tropicais, por exemplo, cerca de 78% a 94%, respectivamente, das plantas com
flores sdo dependentes da polinizacdo animal (OLLERTON; WINFREE; TARRANT, 2011).

Na agricultura, especificamente, a polinizacdo oferece ndo somente volume de
producdo, mas influencia também o aspecto qualitativo dos frutos, a quantidade de
substancias nas sementes (6leo no girassol, canola, mamona), encurtamento do ciclo de
culturas (meldo, melancia) e uniformizacdo da altura das plantas (gergelim, soja). Esses
fatores contribuem para melhorar a produtividade, a eficiéncia do uso da terra e reducao das
perdas de colheita, aumentando a rentabilidade e lucratividade no cultivo. Esses aspectos
podem ser percebidos pelos préprios produtores agricolas, conforme apresentado na Figura
6 (MENEZES, 2018).
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Figura 6. Deficiéncia de polinizacdo em culturas agricolas: a) cultura de acai (fruto com uma semente)
deficiéncia na polinizacdo aparente pela quantidade de frutos produzidos; b) cultura do meldo (fruto
com grante quantidade de sementes) deficiéncia de polinizacdo observada pelo tamanho do fruto
(menor). Normalmente, frutos bem polinizados sdo também mais doces.

Fonte: Menezes, 2018.

Uma alternativa importante para auxiliar as abelhas quanto a seu trabalho de polinizar
€ plantar flores atrativas que florescam em periodos diferentes para alimentar as abelhas
silvestres quando a cultura néo estiver florida. Diversificar os cultivos na propriedade também
colabora para aumentar a oferta de alimento aos polinizadores O simples fato de ndo remover
as plantas herbaceas das entrelinhas da cultura ja ajuda a fornecer alimento para os
polinizadores e aumentar a diversidade de abelhas na cultura. E, obviamente, manter areas
de mata proximas a plantagdo contribui para diversificar o cardapio dos polinizadores, o que
€ muito importante para as espécies mais generalistas, como as abelhas sociais (MENEZES,
2018).

N&o h& uma causa exclusiva de declinio dos polinizadores; a intensificagédo do uso da
terra, alteracfes climaticas, introducéo de espécies exoticas e as doencas causam perdas de
polinizadores h& muito tempo. Muitas vezes, as causas unem-se em interagdes em diferentes
pressdes e contribuem para esse declinio. De forma geral, os fatores potenciais podem ser
agrupados em pragas, patdgenos, estressores ambientais (desnutricdo, exposicdo a
pesticidas e ma administracdo apicola), falta de diversidade genética e vitalidade. Por
exemplo, abelhas expostas a concentracdes subletais e crénicas de pesticidas podem
melhorar a replicacdo de patdégenos, comprometendo a imunidade individual, além de gerar
consequéncias letais para colbnias ja enfraquecidas pela doenca. Em contrapartida, uma
diversidade genética reduzida pode resultar em maior sucestibilidade aos patégenos
(NEUMANN; CARREK, 2010; RORTAIS et al., 2017).

Impactos deletérios em abelhas resultam de efeitos a nivel subcelular, como danos
neuroldgicos, habilidades de desintoxicacdo diminuidas, deficiéncias imunolégicas e
desnutricdo. Esses danos se amplificam a nivel de colénia por meio de alteragbes no
comportamento social, comunicagdo e assepsia das colmeias. A interdisciplinaridade é
essencial para investigar como os impactos relacionados de patégenos-toxinas-nutricdo

afetam diferentes populacées e espécies de polinizadores. E necessario entender como as
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populacBes e comunidades de polinizadores responderdo a esses efeitos unidos, ainda, a
mudancas climaticas diretas (temperatura) e indiretas (dispersdo de plantas e insetos). O
entendimento das interacbes entre patdgenos, toxinas e nutricdo a niveis de organizacao
biolégica, dentro dos processos ecoldgicos, informara a previsdo de mudancas nos servicos
de polinizacdo em diferentes cenéarios (VANBERGEN et al., 2013).

O uso da terra, especificamente, pode eliminar certas espécies em escalas local e
regional, alterando a estrutura e a funcdo das comunidades nas relacbes plantas -
polinizadores (BURKLE; MARLIN; KNIGHT, 2013). Além disso, 0 manejo intensivo e
inadequado de culturas, incluindo a utilizacdo desenfreada de pesticidas, afetam diretamente
os polinizadores. Pesticidas sistémicos espalham-se pelos tecidos das plantas e acumulam-
se no néctar e no podlen, produzindo efeitos negativos subletais ao desempenho e
comportamento (GILL; RAMOS-RODRIGUEZ; RAINE, 2012). Por exemplo, no forrageamento
coletivo, o processamento e o armazenamento de alimentos por Apis mellifera ocasionam o
acumulo de inseticidas agricolas usados pelos apicultores para combater acaros e outros
parasitas da colmeia (MULLIN et al.,, 2010). Dessa forma, as abelhas s&o expostas
cronicamente a um coquetel de diferentes produtos quimicos que podem interagir sutiimente
ou, por vezes, sinergicamente, com efeitos prejudiciais sobre sua sobrevivéncia, aprendizado
e comportamento.

Em termos de declinio global das abelhas, muita atencdo é dada a avaliacdo da
possivel contribuicdo dos inseticidas neonicotinoides para o enfraquecimento e colapso das
coldnias. Sao inseticidas sistémicos, que representam cerca de 30% do uso de inseticidas no
mundo. Assim que a substancia ativa é absorvida pela planta, seus residuos sao translocados
para o pdlen e o néctar, os quais séo coletados pelos forrageadores durante a floragdo. Apos
essa descoberta, pesquisas foram desenvolvidas, visando comparar os efeitos em campo
com os obtidos em laboratério. No entanto, surgiu uma lacuna entre os resultados das
avaliacdes de toxicidade em laboratorio e em campo (GOULSON et al., 2015). Resultados
propiciaram a identificagdo de uma variedade de efeitos subletais (altera¢des fisiolégicas ou
comportamentais mensuraveis em niveis bem abaixo da dose letal de 50% - LDsg). Dentre
eles, efeitos na mobilidade, orientagéo, forrageamento e desempenho de aprendizagem (PISA
et al., 2015). Contudo, nao esta claro se esses efeitos sao refletidos a nivel de campo, visto
que ha dificuldade em detectar qualquer mudanca notavel no desempenho das colbnias.

Focando no estressor de origem bioldgica, dados relevantes da Europa e dos EUA
mostram que, apos o aparecimento da doenca, causada pelo acaro Varroa destructor, 59% e
25%, respectivamente, de colbnias silvestres de Apis mellifera foram perdidas, que é a
principal responsavel pela polinizagdo agricola das regibes. Apesar do cenario ser
preocupante, o nimero de coldénias em todo o mundo vem aumentando: por volta de 45%,
desde 1961. No entanto, a propor¢éo de culturas agricolas dependente dos polinizadores esta

crecendo de maneira mais veloz, superior a 300%. Ou seja, a necessidade por servicos de
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polinizacéo agricola pode e deve superar a demanda pelo niumero de colmeias. Polinizadores
especialistas em pédlens especificos, dieta e habitats tém suas habilidades funcionais
restringidas. Nelas, incluem-se a perda da disperséo de pdélen a longa distancia, que reduz a
resiliéncia dos servicos de polinizacdo entre espécies, tempo e espaco (ALVES, 2015).

Pontualmente, a degradacdo de habitat (pastagem, incéndio, urbanizacéo,
intensificacdo agricola) pode afetar as espécies de abelhas pela perda de recursos florais, de
formacédo de ninhos e pela introducao de inseticidas com efeitos letais ou subletais. Herbicidas
e fertilizantes, por exemplo, afetam indiretamente os polinizadores, diminuindo a
disponibilidade de recursos florais. Além disso, os efeitos dos pesticidas podem nao se
restringir as préprias terras agricolas, afinal, os pesticidas sofrem processos de deriva e se
depositam em locais onde os polinizadores aninham e forrageiam. A queda de polinizadores
afeta dois grandes grupos de plantas com flores: as silvestres e as culturas cultivadas. Cerca
de 80% de plantas silvestres depende diretamente da polinizacdo por insetos para frutos e
sementes. Muitas dessas plantas, por volta de 73%, apresentam limitacdo de polinizacéo,
mesmo variando de locais e estacfes do ano. Nas culturas cultivadas, cerca de 75%
necessitam da polinizagdo por abelhas. Muitas culturas de maior volume (arroz e trigo) sédo
polinizadas pelo vento, entretanto, uma grande por¢édo de culturas de frutas (maca, meléo,
acerola, melancia, tangerina) sao dependentes dos polinizadores (POTTS et al.,, 2010;
ROUBIK, 2018).

A expansdo, intensificacdo e a especializacdo da agricultura propiciaram uma
paisagem mais homogénea e mais pobre, do ponto de vista das necessidades dos
polinizadores. Para exemplificar: nas fazendas com produtividade organica, verifica-se que as
comunidades de abelhas nativas fornecem servi¢os de poliniza¢do satisfatorios dispensando
a polinizacdo assistida. Em contraste, nas fazendas com sistemas convencionais de cultivo,
distantes de formacdes de vegetacdo nativa, observa-se uma redugdo da diversidade e da
abundéncia de abelhas nativas, resultando na insuficiéncia da polinizagéo das culturas. Nesse
cenario, um dos desafios que as abelhas enfrentam em paisagens agricolas € a falta de fontes
alimentares constantes ao longo da temporada. As culturas polinizadas por abelhas, como
améndoa, canola, ou melancia, podem fornecer algumas semanas de comida abundante.
Contudo, a falta de plantas silvestres florescendo, antes e depois das culturas, pode resultar
em um declinio da populagdo de polinizadores. A diversidade de abelhas é frequentemente
maximizada em paisagens onde 15 ou mais espécies de plantas com flores estéo presentes
no raio de acao de forrageamento (GAZZONI, 2015).

Ainda em termos de atividade agricola e producéo de mel, pensando no alimento das
abelhas, o néctar pode ser contaminado por poluentes em um grau mais alto ou mais baixo,
que vai depender das propriedades quimicas da substancia. Por ser um atraente especial
para as abelhas, colhido na flora de grandes areas, € considerado um material transportador

de poluentes. Assim, como a transformacao do néctar em mel é principalmente um processo
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de evaporacdo da agua, os contaminantes presentes aumentam a concentracdo durante a
formacdo do mel (BALAYIANNIS; BALAYIANNIS, 2008).

Tem-se notado, nos Ultimos anos, uma perda inexplicavel de abelhas e deplecbes de
colmeias. Esses fatos podem acontecer devido ao uso de sementes cobertas com pesticidas
e aplicacdes desenfreadas de pesticidas para o controle de pragas. Essa questdo revelou
limitacbes e subestimacdo da exposicdo das abelhas apos a aplicacdo do tratamento de
sementes, falta de consideracdo adequada das toxicidades larvais e subletais e auséncia de
medidas de toxicidade crbnica.

Para Galai et al. (2009), esse cenario coloca em risco a economia visada pela
produtividade agricola mundial. Por exemplo, em 2005, o valor econémico anual global da
polinizagao foi estimado em 153 bilhdes de euros. Ou seja, 95% do valor econdmico total da
producdo agricola mundial, considerando apenas as culturas usadas diretamente para a
alimentacdo humana. Os autores propuseram um calculo com objetivo de demonstrar a
importancia relativa da polinizagdo por insetos, como importante insumo agricola. Isso,
considerando que a producado das culturas é apenas parcialmente reduzida na auséncia de
polinizadores. Suas respostas demonstraram vulnerabilidade alta para frutas (23%), vegetais
(12%), nozes (31%), oleaginosas comestiveis (16%) e estimulantes (39%); considerada
menor para leguminosas (4%) e especiarias (3%) e nenhuma vulnerabilidade para cereais,
raizes, tubérculos e agucareiras.

Na América do Sul, estima-se que a poliniza¢éo por insetos tenha um valor equivalente
a € 11,6 bilhdes (aproximadamente R$ 37,12 bilhdes). No Brasil, oito culturas dependentes
da polinizacdo geram de lucratividade cerca de R$ 20,46 bilhdes em exportacdes. Dentre as
principais espécies polinizadas por abelhas no Brasil, destacam-se: cebola, caju, coentro,
alface, girassol, canola, bacari, melancia, meldo, pepino, mamona, pinhdo manso, lavanda,
afafa, feijdo, soja, trevo, linho, acerola, algoddo, maracuja, gergelim, amora preta, maga,
morango, péssego, café, limao, laranja, tangerina, pimentdo e tomate (INES DA SILVA;
FREITAS, 2015).

Mesmo a realidade sendo impactante, conforme demonstrado, a perspectiva de
sustentabilidade entre atividade agricola, polinizacdo e apicultura, ainda se faz presente. O
desenvolvimento sustentavel da agricultura pode ocorrer visando a manutencao e
preservacado da polinizacdo, por meio de praticas adotadas por agricultores. O pantio direto,
por exemplo, fornece locais de nidificacdo e sobrevivéncia para abelhas; ja a diversidade
agricola e de plantas néo cultivadas permite a continua oferta de alimentos e condi¢des de
habitat para as abelhas. Ademais, ha o oferecimento de caminhos e estradas, as boas praticas
agricolas na utilizagdo de pesticidas e a limitacdo das extensdes continuas de monoculturas
(GAZZONI, 2015).
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3.5 Pesticidas

Denominados também de agrotdxicos, agroquimicos, produtos fitossanitarios ou
defensivos agricolas, sdo compostos manufaturados utilizados na agricultura com funcéo de
banir, prevenir ou reduzir os efeitos adversos causados pelas pragas agricolas. Normalmente,
sdo produtos organicos sintéticos com baixo peso molecular, baixa solubilidade em agua e
intensa atividade biologica. Sua utilizacdo na agricultura visa a um aumento na produtividade,
gualidade e reducdo de custos de mao de obra. A expansao da producdo e utilizacdo de
pesticidas organicos sintéticos efetivou-se em meados de 1934, com os ditiocarbamatos,
seguido pelo diclorodifeniltricloretano (DDT), maior representante e mais utilizado da classe
dos inseticidas organoclorados. Posterior a esse composto, foram produzidos anélogos, como
0 metoxicloro e outros, acarretando uma superproducéo de pesticidas organoclorados com
potentes acdes de contato (PERES et al., 2003; SILVA & FAY, 2004; TSIPI, BOTISTSI,
ECONOMOU, 2015).

Dados da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos Estados Unidos indicam cerca
de 900 registros de produtos nomeados “pesticidas”, mesmo com a variagdo na producao de
novos ingredientes ativos, com a entrada e retirada de produtos do mercado. Nota-se a
permanéncia, em maior escala, de herbicidas, iseticidas, fungicidas e nematicidas. Dos
ingredientes ativos, apenas 3,9% sédo de origem natural, isolados de plantas e organismos,
3,9% de produtos biologicos e 92% possuem registro com composicao de produtos sintéticos
(BARBOSA, 2004).

A nomenclatura adotada para os mais diversos tipos de pesticidas considera sua
substancia ativa, responsavel pela capacidade de provocar a morte do organismo alvo. Essa
pode corresponder a um produto quimico natural ou sintético, obtido por meio de processos
industriais. Na sua composi¢ao geral, entram, ainda, os chamados adjuvantes, os quais sdo
substancias sem atividade bioldgica, mas com capacidade de melhorar as caracteristicas
fisico-quimicas. Dessa forma, contribuem para o melhoramento da eficacia, persisténcia e
seguranca em relacdo ao uso. De maneira geral, sdo os pesticidas inorganicos ou organicos,
0S quais, na atualidade, podem ser considerados os de maior importancia, sendo naturais,
como os piretroides, ou sintéticos, como os organoclorados, organofosforados, carbamatos e
afins. Podem ser classificados em fun¢éo da natureza do inimigo a combater, como acaricidas,
fungicidas, inseticidas, bactericidas. Também, quanto ao nimero de substancias ativas, sendo
simples com uma substancia ou mistura com duas ou mais substancias ativas (AMARO,
2003). Sdo também classificados quanto a familia ou grupo quimico, banidos ou ainda usados,
a saber: organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, neonicotinoides e
pirazéis.

Toda essa producdo e geracdo de substancias analogas e sintéticas formou uma

problematica envolvendo questdes sociais, ambientais e de saude publica. Tal linha merece
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destaque, ja que existe um muro entre as informacbes conhecidas, quanto ao grau de
contaminacéo e toxicidade desses compostos, em relacdo a saude publica e ao ecossistema
como um todo. Entrelacado a isso, entra o entendimento e conscientizacdo dos maiores
responsaveis pela producdo mundial de alimentos, os agricultores.

O uso desenfreado de pesticidas vem aumentando mundialmente, ocasionando
prejuizos a biodiversidade (CONNOLLY, 2013). Desde 2008, por exemplo, de acordo com o
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), o Brasil tornou-se o maior
consumidor mundial de pesticidas. Foram lancadas cerca de 673,9 mil toneladas de produtos
ativos no ambiente. Em 2011, o consumo atingiu 853 mil toneladas, representando média de
uso de 12 litros por hectare e exposicdo média ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros
de pesticidas por habitante (CARNEIRO et al., 2012). Em 2014, esse consumo agricola
ultrapassou um milhdo de toneladas e, em média, 5,2 quilos per capita de pesticidas foram
usados. Em relacdo a area agricola, de 1965 até 2004, o consumo nacional de pesticidas
cresceu em 700%, sendo que a &rea agricola cresceu somente 78% (INCA, 2015). De 1990
até 2016, o consumo nacional de pesticidas cresceu em 770%, segundo a Organizacao das
Nacbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), sendo que a area agricola do pais
cresceu somente 48%.

A primeira grande restricdo ao uso de pesticidas motivada pela preocupacdo com a
seguranca dos polinizadores ocorreu em 1999, quando, na Franga, houve a suspensao do
fipronil e do imidacloprido aplicado como tratamento de sementes em culturas de girassol,
atraentes por polinizadores (SURYANARAYANAN; KLEINMAN, 2014). Em 2013, a United
States Environmental Protection Agency (USEPA) ordenou a revisdo de milhares de rétulos
de pesticidas para reduzir a exposi¢do aguda de abelhas aos neonicotinoides nas culturas
que requerem servigos de polinizagdo. Atualmente, a USEPA estd empregando seu novo
processo de avaliagdo de riscos para quatro inseticidas neonicotinoides como parte da
reavaliacdo de 15 anos dos pesticidas registrados pela agéncia. Em janeiro de 2017, a USEPA
lancou sua Politica para Mitigar o Risco Agudo de Abelhas a Produtos Agrotoxicos, que afeta
uma ampla gama de classes de pesticidas com foco no uso por aplicadores agricolas. A
politica também encarrega agéncias estaduais e tribais de desenvolver planos voluntérios de
protecdo gerenciada por polinizadores, reduzindo a exposicdo a pesticidas (FISHEL, ELLIS,
MC AVOY, 2017).

As abelhas ou colbnias de abelhas inteiras podem ser expostas a pesticidas por
residuos em diferentes matrizes ambientais, produtos apicolas e por meio de alimentos ja
contaminados. As abelhas que saem da colmeia podem estar em contato direto com
pesticidas podendo ser transportado de volta para a colmeia, 0 que contamina as abelhas e
a ninhada. Dessa forma, as forrageiras podem ser contaminadas: pelo consumo de goticulas
de gutacdo das plantas; pelo contato com a poeira proveniente da semeadura de sementes

tratadas e/ou pela inalacdo de compostos de alta presséo de vapor durante tratamentos de
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pulverizacdo. Por fim, as abelhas ainda podem ser contaminadas pelo consumo de néctar
e/ou pdlen contaminado por tratamentos via spray (RORTAIS et al., 2017). A exposicado a
altas concentracBes de um ou mais pesticidas por parte das abelhas forrageiras pode
ocasionar a morte em massa, devido a efeitos neurotdxicos causados pelo contato. Contudo,
niveis mais baixos de exposicdo podem prejudicar a capacidade das abelhas forrageiras de
localizar recursos de néctar e poélen e devolvé-los ao ninho. Além disso, a exposicdo do
desenvolvimento da ninhada a pesticidas pode reduzir a capacidade de forrageamento e a
vida util das abelhas adultas (TSVETKOV et al., 2017).

Existem duas formas de absorgéo de pesticidas pelas abelhas, por contato ou oral. A
avaliagdo de risco para a exposicdo por contato concentra-se nas abelhas forrageiras, que
visitam o campo tratado ou &reas vizinhas no momento da aplicacdo do pesticida. E
considerado um evento rapido e agudo (especialmente para formulacdes ndo solidas),
enquanto a exposicao oral pode ser continua e duradoura. Alimentos contaminados, polen e
néctar, carregados pelas abelhas, sdo armazenados e distribuidos na colmeia. Portanto, as
exposicoes orais agudas e cronicas sao relevantes para abelhas. Unido a isso, é considerado
também um cenério de exposicdo oral crénica a ninhada (estagio larval) da colmeia. As
abelhas forrageiras podem coletar 4gua juntamente ao pdélen e néctar, que também pode estar
contaminada pelo pesticida. Sao trés fontes diferentes de agua que podem ser coletadas
pelas abelhas, sendo fluido de gutagéo, agua da poca e agua de superficie. Essas fontes de
agua resultam em cenarios de exposi¢do substancialmente diferentes. Isso ocorre porque a
concentracdo de pesticidas no fluido de gutacéo pode ser alta, mas a coleta e o uso dessas
goticulas pelas abelhas sé&o dependentes de fatores bidticos e abidticos. As culturas mostram
variabilidade em termos de frequéncia e intensidade de gutagdo. A colheita de milho é
considerada o pior cenério em termos de frequéncia, duragéo, intensidade de eventos de
gutacdo e em termos de concentracdo de residuos. Em geral, culturas mais jovens mostram
os residuos mais altos no fluido de gutag&o. Os fluidos de gutacdo podem ser relevantes tanto
para os efeitos agudos (para os forrageiros quando coletam agua de gutagcéo) quanto para 0s
cronicos (quando a agua de gutacdo € usada para diluir o mel, por exemplo) (EFSA, 2013;
REETZ et al., 2011).

De forma geral, a exposicdo das abelhas a inseticidas prejudica o forrageamento
(COLIN et al., 2004), reduz a longevidade e peso das operarias e da rainha (PETTIS et al.,
2004); afeta a vitalidade da colénia (BELIEN et al., 2009), dentre outras mudancas
comportamentais e fisioldégicas que dissimulam a sobrevivéncia das coldnias. Efeitos subletais
de diversos pesticidas ocasionam mudancas fisioldgicas e no comportamento individual de
abelhas (ALIOUANE et al., 2009), além de altera¢cBes na fisiologia celular, devido ao estresse
induzido por esses agentes (GREGORC e ELLIS, 2011).

Nas abelhas, a resisténcia individual a pesticidas inclui as barreiras mecanicas

(cuticula, epiderme), barreira fisiolégica (com mudancas de pH e outras mudancas quimicas
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do intestino das abelhas), sistema imunoldgico, entre outros (EVANS; SPIVAK, 2010). Além
das rotas de exposicao de contato e ingestédo ja mencionadas, o contato com a cera é outra
rota que tem sido negligenciada, podendo induzir & interpretacdo errbnea das causas de
algumas perdas. Na pesquisa realizada por Johnson et al. (2010), fica evidente que o0s
maiores residuos de produtos da colbnia sdo encontrados na cera, mesmo em colénias
localizadas em areas distantes daquelas da aplicacdo. Uma das grandes suspeitas de
mortalidade e, mais frequentemente, de morbidade, em coldnias localizadas em areas livres
de aplicacdo de pesticidas, recai sobre a cera advinda de areas em que as colbnias estiveram
expostas a tais produtos. ApOs a troca e laminacdo da cera, as particulas permanecem,
mesmo que em concentragdes mais baixas, em comparacdo aquelas obtidas de colbnias
expostas diretamente aos pesticidas. Os apicultores tém o habito, principalmente no Brasil,
de reutilizar favos nos diferentes ciclos de produgdo, o que aumentaria a exposi¢édo ao longo
do tempo.

No inverno de 2006/2007, nos Estados Unidos, surgiu uma sindrome caracterizada
pelo agravamento da perda de abelhas operarias, com auséncia de abelhas mortas no interior
ou proximidades da colmeia, abandono das crias e alimento no ninho. Esse ocorrido foi
denominado de Colony Collapse Disorder ou Disturbio de Colapso das Colénias (CCD)
acarretando, nesse periodo, a perda média de 45% das colmeias nos EUA (COX-FOSTER et
al., 2007; VANENGELSDORP et al., 2009). Antes do surgimento da CCD, eram comuns as
perdas anuais de até 10% das colmeias, indice que pode ser considerado normal (OLDROYD,
2007). No entanto, apds a CCD, alguns paises da Europa registraram perdas de até 50% dos
seus enxames (CONTE et al., 2010). Nos Estados Unidos, durante o inverno de 2012-2013,
a CCD ocasionou a perda de 31,1% das colmeias (KAPLAN, 2020). As principais causas
relacionadas ao aparecimento da CCD, que vém sendo investigadas, incluem: a radiacao por
telefones celulares; cultivo de plantas geneticamente modificadas; disseminacdo de doencas
causadas por virus; microrganismos e parasitas; mudancas climaticas; destruicdo da flora
nativa; nutricdo inadequada e uso indiscriminado de pesticidas, sendo o ultimo item o mais
destacado nos ultimos anos (RATNIEKS; CARRECK, 2010).

No Brasil, em termos de perdas de coldnias de Apis mellifera, independentemente do
fato causador, ndo houve registros cientificos até os anos 2000, com exce¢ado de perdas
ocorridas devido a indisponibilidade de recursos naturais (secas prolongadas), manejo
inadequado (em especial, relacionados a manutencéo de rainhas improdutivas, entre outros
fatores) ou em razédo do poélen téxico de barbatiméao (Stryphnodendron spp.). A partir de 2007,
ja iniciaram alguns registros de perdas de col6nias (colapso ou declinio) em jornais e revistas
nao cientificos. Em 2010, foi levantada a possibilidade de CCD em abelhas africanizadas no
municipio de Altindpolis, SP. As caracteristicas eram semelhantes as descritas pelos
americanos, crias amareladas, amarronzadas e com aparéncia andbmala (abdémen retraido e

ressecado). Os apiarios estavam em area de plantio de cana-de-agucar e eucalipto, com
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consideravel uso de neonicotinoides e fipronil. Houve também constatacdes de V. destructor,
N. ceranae e de diversos outros patdgenos (PIRES et al., 2016).

Chauzat et al. (2009) desenvolveram uma pesquisa em campo com Apis mellifera a
fim de visualizar danos subletais de pesticidas as col6nias, incluindo matrizes como mel, pélen
e cera. O residuo mais frequente nas cargas de pdlen, mel e matrizes de abelhas foi
imidacloprido. Com médias de 1,2 ug kg -* em abelhas, 0,9 ug kg - em pélen e 0,7 ug kg -*
em mel. As concentracdes médias de fipronil foram de 0,5 nas abelhas e de 1,2 ug kg “* nas
cargas de polen e nao foi detectado no mel. Os residuos de fipronil no pélen foram
estatisticamente associados a presenca nas abelhas, sendo que, quando detectados nas
cargas de poélen, havia sete vezes mais chances de serem detectados também nas abelhas.
A mortalidade das col6nias no inverno foi de 7,3%, em 2003, 9,2%, em 2004, e 5,8%, em
2005. A mortalidade sazonal foi de 6,7%, em 2003, 10,8%, em 2004, e 7,6%, em 2005. Os
residuos de imidacloprido foram a molécula mais frequentemente detectada nas cargas de
abelhas, mel e pdlen, embora em baixas concentragdes.

A reducéo das concentracdes de residuos de pesticidas em polen e subprodutos das
abelhas, como mel, cera, prépolis e geleia real, pode ser explicada por Wallner (1999).
Quando em contato com os ingredientes ativos, as abelhas reagem aumentando a absorcgéo
de alimentos ndo contaminados, diminuindo a concentracéo dos ingredientes ativos no saco
de mel, por meio da diluicdo da toxina. Na colmeia, elas regurgitam uma porcao do alimento
contaminado para as células, contaminando seu interior e paredes. Essa transferéncia de fora
da colmeia para dentro da coldnia, por meio de insetos individuais, diminui a concentracdo de
pesticidas, por isso, as abelhas sdo consideradas como filtros naturais.

Em termos de uso de pesticidas, além da taxa e frequéncia de aplicacdo, os meios e
a magnitude da contaminacdo s&o totalmente dependentes de elementos, como a
metodologia, o tempo de aplicacdo e a cultura tratada. Pardmetros abidticos, a exemplo da
composi¢cdo da paisagem e das condigbes climaticas, também podem ter um efeito
significativo na exposi¢do dos pesticidas nas abelhas. Além disso, em paisagens dominadas
por culturas, as plantas ndo cultivadas sdo uma importante fonte de pélen e néctar para as
abelhas. Essas matrizes podem ser contaminadas por uma infinidade de pesticidas e,
portanto, representam uma rota de exposi¢cdo a pesticidas para abelhas durante toda a
temporada. Concomitantemente, as propriedades fisicas e quimicas do pesticida também
influenciam a intensidade e a duracdo da exposicdo e, finalmente, a toxicidade (LONG &
KRUPKE, 2016).

Sabendo da demanda da producéo de alimento, atrelada a necessidade de polinizacéo
na agricultura, o uso desenfreado de pesticidas e a queda mundial de polinizadores, temos a
necessidade de protecdo das abelhas para a garantia de sustentabilidade dessa questéo.
Segundo inferéncias na regulamentacdo de pesticidas da Comissdo Europeia de 2009, os

objetivos de protecdo sdo definidos como a auséncia de efeitos inaceitaveis no meio
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ambiente, especialmente, aqueles impactos em espécies nao-alvo, englobando
comportamento, biodiversidade e ecossistema. Para as abelhas, especificamente, o
regulamento estabelece que uma substancia sé deve ser aprovada para producao, se resultar
em exposicado insignificante ou auséncia de efeitos agudos ou crénicos, impactos inaceitaveis
a sobrevivéncia e desenvolvimento da colbnia, incluindo os efeitos para as larvas e
comportamento das abelhas.

Em termos de protecdo, quanto ao uso e consumo de pesticidas e alimentos
contaminados, 6rgdos competentes estabelecem os chamados Limite Maximo de Residuos
(LMR), responsaveis pela preservacdo do meio ambiente. No Brasil, os LMRs séo
estabelecidos pela ANVISA. A FAO é um 6rgao da ONU que também estabelece LMRs. Nem
todas as matrizes sdo contempladas nos 6érgaos competentes. Alemanha, Italia e Suica
ajustaram o LMR para amitraz, bromopropilato, coumafés, ciamizol, flumetrina e fluvalinato,
que oscilaram entre 0,01 e 0,1 mg kg "!. Na Alemanha, 5 e 500 mg kg "! na Suica, e
10 mg kg ! na Italia. Na legislacdo da unido europeia, o LMR, para os acaricidas, amitraz,
coumafds e ciamizol, em 0,2, 0,1, e 1 mg kg %, respectivamente. A Agéncia de Protecédo
Ambiental dos EUA estabeleceu LMR para amitraz (1 mg kg -!), coumafés (0,1 mg kg ") e
fluvalinato (0,05 mg kg ) (RISSATO, 2006). Dados da pesquisa de Saibt (2017) mencionam
LMR para as matrizes mel, pélen apicola e geleia real, pela Unido Européia, sendo para
fipronil 0,005 mg kg ~* e imidacloprido 0,05 mg kg 2.

Os parametros fisico-quimicos para méis brasileiros estdo bem definidos pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). A Instru¢cdo Normativa n° 11, de
20 de outubro de 2000, aprova o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade do Mel,
revoga a Portaria n° 367 de 04/09/1997. O regulamento estabelece a definicdo, classificacao,
designagdo, composicao e requisitos quanto as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais,
condigbes de acondicionamento, aditivos, contaminantes, condi¢fes higiénicas (critérios
macroscopicos e microscopicos) pesos e medidas, rotulagem, amostragem e definicdo de
métodos de analises que devem ser seguidos. A legislacao vigente (Instrucao Normativa n®
11, de 20 de outubro de 2000) apresenta como parametros minimos de qualidade fisico-
quimica a determinacao de indicativos de maturidade (ag¢Ucares redutores, sacarose aparente
e umidade), de pureza (sélidos insoliveis em agua e minerais) e de deterioracdo (acidez,
atividade diastasica e hidroximetilfurfural) (BRASIL, 2000).

Os parametros fisico-quimicos do mel conferem, além da qualidade, a caracterizacdo
regional do mel. Consideram a diversidade botanica, a variagdo do solo e clima de cada
regido. Nesse quesito, o Brasil destaca-se sobre outros paises; aqui, 0 mel pode ser produzido
o ano todo com grande diversidade floristica, o que, em outros paises, € impossivel devido as
caracteristicas do clima (MARIA DA SILVA et al., 2014).

A Resolugédo RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003, acata o Regulamento Técnico

sobre Rotulagem Nutricional de Alimentos Embalados, tornando a rotulagem nutricional
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obrigatoria, inclusive, para o mel (BRASIL, 2003). A Portaria n° 50 de 20 de fevereiro de 2006
do MAPA aprova programas de controle de residuos em varios produtos. O programa inclui o
monitoramento de residuos de antibiéticos no mel (BRASIL, 2006). A Instrucdo Normativa n°
9, de 30 de marco de 2007, do MAPA, retifica os programas para o ano de 2007 e prevé a
execucado de andlises; além dos antibidticos, ha a determinacédo de LMR para varios tipos de
pesticidas, como compostos halogenados, organoclorados, carbamatos, piretroides e
organofosforados (BRASIL, 2007) (Tabela 1).
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Tabela 1. Limite maximo de residuo de pesticidas em mel

Classe Composto LMR (ug kg -1 ou pg mL - 1)
Halogenados e Organoclorados Aldrin
10
Alfa-endosulfan 10
4,4-DDE 10
4,4-DDD 10
4,4-DDT 10
Dodecacloro 10
Endrin 10
Iprodiona 50
Tetradifona 20
Captana 50
Lindane 10
Vinclozolina 20
Carbamatos e Piretréides Permetrina 64,6
Ciflutrina 44
Fenpropatrina 10
Deltametrina 33,8
Carbofurano 82
Carbaril 37
Organofosforados Pirimifés metil 36
Clorpirifés 24,3
Dimetoato 20
Dissulfoton 10
Paration 36,9
Femamifos 171
Terbufos 13
Profenofos 36

LRM (Limite Maximo de Residuo).

A ANVISA (2018) estabeleceu LMR de medicamentos veterinarios em alimentos de
origem animal para varias matrizes, como ovino, caprino, aves, peixes, bovinos, mel, entre
outros. Para o mel, constam somente o carrapaticida amitraz e cumafés, com 200 ug kg ! e
100 ug kg - de LMR, respectivamente. Algumas classes de pesticidas, como os pirazéis e
neonicotinoides, ndo estdo contemplados na Normativa do MAPA (Tabela 1). Entretanto, séo

0s maiores vildes na cadeia produtiva de mel e vém sendo 0s maiores responsaveis por
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colapsos em colbnias de abelhas em todo mundo. O fenilpirazol fipronil e o neonicotinoide
imidacloprido sdo considerados 0s mais toxicos para as abelhas, assim, mostram a
necessidade de serem analisados e do estabelecimento do LMR para o mel. O impacto que
causam nas abelhas pode e é transferido para o mel, que é consumido por seres humanos.
O grau de toxicidade para ambos é altamente toxico, classificado pela ANVISA, causando
impactos de gravidade considerada para o ambiente, abelhas e seres humanos.

O relatério do Programa de Analises de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos
(PARA, 2016), realizado de 2013 a 2015, pesquisou 12.051 amostras de 25 alimentos de
origem vegetal. Eram coletados em estabelecimentos varejistas, localizados nas capitais de
todo o territorio brasileiro. Foram pesquisados 232 pesticidas diferentes nas amostras
monitoradas. Do total, 5.062 (42,0%) ndo apresentaram residuos dentre 0s pesticidas
pesquisados e 4.618 (38,3%) apresentaram residuos dentro do LMR, estabelecido pela
ANVISA. Cerca de 2.371 amostras (19,7%) foram consideradas contaminadas, sendo que
362 dessas amostras (3,00%) apresentaram concentracao de residuos acima do LMR e 2.211
(18,3%) evidenciaram residuos de pesticidas ndo autorizados para a cultura. De todos os
pesticidas pesquisados, 98 ndo foram detectados nos alimentos monitorados. Ou seja, foram
detectados residuos de 134 pesticidas diferentes nas 12.051 amostras analisadas, resultando
em 22.721 detecgdes. Os pesticidas carbendazim, acefato, ditiocarbamatos e tebuconazol
apresentaram o maior indice de detecgbes. Carbendazim e imidacloprido apresentaram o

maior numero de detecc¢des que excederam o LMR.

3.5.1 Inseticidas sistémicos

De modo geral, os inseticidas mais usados, em todo o mundo, séo de acdo sistémica.
Dominam cerca de 1/3 do mercado mundial, perfazendo um consumo de 30% (JESCHKE et
al., 2011). Os inseticidas sistémicos sao aplicados como revestimento de sementes, imersoées,
pulverizacdes foliares, aplicagdes nos sulcos do solo antes do plantio e inje¢cdes nos caules e
troncos. Sao usados para o controle de pragas em varias culturas agricolas, no estoque de
gréos, na horticultura, nos reflorestamentos, na silvicultura e na conservagdo da madeira.
Também, sdo amplamente usados para controlar doencgas causadas por insetos e vetores em
animais domésticos, na aquicultura, no controle de pragas e insetos urbanos (SIMON-DELSO
et al., 2015). Esses compostos altamente tdxicos, também, potencializam seus efeitos quando
misturados a outros pesticidas. Tal fato ndo tem sido considerado pelos usuarios, apesar de
gue o modo de acdo, 0 sinergismo e 0S mecanismos toxicos de acdo estejam sendo
cientificamente documentados. Por serem persistentes no solo, soliveis em agua, de facil
manejo, com menor custo/beneficio e altamente eficientes, os inseticidas sistémicos
ganharam mercado e notoriedade no agronegdécio, em milhares de experimentos e artigos
cientificos (CASTILHOS, 2018).
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E conhecida a altissima eficiéncia dos inseticidas sistémicos para a melhoria da
produtividade agricola, mas a seletividade dos organismos a serem combatidos os tornam
guestionaveis. Isso porque sua acado € devastadora também para 0s organismos nao-alvos e
para o meio ambiente. Os efeitos negativos do uso dos inseticidas sistémicos sobre os biomas
e seus organismos, populacdes, comunidades e ecossistemas, ainda, sdo pouco conhecidos
(BERNHARDT et al.,, 2017). Sabe-se que apenas 5% dos seus ingredientes ativos séo
aproveitados pelas plantas e o restante é disperso no meio ambiente (WOOD; GOULSON,
2017). Assim, o uso indiscriminado resultou na contaminacdo generalizada de solos
agriculturaveis, recursos hidricos, manguezais, vegetacdo ndo-alvo, estuarios e sistemas
fluvio-deltaicos, o que ocasionou exposicdo de modo letal e subletal a esses elementos,
provocando o declinio e desaparecimento progressivo (CHAGNON et al., 2015).

Cerca de 90% dos inseticidas possuem acao neurotoxica, que prejudica a transmisséo
dos impulsos nervosos nos organismos intoxicados. A conduc¢éo do impulso nervoso ao longo
das células nervosas € dependente da concentracdo dos ions Na*, K* e CI'. Logo, para que
ocorra a propagacdo dos estimulos nervosos entre as sinapses, € necessdria a acao de
neurotransmissores. A acetilcolina e o 4cido gama amino butirico (GABA) sé@o os principais
neurotransmissores dos insetos (DOWSON, 1977; PEREIRA, 2010). A acetilcolina atua nas
extremidades nervosas pré-sinapticas, ligando-se a célula pés-sinaptica e ao receptor do
canal idnico, permitindo a passagem trans membrana de ions Na* e K*. A despolarizagéo
resultante da membrana pés-sinaptica desencadeia a contragdo muscular ou inicia o potencial
de ag&o no neurdnio pés-singptico (LEHNINGER et al., 1996). Grande parte dos inseticidas
possui acdo especifica sobre esse neurotransmissor. Normalmente, o GABA atua como
inibidor do estimulo nervoso na membrana poés-sinaptica, reestabelecendo o estado de
repouso do sistema nervoso central e muscular, 0 que aumenta a permeabilidade da
membrana aos ions CI-.

Quanto aos mecanismos de acado, os pesticidas sistémicos, assim como muitos dos
seus metabdlitos toxicos sao absorvidos pelas raizes e folhas, transportados para todas as
partes da planta. Isso torna a planta téxica para os insetos nocivos as culturas agricolas que
estdo sendo tratadas. Os pesticidas sistémicos agem na transmissdo neural do sistema
nervoso central dos invertebrados. Os neonicotinoides imitam a acetilcolina e se ligam aos
receptores de nicotina-acetilcolina (hAAChRs) agressivamente (JESCHKE; NAUEN, 2008), ao
passo que os pirazois blogueiam os receptores GABA dos canais de cloro (GUNASEKARA et
al., 2007). As duas classes de inseticidas sistémicos séo letais aos organismos alvos e nédo-
alvos e desencadeiam uma série de efeitos adversos subletais em invertebrados e
vertebrados (GIBBONS et al., 2014).

A persisténcia dessas substancias no solo, cursos de agua e plantas nao-alvos é
variavel, mas pode ser longa. A meia vida de alguns pesticidas sistémicos no solo pode passar

de 1.000 dias e, em plantas lenhosas, podem ultrapassar a um ano (BONMATIN et al., 2015).
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Essa combinacdo de exposicdo ao longo do tempo e a solubilidade em agua tem causado
uma contaminacao em larga escala (HLADIK; KOLPIN, 2015).

As inimeras formas de intoxicacao crénica e aguda aos pesticidas sistémicos colocam
em risco, como ja destacado anteriormente, os polinizadores, como énfase para as abelhas.
Elas estdo em contato direto com esses elementos desde a semeadura, por meio da poeira
das sementes revestidas, na coleta do pdélen, do néctar, da gutacdo, da agua e das resinas.
Pesquisas feitas sobre estocagem de alimento em coldnias de abelhas em varios biomas do
planeta mostraram que as abelhas sdo sistematicamente contaminadas pelos inseticidas
sistémicos e seus metabdlitos. As concentracdes variam em até 100 ppbs (partes por bilh&o),
geralmente, com interagdes com outros pesticidas, em muitos casos, conhecidos por
apresentarem sinergismo com os inseticidas sistémicos (CASTILHOS, 2018).

Estudos recentes consideram que as aplicagcbes de inseticidas sistémicos nao
oferecem ganho real e até mesmo, em certas culturas, apresentam prejuizos econémicos
(STEVENS; JENKINS, 2014). Essa afirmagéo coloca em xeque 0s sistemas de producéo e
aprovacado de novos pesticidas, como também sistemas de avaliagdo de riscos ecolégicos,
que nao abrangem a interacao entre varios pesticidas e nem mesmo a longos prazos. Somado
a isso, fica evidente a falta de fiscalizagdo na utilizagdo e no método de aplicacdo. Todas
essas caracteristicas mostram como a realidade dos pesticidas é diferente daquela conhecida
pelos agricultores e deixa nitida a necessidade de pesquisas voltadas a esses fatos. Além
disso, é necessario o desenvolvimento de estudos que visem avaliar o destino, ho ambiente,
desses compostos téxicos, que ainda sao desconhecidos.

A toxicidade dos pesticidas para as abelhas é determinada por meio da DLso (dose
letal capaz de ocasionar a mortalidade de 50% de uma popula¢cdo em um periodo de 24 ou
48 horas) (PEREIRA, 2010). Johansen e Mayer (1990) afirmam que os pesticidas que
apresentam DLso inferior a 2 ug abelha® sdo considerados altamente toxicos as A. mellifera.
Quando os recursos coletados pelas abelhas tém concentragfes de pesticidas superiores ou
iguais a DLsg, ocorre a contaminagdo aguda das abelhas, que ocasiona a mortalidade em
curto espaco de tempo. Ja as pequenas doses, inferiores a DLsy (subletais), podem ser
levadas as colmeias, desencadeando mudancas fisiolégicas e comportamentais para as
abelhas, o que compromete o bem-estar, produtividade e a manutencdo das coldnias
(MIRANDA et al., 2003).

3.5.2 Pirazéis - Fipronil
Pirazois sdo pertencentes a familia dos 1,2-az6is. Az6is sao heterociclicos aromaticos

pentagonais contendo um ou mais &tomos de nitrogénio (N), com estrutura quimica em anel:

dois atomos de nitrogénio (pirazol) (Figura 7 a), um atomo de oxigénio e um de nitrogénio
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(isoxazol) (Figura 7 b). Além disso, ha grupos radicais nas posicoes 1, 3, 4 e 5 com diferentes
funcionalidades (FUSTERO et al., 2011).
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Figura 7. Estrutura quimica geral compostos heterociclicos: a) pirazéis; b) isoxazol.
Fonte: Rufino (2018).

Essas pecularidades estruturais fornecem ao grupo uma ampla variedade e
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas relevantes para a indUdstria quimica, agroquimica
e farmacéutica. O avango do desenvolvimento de medicamentos levou pesquisadores a
arquitetarem estruturas moleculares cada vez mais compostas, utilizando componentes
heterociclicos contendo nitrogénio. E ai que entram os pirazois e seus derivados, fornecendo
viabilidade para a descoberta de medicamentos. Em termos de agricultura, sdo amplamente
utilizados como herbicidas, inseticidas e acaricidas (ANSARI et al., 2017).

De acordo informagdes disponiveis na ANVISA (2019), o fipronil é representado pelo
Cas Number 120068-37-3, com formula bruta C12H4Ci2FsN4OS e estruta quimica representada

pela Figura 8.
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Figura 8. Estrutura quimica molecular do Fipronil.
Fonte: ANVISA, 2019.

3

Pertencente a classe dos pirazois (fenil-pirazol), é considerado um inseticida,
cupinicida e formicida, englobando-se na classe Il (altamente toxico) em termos de toxicidade.
Pode ser caracterizado como um composto de contato e ingestdo, com consequéncias que
variam de espécie para espécie. De forma geral, pode ser aplicado no solo, em regides

foliares, em sementes e 4gua de irrigacdo. Esse inseticida foi sintetizado pela Rhéne Poulenc



36

Ag Company, atual Bayer Crop Science, em 1987. Lancado em 1993 e registrado nos EUA,
em 1996, sendo considerado um inseticida que age por meio de mecanismos diferentes dos
demais, ndo contamina as aguas subterraneas (BOBE et al., 1998). E um praguicida sistémico
gue penetra nos sistemas floematico e xilematico das plantas. Pode ser usado como inseticida
preventivo de pulverizagao foliar ou aplicado nos sulcos da terra antes que as sementes sejam
plantadas. Dessa maneira, a planta passa a ter uma protecao sistémica preventiva contra as
pragas antes mesmo que elas eventualmente surjam (SIMON-DELSO et al., 2015).

O fipronil é considerado um composto de baixa polaridade a agua; prefere matrizes
lipofilicas (organicas), como lipidios, 6leos, lignina, proteinas e solventes organicos, sendo
estavel a temperatura ambiente. E mais denso do que a &gua, portanto, ndo volatil, e é
degradado, principalmente por fotélise. Tem sensibilidade a hidrélise em condi¢des alcalinas
e possui taxas de degradacdo microbiana variadas, dependendo das condigdes do ambiente.
A deriva pelo ar do fipronil € considerada baixa, todavia, 0 modo de aplicagdo, que
normalmente é em spray ou via aerossol, pode dispersar as particulas. Muitos insetos sdo
altamente sensiveis ao fipronil em doses baixas, sendo extremamente toxico para as abelhas,
altamente toxico para organismos aquéticos e tOxico para organismos vertebrados. A
persisténcia ambiental varia de baixa a moderada, dependente dos processos de fotdlise,
hidrdlise, sor¢éo e volatilizacdo. O fipronil pode ser formulado como um sélido (isca para
insetos), spray/liquido ou como produto granular; tudo isso influencia seu destino ambiental
(GUNASEKARA et al., 2007).

A ligacdo do fipronil com os receptores GABA é diferente nos vertebrados se
comparados aos insetos que possuem 0s receptores neuronais mais estreitos, tornado-o mais
agressivo e fatal aos invertebrados (NARAHASHI et al., 2010). Agindo do mesmo modo que
os carbamatos e organofosforados, o fipronil atua sobre os receptores inibidores do sistema
nervoso. Ele se liga aos receptores GABA e aos de glutamato, especificos dos invertebrados,
fechando os canais de cloro. Assim, o fipronil bloqueia os receptores inibidores, ocasionando
uma excitacdo do sistema nervoso. Ou seja, provoca uma hiperexcitagdo neuronal, devido a
acumulacdo do neurotransmissor (GABA) nas juncdes sinapticas. O mecanismo de acao do
fipronil € antagonista, enquanto os neonicotinoides séo agonistas. Os receptores de glutamato
afetados séo especificos dos insetos, razdo pela qual o fipronil € mais eficaz em invertebrados
do que em vertebrados (CASTILHOS, 2018). O fipronil é capaz de provocar hiper-excitacao,
convulsdes e paralisia, ocasionando a morte de insetos. Os neurdnios imunorreativos do tipo
GABA sao amplamente distribuidos no cérebro das abelhas e estdo agrupados no ganglio do
térax das himendpteras e ortépteros (WILDMAN; OTT; BURROWS, 2002). O bloqueio de
receptores GABA em insetos pode prejudicar a atividade locomotora. O fipronil em doses
subletais pode afetar a percepcdo gustativa, a aprendizagem olfativa e a fungdo motora na
abelha (EL HASSANI et al., 2005).
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Valores de DLso de ingestdo do inseticida fipronil em abelhas meliferas variam de
0,00327 a 0,23 ug abelha; e as DLso de contato encontradas estdo entre 0,000157 a 0,013
ug abelha® (MAYER; LUNDEN, 1999). As diferencas nos valores de DLso obtidas para um
mesmo pesticida sdo atribuidas a diversos fatores que influenciam os testes, como a
variabilidade genética de cada populacédo de abelhas testada, variacdes climéticas locais e
manipulacao do pesquisador (PEREIRA, 2010).

Esse inseticida € amplamente usado nas culturas de algodéo, arroz, batata, cana-de-
acucar, cevada, feijao, milho, pastagens, soja e trigo. Quando comparado ao malation,
inseticida organofosforado, utilizado nas mesmas culturas, € considerado mais eficaz e mais
toxico para alguns insetos, ou seja, € mais vantajoso. Quanto a sua aplica¢do, a concentracao
indicada para o fipronil ¢ de 0,005 mg L !, enquanto para o malation é de 0,6 mgL %
Contudo, a vantagem atribuida ao fipronil, pela sua toxicidade mais pronunciada, pode
acometer um maior comprometimento ambiental, visto que doses muito baixas eficientes para
o aniquilamento de pragas podem atuar, com a mesma efetividade, sobre organismos néo
alvos. Esse foi um dos fatos que acordou para a proibicdo do uso de fipronil nos paises da
Europa, mas, mesmo assim, & largamente utilizado no Brasil (TINGLE et al., 2003).
Nacionalmente, o fipronil apresenta autorizacdo da ANVISA para comercializagdo em diversas
formulacdes, incluindo: isca granulada — Blitz® (0,03 g kg -!), usada como formicida com
aplicacéo terrestre; suspenséo concentrada — Standak® (250 g L -1), usado no tratamento de
sementes; granulado — Regent® 20 G (20 g kg 1), com aplicagdo no solo; granulado
dispersivel - Regent® 800 WG (800 g kg ~ 1), com aplicacdo terrestre e aérea; suspensdo
concentrada - Klap® (200 g L -1), com aplicacdo terrestre e aérea. Também, é utilizado em
formulacdes de produtos inseticidas no campo da veterinaria, para o controle de pulgas e
carrapatos em caes e gatos. Normalmente, é aplicado nos pelos, tendo sua a¢éo prolongada
pelo efeito reservatdrio nas glandulas sebaceas. O fipronil ndo é transportado pela corrente
sanguinea, caracterizando-o como pouco téxico e indicado para uso em pequenos animais.

O fipronil é considerado estavel, na falta de metabdlitos i6nicos e em temperaturas
moderadas, por cerca de um ano no solo. Em condi¢cdes aerbdbicas, com temperaturas de
22° C a 25°C, tem meia-vida de 18 a 308 dias, mesmo com pequenas variacdes decorrentes
do tipo de solo, do pH e da matéria organica onde foi aplicado. No ambiente, o fipronil pode
ser degradado em diversos metabdlitos designados por siglas como: MB 46513 (desulfinil-
fipronil — considerado metabdlito mais persistente cerca de 420 h); MB 46136 (sulfone-fipronil);
MB 45950 (sulfide-fipronil) e RPA 200766 (amide-fipronil), dentre outros. O fipronil degrada-
se mais rapidamente em regides tropicais, formando o metabdlito, decorrente da
fotodegradacgéo, desulfinil (MB 46513 - destrofipronil). Em solos tropicais, a meia-vida do
fipronil € de 36 horas, com degradacéo de 75% do composto apos trés dias da aplicagdo. A
fotdlise, volatilizag&o, dissolugédo e hidrolise sdo os processos que mais contribuem para a

dissipacao do fipronil em campo. Contudo, ndo estd esclarecido se as vias de dissipacéo
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fotolitica efetivam-se de forma direta ou indireta (PEI et al., 2004). O dessulfinil apresenta
atividade toxicoldgica maior que o fipronil. Comercialmente, deve ser protegido da luz devido
a rapida conversao via fotélise em dissulfinil.

Considerando as altas doses do fipronil utilizadas em cultivos agricolas e sua alta
persisténcia no ambiente, esse inseticida é um risco aos polinizadores. A exposicao direta dos
polinizadores a altas doses (superiores ou iguais a LDso), durante a pulverizacao, pode resultar
em sua morte imediata, devido a alta toxicidade do ingrediente ativo. Além dos efeitos agudos,
a comprovada acao sistémica do fipronil faz com que cultivos tratados, durante o plantio ou
fora do periodo de floragéo, apresentem residuos desse inseticida ou de seus metabdlitos no
pélen e néctar (TRAPP; PUSSEMIER, 1991). Como consequéncia, as abelhas polinizadoras
podem degustar a exposicdo crénica a esse inseticida. Elas coletam recursos contaminados
com doses subletais e os armazenam nas colmeias, afetando o desenvolvimento e
sobrevivéncia das col6nias em longo prazo (JOHNSON et al., 2010).

Em doses subletais, o fipronil pode afetar a percep¢édo gustativa e o aprendizado
olfatério das abelhas, que sao funcdes essenciais no forrageamento desses insetos (EL
HASSANI et al., 2005). Deve-se também considerar que, nha maioria dos cultivos agricolas,
ocorrem aplicagbes subsequentes de um ou mais pesticidas e outros produtos, visando
combater diferentes pragas. Assim, 0s recursos coletados pelas abelhas podem ser
contaminados por diversas substancias, que geram combinacdes, provocando consequéncias
ainda mais negativas as abelhas (GILL et al., 2012). A atividade motora € importante para o
forrageamento e orientagdo das abelhas, utilizada para indicar a localizacdo de fontes de
recursos para a colbnia, que pode ser afetada por inseticidas (EL HASSANI et al., 2005).

Renzi et al. (2016) avaliaram a toxicidade crbénica do fipronil, em comportamentos
fisiol6gicos nas abelhas A. melifera, combinadas e/ou isoladas a esporos de Bacillus
thuringiensis. As abelhas foram expostas por 10 dias a esporos da bactéria a 100 e
1000 pug L'* e fipronil a 1 ug L ~1, isoladamente ou em combinacdo, e a mortalidade foi
registrada por um periodo total de 25 dias. A taxa de sobrevida foi superior a 95% até 10 dias
e permaneceu acima de 85% até o 25° dia de observacdo, para todos os grupos de
tratamento. Na avaliacdo do comportamento alimentar, ndo houve respostas significativas sob
qualquer condicao, separada ou conjunta. A coexposicdo a um estressor quimico como o
fipronil ndo desencadeia nenhuma resposta aditiva para a sobrevida, o que indica que 0 uso
de Bacillus thuringiensis tem baixo impacto no caso de uma exposi¢ao combinada com fipronil.
Contudo, o fipronil é capaz de modular os efeitos fisiol6gicos provocados por esporos da
bactéria, mesmo quando ndo tém um efeito aparente por si s6. Os resultados mostram
alteracdes claras no funcionamento da cabeca e do intestino das abelhas. Tal resultado
confirma que esse pesticida pode interagir em baixas concentragcbes com outros estressores

ambientais.
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Estudos demonstram que as abelhas entram em maior contato com pesticidas
acumulados nas colmeias durante o inverno. Ficam mais susceptiveis ao ataque de parasitas,
como o acaro V. destructor e outros patégenos, que podem se desenvolver no mesmo periodo
(DECOURTYE et al., 2003; VANENGELSDORP et al., 2009). O maior tempo de exposi¢ao
das abelhas a pesticidas em doses subletais durante inverno é evidente pelo acimulo dessas
substancias no corpo gorduroso das abelhas. No inverno, elas sdo quatro vezes mais
suscetiveis ao efeito de pesticidas em doses subletais (DECOURTYE et al.,, 2003). A
toxicidade dessas doses subletais do fipronil pode estar relacionada ao desaparecimento das
abelhas, principalmente em periodos de inverno, quando se observa o maior nimero de
perdas de colmeias (KAPLAN, 2020).

Pedro (2008) sugere que a persisténcia da acao do fipronil sobre sistemas bioldgicos
€ continua, mesmo quando se interrompe a exposi¢do ao composto. Essa persisténcia pode
estar relacionada com os metabdlitos formados pela degradacéo, principalmente os derivados
da fotélise. Além disso, afirma uma possivel acdo genotdxica para plantas ndo alvo, evidente
para as menores concentracdes, indicando um perigo para acumulos residuais dispostos no
ambiente. Assim, sugere-se que o fipronil apresenta uma maior permeabilidade celular
quando em baixas concentracdes, por nao sinalizar a célula de sua toxicidade. Nas maiores
concentracdes, esse potencial seria reconhecido, havendo um impedimento da entrada do
produto na célula. Logo, os residuos de fipronil podem ser considerados perigosos para
espécies vegetais ndo alvo, principalmente, quando expostas as baixas concentragdes,
decorrentes de aplica¢des nas culturas, que sofrem lixiviagdes. A USEPA afirma que o fipronil
é estavel para hidrolise em adguas com pH de 5 a 7 (ligeiramente acidas), em condi¢fes de
auséncia de luz. Em solucdes aquosas, sem a presenca de luz e em ambientes com
temperatura de aproximadamente 22°C, 80% do inseticida permanece inalterado por 100 dias.

El Hassani et al. (2005) avaliaram o efeito de doses subletais do fipronil em abelhas
Apis mellifera em laboratorio. Levaram em consideracdo a exposi¢éo via oral ou absorvida
topicamente por meio da atividade locomotora, sensibilidade a sacarose e aprendizado
olfativo. Puderam observar que o fipronil ndo teve efeito na atividade locomotora,
independentemente da via de exposi¢cdo. No entanto, 0 método de aplicagdo, oral ou tépico,
teve um efeito no comportamento. Uma gota de solugéo no térax das abelhas induziu uma
reducdo na mobilidade em comparacdo com as abelhas que bebiam o mesmo volume de
solucéo. Doses superiores a 1 ng g* de fipronil em solugdo contendo sacarose causam uma
diminuicdo a sensibilidade das abelhas em relacdo a percepcdo de sacarose. Quanto ao
processo de aprendizagem, a aplicacao tépica de 0,5 ng de fipronil prejudicou a formacgéo do
traco de memodria; em contrapartida, por via oral, ndo foram observadas diferencas
significativas. Em niveis de mortalidade, a aplicacédo de fipronil em até 48 hrs de avaliacédo

aumentou a taxa significativamente.



40

A sensibilidade a sacarose é importante para a tomada de decisdes de forrageamento
e organizacdo da divisdo do trabalho dentro de uma colmeia. Durante o processo de
forrageamento, ocorre uma fase de aprendizado, ou seja, as caracteristicas florais (odor, cor
e forma) sdo associadas a recompensa do néctar. Assim, ao oferecer concentracbes
crescentes de sacarose para determinar qual delas provoca a extensao da probdscide, pode-
se inferir o limiar de resposta de uma abelha individual (SCHEINER et al., 2004). Nesse
sentido, Bernadou et al. (2009) avaliaram a extensao da probéscide de abelhas a um estimulo
de sacarose em apenas uma antena, para afirmar que ndo ha transferéncia de informacgfes
de um lado para o outo. Apos essa confirmacao, realizaram os mesmos testes injetando uma
concentracdo ndo letal de fipronil no térax das abelhas (5 ng abellha), 15 minutos antes de
iniciar os testes. Comprovaram que o fipronil diminuiu o sucesso da aquisicdo e 0s
desempenhos subsequentes da memoéria. Contudo, a distribuicdo das respostas aos
estimulos tateis entre os lados permaneceu nao afetada. Afirmam, também, que, mesmo os
efeitos ndo sendo letais as abelhas em teste, ha uma lacuna importante, que é a implicagéo
desse contato com o fipronil em uma colénia (processos de amplificacdo). Isso porque
comportamentos sociais, como diviséo do trabalho e atividade de forrageamento em abelhas,
dependem de fatores internos no nivel individual (BEN-SHAHAR et al., 2003; SCHULZ,
ROBINSON, 2001).

Mayer e Lundem (1999) afirmam que, apdés 24 horas de aplicacdo do fipronil, a
mortalidade das abelhas expostas diminui. Além disso, as abelhas deixam de procurar as
flores onde foi aplicado o inseticida, devido a alta sensibilidade que possuem em seus 6rgaos
olfativos (efeito inibidor do GABA que o inseticida promove). Isso ocasiona um déficit nas
fungbBes cognitivas do inseto. Dessa forma, ndo ha passagem de informacdo e nem
aprendizagem do local onde o recurso alimentar esta disponivel.

Na Franca, perdas de até 40% das colmeias foram registradas apos a liberacdo do
uso de fenilpirazois em cultivos agricolas. A reducéo de col6nias de abelhas A. mellifera e a
contaminacdo do ambiente na Franca, Italia, Alemanha e Eslovénia, apds a liberacdo do uso
de inseticidas fenilpirazois, levaram esses paises a proibirem sua utilizacdo desde 1999
(GHISI et al., 2011). Apesar disso, no Brasil, a utilizacdo desses inseticidas vem aumentando
anualmente, 0 que ocasiona prejuizos ao ambiente e ameaca os polinizadores.

Tal fato pode ser confirmado pela informacéo publicada pela Companhia Integrada de
Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC, 2019), a qual afirma que é a aplicacéo
foliar de fipronil em lavouras que causa risco as abelhas. Ao entrar em contato com o pesticida
em busca de podlen, retornam as colmeias e contaminam outras abelhas. Das colmeias
atingidas pela mortandade de abelhas, no estado de Santa Catarina, no Brasil, 93%
apresentam fipronil. Segundo CIDASC, mais de 20 milhdes de abelhas morreram entre o fim
de 2018 e o inicio de 2019, sendo 300 colmeias, nas cidades de Canoinhas, Monte Castelo,

Rio Negrinho e Itaiépolis, todas no Planalto Norte. Entre 2014 e 2017, foram monitoradas
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mortes de 770 milhdes de abelhas em 18 estados brasileiros. Esses fatos levaram a CIDASC
a tentar, por meio de uma Assembléia Legislativa, propor a proibicdo do uso de fipronil no
estado de SC.

3.5.3 Neonicotinoides - Imidacloprido

Os neonicotinoides foram desenvolvidos na década de 1980, tendo o imidacloprido
seu primeiro principio ativo comercial, desde o inicio dos anos 90. S&o agonistas nicotinicos
dos receptores de acetilcolina no sistema nervoso central dos insetos. Causam estimulacdo
nervosa em baixas concentracdes, bloqueio do receptor, paralisia e morte em concentracdes
maiores. Podem ser classificados em trés grupos quimicos: nitroguanidinas (imidacloprido,
tiametoxam, clothianidina e dinotefurano), nitrometilenos (nitenpirame) e cianoamidinas
(acetamiprida e tiacloprida) (JESCHKE et al., 2011; CASIDA; DURKIN, 2013). Sao
considerados altamente toxicos para os insetos, sendo LDso para ingestao de imidacloprido e
clothianidina em abelhas, por exemplo, de 5 e 4 ng, respectivamente. Os neonicotinoides sdo
soluveis em agua e facilmente absorvidos pelas plantas por meio de suas raizes ou folhas.
S&o, entdo, transportados pelos tecidos das plantas, tornando-se atrativo para a manutencao
de culturas agricolas (GOULSON, 2013).

Os neonicotinoides compdem a nova geragéo de pesticidas sintéticos. Atualmente,
sao utilizados comercialmente sete produtos desse grupo quimico: acetamipride clotianidina,
dinotefuran, imidacloprido, nitenpiram, tiaclopride e tiametoxam (JESCHKE et al., 2011). Seus
indices de contaminacdo sdo extremos e suas toxicidades sdo até 10.000 vezes mais letais
que o DDT (GOULSON, 2013). Esses pesticidas penetram e permanecem na planta em seus
sistemas floémico (que conduz os nutrientes das folhas para a raiz) e xilémico (que conduz
0s nutrientes da raiz para as folhas). Por serem compostos sistémicos, contaminam todos os
animais que visitam as plantas, sejam eles pragas, polinizadores, coletores de pdlen, néctar,
resina, seiva, raizes, folhas, flores, frutos ou sementes (PISA et al., 2015).

Cerca de 60% dos neonicotinoides sdo usados no revestimento de sementes,
protegendo profilaticamente todas as etapas da colheita, por varios meses apds a semeadura.
Pode ser aplicado de varias maneiras, como sprays foliares em culturas horticolas (frutas
macias, soja e para uso no jardim) ou como spray em flores e vegetais. Sdo usados em
formulacdes de iscas domésticas contra baratas e formigas e em granulos para o tratamento
de pastagens e pradarias para pragas de insetos que habitam o solo. Podem, ainda, ser
aplicados em banho de solo ou na dgua de irrigacao para defender culturas perenes (videiras),
em madeira para combater cupins ou em arvores contra herbivoros. Finalmente, podem ser
usados por meio de aplicacdes tdpicas em animais de estimacdo, como cées e gatos, para
controlar parasitas externos. As vantagens de baixa toxicidade para vertebrados, alta

toxicidade para insetos, uso flexivel e atividade sistémica levaram os neonicotinoides a se



42

tornarem os pesticidas mais amplamente utilizados no mundo. S&o usados mais do que
gualquer outra classe de inseticidas e compreendem aproximadamente 1/4 de todos os
inseticidas comercializados. S&o licenciados para uso em mais de 120 paises e tém um valor
de mercado global em torno de US $ 2,6 bilhdes, sendo o imidacloprido representante de 41%
desse mercado e o segundo pesticida mais amplamente usado (JESCHKE et al., 2011).

Dos 80 a 98% do ingrediente ativo dos neonicotinoides revestidos nas sementes, que
ndo sao absorvidos pela cultura, uma pequena proporcéo (< 2%) é perdida como poeira
durante a semeadura. Parte dessa poeira pode ser depositada nas vegetacdes as margens
do campo em concentragdes que variam de 1 a 9 partes por bilhdo (ppbs) ou ainda podem
intoxicar e matar organismos néo alvo por contato direto, como os polinizadores (TAPPARO
et al., 2012).

Pode-se inferir que existe certa persisténcia e acimulo de residuos neonicotinoides no
solo ao longo de um ou mais ciclos anuais de sucessao de culturas. Isso por movimentacéo
lateral, lixiviacdo em encostas adjacentes ou até possiveis contaminacdes por meio do
mecanismo de revestimento de sementes (BOTIAS et al., 2015). Na Europa, por exemplo, a
semeadura de milho ocorre em meados de marco e maio; nas regides produtoras de milho da
Itdlia e da Europa, frequentemente, € acompanhada por um desaparecimento de abelhas
forrageiras, incluindo acimulos de abelhas mortas na frente das colmeias. Essas mortes de
colénias na primavera sdo cronologicamente diferentes daquelas por patbégenos, que,
normalmente, sdo controlados de maneira eficiente por apicultores profissionais.

Essa relacdo da semeadura de culturas agricolas com a intoxicagdo de abelhas foi
confirmada pela pesquisa realizada por Tapparo et al. (2012), durante a semeadura do milho,
na fazenda experimental da Universidade de Padua, Italia. Na semeadura com a furadeira de
operacédo estatica e normal, a morte de um numero significativo de abelhas, cujas colmeias
eram 100 m longe do campo de semeadura, foi observada. A concentragdo de clothianidina
analisada nas abelhas mortas ficou na faixa de 78 a 1240 ng abelha®, cerca de 128-302 ng
abelha® de tiametoxam, 850 + 330 ng abelha™ de fipronil. Sementes revestidas com inseticida
(GAUCHO, 2009) apresentaram concentracbes de imidacloprido de até 3000 ng abelha
naquelas coletadas no final da semeadura. De modo geral, 0 material particulado liberado
pela maquina de perfuracdo, durante a semeadura do milho, representa um mecanismo
significativo de difusdo ambiental de inseticidas. As abelhas que voam sobre o campo de
semeadura e se aproximam da nuvem de emissdo da maquina de perfuragdo podem
interceptar as particulas suspensas que estdo contaminadas. O consequente efeito letal
agudo evidenciado durante a semeadura em campo pode ser um influenciador dos fenébmenos
de perda de col6nias relatados por apicultores na primavera e associados a semeadura de
milho. Os resultados das emissdes fatoriais, concentragéo de inseticida no ar ao redor da

méaquina de perfuragdo e contaminacdo das abelhas revelam que todos os tipos de
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revestimentos de sementes testados ndo impedem a dispersédo de grandes quantidades de
particulas micrométricas contendo inseticidas, o0 que produz exposicao letal para as abelhas.

Girolami et al. (2011) também avaliaram as influéncias da semeadura de milho nas
mortes repentinas das abelhas na primavera. Inferiram, especificamente, a possibilidade de
gue a alta umidade fosse um possivel fator-chave para aumentar os efeitos letais do pé. Apés
a exposicdo da poeira na semeadura, as abelhas foram mantidas em laboratério (Padua,
Itdlia) com umidades distintas, 70 a saturacdo maxima de 90. Nas sementes revestidas com
imidacloprido, quatro abelhas foram encontradas no chdo perto do distribuidor. Durante a
semeadura, continham uma média de 3661 ng abelha® de imidacloprido. J& as abelhas
coletadas saudaveis no dispensador, durante a semeadura, que morreram posteriormente em
laboratério, apresentaram uma concentracdo de 442 ng abelha® de imidacloprido. As
amostras coletadas na frente das colmeias, horas apés a semeadura, apresentaram teores
de inseticida de 500 e 53 ng abelha? de imidacloprido. Os autores confirmaram que uma
condicdo de alta umidade é determinante no envenenamento letal de abelhas em laboratdrio,
previamente pulverizadas com clotianidina e imidacloprido. Amostras de abelhas sem
contaminacdo por inseticida, antes da partida da maquina ou quando utilizados apenas
fungicidas, ndo apresentam diferencas de mortalidade, quando mantidas a diferentes
umidades. Em condi¢fes de secas, as abelhas podem tolerar uma quantidade muito maior de
inseticida em pd e podem sobreviver.

Além da poeira gerada durante a semeadura do milho, deve se levar em consideracdo as
gotas de gutacdo que se formam nas plantas jovens e duram o dia todo. Com o objetivo de avaliar
essa possivel via de exposi¢cdo para abelhas, Tapparo et al. (2011) realizaram um experimento
coletando as gotas formadas nas plantas jovens e avaliaram a presenca de neonicotinoides. Os
resultados revelaram a translocagdo efetiva dos inseticidas das sementes para as folhas das
plantas, durante todo o periodo de gutagdo. As concentragfes dos inseticidas nas gotas de gutagao
foram altas para todos os neonicotinéodes. Ja o fipronil, estava sempre abaixo do limite de
deteccdo (5,1 ug L ~.). As concentracdes dos inseticidas mostraram variacéo temporal, diminuindo
rapidamente durante os primeiros 10 dias apds o surgimento das plantulas, enquanto aumenta
novamente, nos ultimos 10 dias do fendmeno, quando a evaporacéo da agua pode concentrar
significativamente o soluto. Por exemplo, a concentracdo de imidacloprido variou de
80,87 mg L “1 no primeiro dia apdés o surgimento de plantulas a 17,30 mg L 2 no 8° a 10° dias e
aumentou novamente para 60,13 mg L " nos Ultimos 10 dias. Os efeitos téxicos dessas solucdes
de gutacdo, quando por administracdo oral em abelhas, induziram sintomas neurotdxicos
caracteristicos (contracdo do abdome e bloqueio irreversivel das asas). O tempo de reacao foi de
alguns minutos e a concentracdo dos neonicotinoides foi tdo alta que todas as abelhas testadas
morreram em até quinze minutos. Como a escala de tempo € curta, as quedas de gutagdo podem
explicar o subito desaparecimento das abelhas operérias, durante o inicio da primavera, se elas

usarem gutactes de milho para a forragem ou hidratacdo. Provavelmente, as abelhas usam
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gutacdo para forragear em condi¢cbes particulares de seca, qguando nao ha outras fontes visiveis
principais de agua.

Os neonicotinoides sé@o considerados altamente téxicos para as abelhas. Mesmo sendo
aplicados como inseticidas foliares com riscos de exposicdo direta as abelhas, grande parte do uso
de neonicotinoides € no revestimento de sementes ou na aplicacdo de imersdo nas raizes.
Diferentemente de classes mais antigas de pesticidas, os neonicotinoides tendem a ser mais
téxicos quando ingeridos. O nivel ao qual as abelhas sdo expostas no néctar e pdlen das plantas
tratadas varia muito, incluindo o método de aplicacdo do pesticida. As encharcadas do solo e a
aplicacao foliar resultam em maiores concentragdes dos compostos ativos nas plantas do que os
tratamentos com sementes em sistemas anuais de cultivo, como gréos, algodao e oleaginosas
(PISA et al., 2015).

A acdao sistémica dos neonicotinoides foi investigada por Henry et al. (2015), por meio
do monitoramento de abelhas individuais em relacao aos niveis de exposi¢ao ao tiametoxam
usado nos campos de estudo. Avaliaram se a sobrevivéncia individual e a dindmica das
colénias variariam de acordo com 0 campo e a exposi¢do. A ocorréncia concomitante de
residuos de imidacloprido dificultou a atribuicdo do excesso de mortalidade ao tiametoxam
isoladamente ou a um efeito combinado. Para investigar a fonte de contaminacdo do
imidacloprido no néctar da dieta, foram analisadas amostras de néctar floral da colza de 82
campos na area de estudo em 2014. O imidacloprido ndo foi detectado no néctar de 30
campos amostrados (36,6%) e variou de 0,1 a 1,6 ppbs nos 52 campos restantes (63,4%). Ou
seja, pode ocorrer uma recaptagdo substancial de residuos neonicotinoides em amostras de
pélen e néctar de flores silvestres nas margens do campo. Essas concentragdes podem ser
ainda mais altas do que no proprio néctar da colheita. Assim, a exposicdo em campo ao
tiametoxam, combinada com a contaminac¢&o por imidacloprido, esta associada a um excesso
significativo de mortalidade em abelhas de criagéo livre.

Para o imidacloprido, incluindo seus metabdlitos neurotdxicos, a toxicidade letal pode
aumentar até 100.000 vezes quando comparada a toxicidade aguda em exposicdo prolongada
no tempo. Ou seja, o0 tempo de exposicdo amplifica a toxicidade do imidacloprido. O teste
padrdo de toxicidade cronica, que é de 10 dias para abelhas, é muito curto para testar
neonicotinoides, dada a persisténcia e a provavel exposi¢édo crénica em condi¢bes de campo
(SUCHAIL et al., 2001). Tal fato é confirmado pelo estudo realizado por Sanchez-Bayo e Goka
(2014). Por meio de seus testes, demonstraram que residuos realistas, no campo de
inseticidas neonicotinoides no pélen, apresentam alto risco para as abelhas. No campo
sinergismos com fungicidas inibidores de ergosterol, ampliaram ainda mais esses riscos. O
imidacloprido apresentou o maior risco para as abelhas, com probabilidade de 49% de atingir
a dose cumulativa mediana letal apds 2 dias com alimentacdo de dose realista no campo
(pdlens). Para os autores, em geral, as avaliagcdes de risco consideram apenas a toxicidade

aguda dos produtos quimicos por exposicao tdpica ou oral em 24 ou 48 horas. Assim, acabam
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por ignorar os danos negativos advindos da exposi¢do constante aos residuos de pesticidas
por periodos mais longos.

Algumas avaliacbes concentraram-se no destino ambiental dos pesticidas e em suas
taxas de aplicacdo para estimar as Razbes de Exposicdo a Toxicidade (TERs). Sdo usadas
como indicadores do risco para abelhas devido a rotas de exposi¢céo especificas, por exemplo,
ingestdo de polen ou contato com exoesqueleto. De forma geral, a exposi¢do subliminar aos
neonicotinoides pode prejudicar a funcao cerebral e a capacidade aprendida dos polinizadares
em forrageamento. Acaba, dessa maneira, por realocar colmeias de abelhas, reduz o
desempenho da forragem e a taxa de crescimento. As altera¢cdes comportamentais individuais
resultantes da exposi¢cao combinada a neonicotinoides e piretroides reduz a produtividade das
colonias de abelhas e aumenta as chances de perdas de colmeias (PALMER et al., 2013;
GILL et al., 2012).

O imidacloprido é um inseticida com grau de toxicidade Il (medianamente toxico),
representado pelo CAS NUMBER 138261-41-3 e férmula bruta CoH10CINsO> (Figura 20). E
normalmente utilizado em aplicagdo foliar, tronco, solo e semente. Em formulagbes de
granulado, isca gel, suspensao concentrada, bastonete e UVB (Ultrabaixo Volume) com as
devidas recomendacdes. E mais utilizado nas culturas de abacaxi, abobora, alface, algodao,
alho, almeirdo, amendoin, arroz, aveia, banana, batata, berinjela, brécolis, café, cana-de-
acucar, cebola, cevada, cenoura, chicoria, citros, couve, couve-flor, crisantemo, eucalipto,
feijdo, fumo, gérbera, girassol, goiaba, jil6, mamdo, mamona, manga, maracuja, melancia,
meldo, milho, palma forrageira, pastagem, pepino, péssego, pimentdo, pinus, poinsétia,
repolho, soja, sorgo, tomate, trigo e uva (ANVISA, 2019). Sua estruta molecular esta

representada na Figura 9.
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Figura 9. Estrutura molecular do imidacloprido.
Fonte: ANVISA, 2019.

Especificamente em abelhas, apds a exposic¢ao oral ao imidacloprido, a relagdo dose-
mortalidade apresenta-se em um perfil multifasico, contemplando fases ascendentes e
descendentes. A cinética da mortalidade é adiada conforme as doses aumentam. Dessa
forma, as vias metabdlicas podem estar envolvidas na toxicidade do imidacloprido. Nota-se

gque os sintomas de neurotoxicidade aparecem rapidamente, enquanto a mortalidade ocorre
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4 horas apds a intoxicacdo aguda e é prolongada por mais de 96 horas. Assim, o imidacloprido
tem uma acéo prolongada ou retardada, mas os sintomas sdo sempre imediatos. Alguns
metabdlitos do imidacloprido sdo considerados altamente téxicos, equivalentes a seu
composto original, assim, causam 0s mesmos sintomas, nos mesmos niveis de toxicidade.
Contudo, ha uma discrepancia entre a cinética da mortalidade e os sintomas de
neurotoxicidade. Isso se deve ao fato de que ambas, combinadas, geram uma acao conjunta
de baixas quantidades de metabdlitos téxicos e do préprio imidacloprido. Ou seja, 0s sintomas
neurotéxicos iniciais podem ser desencadeados pelo imidacloprido, enquanto a mortalidade
pode ser induzida por seus metabdlitos téxicos (SUCHAIL, DEBRAUWER & BELZUNCES,
2003).

Faucon et al. (2005) afirmam que o imidacloprido apresenta um modelo de mortalidade
por dose bimodal. Ou seja, ocorre um pico inesperado de mortalidade em uma dose muito
baixa, que pode ser explicado pela alta toxicidade dos metabdlitos. Véarias alteracdes
comportamentais sdo descritas quando as abelhas sdo expostas a concentracfes de
imidacloprideos, as quais sdo: mudancas no forrageamento e na coleta de alimentos; perda
de capacidade de comunicar a localizag&o das fontes de alimentos, como danga de balangar;
e diminuigdo nas habilidades de aprendizado.

Em Apis mellifera, o imidacloprido induz rapidamente a paralisia dos musculos de voo,
quando expostas a gotas de gutagdo contendo essa substancia. Além disso, prejudica ainda
mais a mobilidade das abelhas, pelas diminui¢cdes na corrida e caminhada e no aumento do
tempo em que permanecem estacionarias (GIROLAMI et al., 2009; MEDRZYCKI et al., 2003).
Pode prejudicar, ainda, a aprendizagem e o desempenho olfativo por exposi¢do aguda ou
cronica. Além dos efeitos nos adultos, os neonicotinoides, de modo geral, podem atuar no
desenvolvimento larval, gerando consequéncias para a fase adulta. Abelhas adultas expostas
ao imidacloprido no estagio larval apresentam comprometimento do comportamento
associativo olfativo (desenvolvimento neural alterado) (YANG et al., 2012).

De maneira geral, nos processos de aprendizado e memoria, 0S neonicotinoides
geram influéncias complexas. Possuem rotas especificas no metabolismo dos insetos,
particularmente nas abelhas. O imidacloprido é degradado a metabdlitos téxicos, que podem
se ligar a diferentes receptores de acetilcolina nas abelhas. Como sdo gerados multiplos
metabdlitos ativos, ao longo do tempo, é dificil determinar quais etapas do processo de
memoria (aquisicdo, consolidacao ou recuperacao) sao afetadas pelo imidacloprido ou por
seus metabdlitos (CASIDA, 2011). Quando expostas ao imidacloprido, as abelhas operarias
da colmeia podem ser reduzidas e apresentar comportamentos que diminuem a eficiéncia dos
voos das forrageiras. Individuos expostos podem passar periodos mais longos em uma fonte
de alimentos, diminuir a frequéncia de visitas e aumentar 0 tempo entre viagens de
forrageamento. Além disso, podem realizar voos mais longos, reduzir distancias, apresentar

problemas nas revisitacbes ou redugdes na capacidade visual de aprendizagem. Doses
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subletais de imidacloprido bloqueiam a recuperacdo da memoria de navegacao exploratoria
ou alteram essa forma de memaria de navegacao (TEETERS et al., 2012).

Biddinger et al. (2013) realizaram testes de toxicidade comparativos em laboratério
para duas espécies de polinizadores, A. mellifera e Osmia cornifrons. Foram definidos ensaios
com os inseticidas e misturados com fungicidas, a fim de retratar a realidade da aplicacdo de
pesticidas em areas agricolas, usadas para cultivo de macad. Nenhuma das espécies era
consistentemente mais suscetivel que a outra. Suas respostas aos dois pesticidas
neonicotinoides foram paralelas, mas néo iguais. O. cornifrons foi significativamente mais
suscetivel do que A. mellifera ao acetamipride. Em contraste, A. mellifera foi significativamente
mais suscetivel ao imidacloprido no nivel de resposta de 50%. Em ordem decrescente de
toxicidade LDso: imidacloprido, A-cialotrina, dimetoato, fosmet e acetamipride. Para O.
cornifrons, a ordem decrescente de toxicidade a LDso foi dimetoato, A-cialotrina, o imidacloprid,
o acetamiprid e fosmete. A interacdo do imidacloprido ou acetamipride com o fungicida
fenbuconazol também foi testada na proporcdo de 1:1 para cada espécie. Para cada mistura,
o resultado da interagcdo do fenbuconazol foi significativo e positivo ao longo de toda a linha
do pesticida. Os resultados mostram claramente que as respostas de A. mellifera ndo podem
ser extrapoladas para O. cornifrons.

A habituacéo é considerada um comportamento importante de adaptacao. Ela permite
que os individuos diminuam suas respostas e, assim, seu investimento em energia, a
estimulos sem importancia. O imidacloprido altera os padrdes de habituacdo em abelhas apos
exposi¢ao por contato a uma dose subletal, variando com a idade das abelhas e o tempo ap6s
a exposicdo. Além disso, essas alterac6es podem ser influenciadas pela sensibilidade de
diferentes receptores de acetilcolina ao imidacloprido. Ou, ainda, o acimulo de metabdlitos
pode atrasar ou acelerar os comportamentos de habituacdo (BORDEREAU-DUBOIS et al.,
2012).

Ao considerar a relag@o entre estressores aos polinizadores, o imidacloprido pode
atuar sinergeticamente com o0 agente patogénico, Nosema ceranae, fungo considerado
potencialmente prejudicial as abelhas; quando em contato com imidacloprido, aumenta a
mortalidade na colonia, afeta a imunidade social e eleva o nUmero de esporos no trato
gastrointestinal das abelhas (PETTIS et al., 2012). Segundo Alaux et al. (2010), quando as
abelhas infectadas com Nosema sdo expostas ao imidacloprido, elas perdem a capacidade
de esterilizar a coldonia e a ninhada de alimentos usando glicose oxidase, facilitando a
disseminacao desse patdgeno nas colénias. Quando expostas a doses subletais de fipronil,
observa-se maior mortalidade das abelhas do que em abelhas ndo expostas.

A atividade metabdlica no cérebro das abelhas foi investigada usando a histoquimica
da citocromo oxidase, enzima terminal na cadeia de transporte de elétrons dos processos
respiratérios mitocondriais. Ou seja, € um marcador metabdlico endégeno da atividade

neuronal. Armengaud et al. (2000) relataram que a histoquimica da citocromo oxidase pode


https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-014-3471-x#CR37
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/imidacloprid
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/oxidase

48

ser usada para identificar as estruturas-alvo dos ligantes colinérgicos no cérebro das abelhas,
particularmente no caso do imidacloprido. Em uma anélise comportamental e histoquimica do
efeito do imidacloprido na aprendizagem olfativa nas abelhas, o metabolismo oxidativo apos
tratamento aumentou significativamente, sugerindo um comprometimento da meméria olfativa
pelo inseticida. Esse aumento na atividade do citocromo oxidase no cérebro, apdés o
tratamento, sugere que o imidacloprido prejudica a meméria olfativa por um efeito fisioldgico,
gue é relatado como tendo um papel essencial na memdria olfativa. Os prejuizos cerebrais
em abelhas expostas podem ser devido ao desenvolvimento neural alterado. Tomé et al.
(2012) observaram danos no desenvolvimento do corpo de cogumelos no cérebro das
abelhas e no comportamento de andar em individuos expostos ao imidacloprido no periodo
larval. Hatjina et al. (2013) afirmam que, nos estagios iniciais da vida adulta, apos o
surgimento, o imidacloprido pode interromper o desenvolvimento das glandulas hipofaringeas.

Suchail, Guez e Belzunces (2001) avaliaram a toxicidade aguda e crdnica por via oral
a doses alternadas de imidacloprido e seus metabdlitos em abelhas operarias de Apis
mellifera. Na intoxicagdo aguda, foram observados sintomas precoces de neurotoxicidade
como hiperresponsividade, hiperatividade e tremores. Os sintomas desapareceram
gradualmente e as abelhas tornaram-se hiporresponsivas e hipoativas. Quando compararam
a toxicidade aguda de imidacloprido com seus metabdlitos, observaram que o composto
original teve uma porcentagem de mortalidade maior do que seus compostos derivados. Na
toxicidade crénica, o imidacloprido e todos os metabdlitos estudados eram toxicos. A
mortalidade das abelhas foi induzida 72 horas ap6s o inicio da intoxicag&o. A diferenca entre
a toxicidade aguda e cronica do imidacloprido e seus metabdlitos sugere que doses mais
baixas da substancia ndo séo altas o suficiente para induzir mecanismos de desintoxicacao.
Enquanto doses altas podem induzir enzimas de desintoxicagdo para o composto original,
gue, normalmente, induz uma toxicidade mais baixa, doses baixas podem ativar um receptor
de alta afinidade, induzindo mortalidade. Doses altas podem ativar os receptores de alta e
baixa afinidade. Os de baixa afinidade poderiam ter uma agdo compensadora oposta que
induziria a um efeito protetor.

Suchail, Debrauwer & Belzunces (2003) realizaram uma pesquisa para avaliar a
mortalidade de Apis mellifera ao imidacloprido e seus metabdlitos téxicos (5-
hidroxiimidaclopride e a olefina), analisados por meio de doses ministradas por via oral as
abelhas operarias. Apés a ingestdo, os primeiros sintomas de envenenamento foram
hiperatividade e tremores. Apés horas, esses sintomas desapareceram gradualmente e as
abelhas tornaram-se hipoativas. A biodegradacdo do imidacloprido e o aparecimento de 5-
hidroxiimidaclopride e olefina foram seguidos a aplicacao oral do imidacloprido nas doses de
50 ou 20 pg kg ~tde abelhas. Ap6s 6 horas, apenas 10,5% do imidacloprido foram detectados
nas abelhas e, com 24 h, ndo foram mais encontrados. Os dois metabdlitos atingiram o valor

méximo 4 horas ap0s intoxicacao oral, representando, respectivamente, 9,5% e 13% da dose
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inicial. A quantidade de residuos dos metabdlitos comecou a diminuir 4 horas ap6s a
exposicao e representou aproximadamente 5% da dose ingerida 48 horas apds a exposicao.
Concluem que as abelhas sdo capazes de metabolizar rapidamente o imidacloprido por meio
de um processo que reduz a exposicdo ao composto original e sua toxicidade. A degradacao
a 5-hidroxiimidaclopride e olefina, em doses baixas, em exposi¢cdo crbnica, e altas, em
exposicao aguda, coincide com o aparecimento de mortalidade induzida apés intoxicacdo oral
aguda por imidacloprido.

Para avaliar as respostas de colénias em condi¢cBes de campo, Faucon et al. (2005)
pesquisaram o possivel efeito toxico da exposi¢do ao imidacloprido. Utilizaram o néctar, em
campo (apiarios), a fim de imitar o consumo natural de abelhas Apis mellifera mellifera de
néctar contaminado. Varias colénias foram repetidamente alimentadas com uma das duas
concentracdes de imidacloprido (0,5 e 5 ug L ) em xarope de sacarose durante o verdo. Em
termos de atividade da colonia (nUmero de visitas das operarias), houve uma hipoatividade
em todas as colbnias, sendo, no inicio, uma média de 27 abelhas por minuto, para 11,5
abelhas por minuto. Quanto ao transporte de pdlen, houve um aumento das visitagfes as
colbnias ap6s a alimentacdo por xarope. De agosto a outubro, observaram uma diminuicéo
da postura de ovos em todas as colmeias, mesmo as sem alimentacdo induzida. A taxa de
mortalidade meédia, analisada durante todo o experimento, ndo apresentou diferenca
significativa estatisticamente. Em uma andlise realizada no mel, coletado no més de julho,
foram encontradas concentracdes em média de 2,95 ug kg - de imidacloprido e acido 6-
cloronicotinico em apenas uma colmeia alimentada com o xarope.

Assim como fipronil, o imidacloprido é um dos responsaveis pelo desaparecimento de
abelhas produtoras de mel, A. mellifera. Mesmo em concetragfes abaixo de LDsp, 0s efeitos
sao notaveis a nivel de individuo e coldnia. Efeitos agudos sdo ainda mais preocupantes, visto
gue sdo os responsaveis pela perda em massa, que compromete toda a polinizagdo, nédo
apenas a agricola, mas também a silvestre. Isso sem esquecer da queda de producdo de mel

gue, para muitos apicultores, € o Unico meio de subsisténcia.

3.6 Pesticidas x apicultura

Estima-se que mais de 700.000 toneladas de pesticidas séo lancadas no ambiente
anualmente. Podem ser advindos da agricultura, com aplicacao direta na plantacao e no solo,
aplicados no controle de pragas em pastagens; ademais, também séo usados em florestas,
para a producdo de madeira, e no controle de insetos transmissores de doencgas, tanto em
centros urbanos quanto em meio rural (BARBOSA, 2004). Esse acumulo de substancias, com
alto potencial de poluicdo e toxicidade, que oferecem riscos a saude de seres vivos, é 0
encorajamento e a motivacéo do desenvolvimento de pesquisas, 0s quais tenham comao intuito

provar, auxiliar e almejemar o uso sustentavel de pesticidas.
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Do outro lado, temos a visdo de que, sem a utilizacdo de pesticidas, a produtividade
ndo seria atingida, devido a demanda mundial por alimentos unida ao crescimento
populacional. Gierer et al. (2019) afirmam uma perda de cerca de 80% da producéo vegetal
sem a utilizacdo de pesticidas com consequéncias econdmicas gravissimas. Fora do setor
agricola, os pesticidas sdo um método eficiente em termos de custo e mao de obra para a
protecao e manutencéo de espacos publicos, por exemplo, no controle de ervas daninhas em
ferrovias e ruas. Na ha de se negar que esses produtos contribuem significativamente para o
rendimento de lavouras, além da alta qualidade alimentar e prevencao de perdas econémicas,
que € um fator-chave para permitir que o sistema global de alimentos continue operando no
formato atual.

Mullin et al. (2010) realizaram um levantamento analitico abrangente de 200 miticidas,
inseticidas, fungicidas e herbicidas utilizados nas matrizes de cera, polen, colmeia e abelhas,
a fim de diganosticar possiveis impactos na deplecao de polinizadores. Nas 259 amostras de
cera, foram encontrados 87 pesticidas e metabdlitos com até 39 deteccdes diferentes em uma
Unica amostra (média de 8 residuos de pesticidas diferentes cada). Nas 350 amostras de
pélen, foram identificados 98 pesticidas e metabdlitos, com até 31 pesticidas diferentes em
uma unica amostra (média de 7,1 residuos diferentes de pesticidas cada). Nas abelhas,
obtiveram menos deteccdes e, em média, 2,5 residuos por cada uma das 140 amostras
(méximo de 25 em uma amostra). Apenas uma das amostras de cera, trés de pdlen e 12 de
abelhas ndo apresentaram pesticidas detectaveis.

Para garantir a protecdo dos polinizadores e permitir o escopo de desenvolvimentos
na protecao de culturas, é necessario fornecer métodos precisos, dos residuos de pesticidas
no pélen e em outras matrizes importantes para as abelhas, que exijam esfor¢os e gastos
reduzidos. A identificacdo de padrdes e relacdes de residuos de pesticidas destroem uma
planta e, entre diferentes espécies, fornece uma oportunidade para identificar métodos
precisos dos niveis de residuos para pesticidas e métodos de cultivo. No entanto, pouco se
sabe sobre o comportamento e a relagdo dos residuos nos recursos florais, que podem ser
alterados e influenciados por inimeros fatores (GIERER et al., 2019).

Com o objetivo de garantir o mercado internacional de mel pela lindia, Choudhary e
Sharma (2008) analisaram remessas comerciais de mel produzidas no estado de Himachal
Pradesh. Do total, 18 amostras de mel (35,29%) estavam contaminadas com pesticidas
organoclorados e ciclodienos. O HCH e seus isbmeros foram 0s principais contaminantes
(17,64%), seguidos pelo DDT e seus isdmeros (13,72%). Residuos de endossulfédo e seus
isbmeros estavam presentes em 7,84% das amostras de mel. O mel de apiario comercial
produzido pela A. mellifera estava mais contaminado com residuos de pesticidas nas
concentracdes mais altas. A maioria das amostras contaminadas era de mostarda e colza
como origem floral (90,90%), seguida de méis multiflorais (41,17%). Entre os quatro pesticidas

piretroides analisados, foram encontrados residuos de cipermetrina, lambda cialotrina,
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deltametrina e fenvalerato em mel de mostarda e comerciais. Residuos de dimetoato foram
encontrados em mel de mostarda e multifloral; o malatido foi verificado em mostarda e orvalho
e quinalphos em duas amostras de mel de mostarda. A contaminacao do mel de mostarda foi
maior, o que pode ser atribuido a contaminacao de néctar e pdélen por aplicacéo direta ou por
desvio de pesticidas em plantas com flores. Do total, 49,02% das amostras estavam
contaminadas com os residuos de um ou outro pesticida, porém, apenas 5,88% das amostras
tinham residuos acima dos limites prescritos.

Balayiannis e Balayiannis (2008) utilizaram o mel, produzido préximo a &reas
agricolas, como bioindicador de qualidade ambiental, quanto a ocorréncia de pesticidas em
areas adjacentes, na Grécia. As culturas selecionadas foram algodéo, girassol e citrus, pois
sdo plantas utilizadas nas forragens das abelhas e controladas com inseticidas pelos
agricultores. Foram um total de 50 amostras divididas por culturas, coletadas e monitoradas
por 2 anos. Os inseticidas analisados foram azinphos metil, clorfenvinfos, clorpirifos metil,
etido, malatido, metidagéo, paration, forato, pirimifos e triazofos. Coumaphos (acaricida),
utilizado para o controle da Varroa destructor, pelos apicultores, também foi investigado. As
amostras mais contaminadas foram de citros; 16 continham residuos de pesticidas, sendo
clorfenvinfos (21,05%), clorpirifés (52,63%) e forato (10,53%). Das 17 amostras de algodao,
8 estavam contaminadas, forato (35,29%), clorfenvinfos (5,88%) e clorpirifés (5,88%). Das 9
amostras de girassol, quatro apresentaram residuos de forato (44,44%). No geral, do total de
50 amostras analisadas, os residuos de clorfenvinfos foram detectados em 5 amostras (10%),
de clorpirifés em 11 amostras (22%) e de forato em 12 amostras (24%). As concentracdes
variaram entre 0,70 e 0,89 ug kg-1. Os residuos de Coumaphos variaram de 0,10 a 4 pg kg-
1. A presenca desses residuos pode ser explicada pela estabilidade das moléculas aos
processos hidroliticos, oxidativos e metabdlicos, além da baixa volatilidade e 0 uso excessivo
ou inadequado de pesticidas, pelos agricultores. A fonte mais importante de contaminagéo foi
do acaricida coumaphos, usado por apicultores no tratamento do 4caro Varroa.

Fulcon et al. (2019) realizaram uma pesquisa envolvendo a queda acentuada de A.
mellifera na Virginia (EUA), devido a extensa utilizagdo de pesticidas, relacionando com uso
e ocupacao do solo abrangente na area de forrageamento. Das matrizes estudadas, foram
detectados pesticidas em 3% das abelhas, 8% no polen e 19% nas amostras de cera, sendo
fluvalinato e coumaphos os mais frequentemente detectados. Eles sdo usados para controle
do acaro Varroa. Dessa maneira, causam efeitos subletais em abelhas larvas ou adultas na
colmeia, como a baixa sobrevivéncia da rainha e o estresse continuo das operarias. A
interacdo entre a classificacdo do uso da terra e os pesticidas néo foi significativa para cera,
abelha e pélen. O tipo de uso da terra afeta apenas a probabilidade de deteccdo de pesticidas
no pélen, em que eram menos propensos a serem detectados nas paisagens florestais do
que nas areas urbanas, agricolas ou pastagens. Dessa forma, os autores afirmam que o0s

pesticidas colaboram para o declinio de abelhas A. mellifera, mas n&o sdo a causa majoritaria
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para tal ocorrido.

Tendo por base os descritos anteriores, unido a inter-relacdo agricultura x apicultura x
polinizacéo, tem-se, por impacto ambiental, qualquer alteracao fisica, quimica e biolégica do
ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia. Isso é resultante das atividades
antropicas que, direta ou indiretamente, afetam a salde, seguranca e o bem-estar da
populacdo, da biota e as condi¢des estéticas e sanitarias do meio ambiente, bem como a
gquantidade de recursos naturais (BRASIL, 1986).

Apesar de tardia, a importancia dos polinizadores ganhou destaque nas ultimas
décadas, sendo reconhecida pela Convencgéo da Diversidade Biologica (CDB). Em 2000, a
Conferéncia das Partes (COP-5) aprovou a Iniciativa Internacionanal para Conservagao e Uso
Sustentavel dos Polinizadores, que ficou sob a responsabilidade da Organizacdo para a
Alimentacao e Agricultura (FAO), érgao ligado a Organizacédo das Nagbes Unidas (ONU), que
propés um plano de acdo mundial para trabalhar a questdo. Em 2002, durante a COP-6, foram
aprovadas trés propostas de trabalho, entre elas, a Iniciativa Brasileira de Polinizadores, que
até hoje estd em andamento (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2007).

O consumo de pesticidas vem crescendo de forma expressiva no Brasil; 0 aumento nas
vendas internas pode estar relacionado com a grande producéo agricola nacional. De acordo
com o IBGE, o ano de 2019 teve recorde na safra agricola, principalmente dos gréaos, o que
ocasionou a utilizacdo em larga escala de pesticidas. O expressivo aumento na utilizagéo de

pesticidas esta exposto na Figura 10.
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Figura 10. Histérico de comercializacdo de defensivos agricolas de 2000 a 2019.
Fonte: IBAMA: Consolida¢cédo de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos,
agrotoéxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto 4.074/2002 (Dados atualizados em 15/08/2020); 1A
(ingrediente ativo).
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Em termos de comercializa¢@o nacional, segundo dados fornecidos pelo IBAMA, no ano
de 2019, foram comercializados, no Brasil, 620.537,98 milhdes de toneladas de pesticidas;
desses, s6 a regido sul representou 150.449,09 milh&es de toneladas, com o Parana usufruindo
de 63.714,61 mil toneladas. Em termos de impactos direto nas abelhas e na produgdo de mel,
do fipronil, em 2019, foram comercializadas 1.934,73 toneladas no Brasil, com o Parana
utilizando 188,24 toneladas do ingrediente ativo. O imidacloprido, comercializado em 2019,
perfez um total de 9.214,45 toneladas no Brasil, sendo o Parana responsavel por 934,76
toneladas usadas de ingrediente ativo.

Sponsler et al. (2019) propuseram um esquema para facilitar o entendimento das
problematicas que envolvem o uso e desenvolvimento de pesticidas com os sistemas de
polinizacdo. Ele engloba trés dominios particulares que se interelacionam, conforme exposto
na Figura 11.
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Figura 11. Estrutura conceitual do sistema polinizador x pesticida. Os dominios das relagfes causais
se sobrep8em nos principais fendmenos de ligacdo (alaranjado). A direc@o principal da causa é
indicada por setas, geralmente fluindo de cima para baixo, exceto pelo feedback potencial (linha azul
espessa) do Dominio 3 para o Dominio 1. Adaptada de SPOSLER et al. (2019).

Assim, a viséo geral e global do declinio de polinizadores, especialmente as abelhas,
alarma produtores agricolas e apicultores dependentes das atividades desenvolvidas pelas
abelhas. Isso porque a exposi¢do aguda ou crbnica as mais diversas classes de pesticidas
causa efeitos letais e subletais aos polinizadores, afetando diretamente a sobrevivéncia das
colénias. A necessidade, agora, é de se encontrar medidas que sejam sustentiveis para
ambos os lados do sistema, além de pesticidas menos toxicos, pulverizacdo adequada e,
principalmente, uso correto e adequado seguindo as recomendacfes da ANVISA para cada
cultura. Além disso, ha a necessidade de protecdo as abelhas, por meio de corredores, ou
barreiras que supram o distanciamento de forrageamento (2-4 km) para evitar o contato direto
com os pesticidas. A sustentabilidade, nesse caso, é necessdria para garantir a vida dos
polinizadores e, assim, a continuidade da atividade agricola, principalmente, a manutencéo

da biodiversidade.
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4.1 Area de estudo
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A localizag&o geogréfica dos apiarios selecionados para a pesquisa esta disposta na

Figura 12.
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4.2 Coleta, preservacao e organizacdo das amostras

As amostras de mel foram coletadas no més de dezembro de 2019 pelos apicultores,
donos das propriedades. Assim, foi instruido aos participantes o procedimento de coleta, no
qual foram fornecidos dois frascos esterilizados e lacrados. No momento da coleta, foi
recomendado que eles higienizassem as maos e ndo entrassem em contato com o mel
coletado, a ndo ser com o uso devido de luvas de latex. Foram coletados aproximadamente
70 mL de cada apiario, devidamente identificados e georrefenciados, perfazendo um total de

41 amostras, separadas em 3 grupos selecionados por regido (Tabela 2).

Tabela 2. Quantidade de amostras recebida de cada regido

Localizacéo Numero de amostras
GRUPO 1 07
GRUPO 2 23
GRUPO 3 11

ApoOs a coleta, as amostras foram mantidas em temperatura ambiente e enviadas ao
Laboratério de Analises de Biossistemas Agricolas (LABA) — Unioeste — Campus Cascavel —
Setor de Engenharia Agricola, para posterior extracdo e quantificacdo dos pesticidas
selecionados.

Algumas amostras receberam uma identificacdo extra, nos casos em que O0S
apicultores coletaram em apiarios localizados em regides distintas. Assim, além da
numeracao sequencial, foi adicionada uma identificacdo com letras alfabéticas, por exemplo,
1a; 1b, assim, consecutivamente. Amostras localizadas na mesma regido, ou seja, na mesma
propriedade, mas em apiarios diferentes, foram transformadas em uma amostra (amostra
composta). Realizada por meio de homogeneizagdo com auxilio de bastdo de vidro em
bécheres de 250 mL, devidamente higienizados e esterilizados.

Os pesticidas selecionados para extracéo e identificacdo foram o imidacloprido e o
fipronil, visto que sdo os maiores responsaveis pela morte das abelhas. Além disso, sdo muito
utilizados nas regifes pesquisadas nas culturas agricolas. O imidacloprido é utilizado no
tratamento de sementes e em sistemas de pulverizacdo de varias culturas. Dentre elas,
algodao, arroz, feijao, milho, trigo, tomate, meldo, soja, café. Dos pesticidas a base de
imidacloprido, mais utilizados nas regibes selecionadas, cita-se, como nome comercial:
Imidacloprid, Imidacloprid Nortox, Cropstar, Galedo, Imidacloprid 600FS, Galil SC, Picus,

Gaucho FS, Connect e Primier Plus. O Fipronil também é muito utilizado na regido, em
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culturas como a batata, no plantio de cana-de-acucar, em acacia e acacia negra, algodao,
amendoin, araucaria, arroz, cevada, duboisia, eucalipto, girassol, feijdo, milho, parica,
pastagens, populus, seringueira, sorgo, soja, teca e trigo. Dentre os pesticidas a base de
fipronil mais utilizados na regido, cita-se, como nome comercial: Fipronil, Fipronil 80wg
Gharda, Fipronil Nortox, Regent 20GR, Belure e Belure Top, Regent DUO, Standak e Standak
Top (ADAPAR, 2020).

4.3 Higienizacdo de vidrarias e instrumentos laboratoriais

Para o processo de extracdo das amostras de mel, todas as pipetas automéaticas
utilizadas foram devidamente calibradas em balanca analitica. As ponteiras correspondentes
foram retiradas de pacotes devidamente lacrados e n&o foram reutilizadas.

Todas as vidrarias utilizadas foram lavadas com agua e sabao sob agua corrente,
passadas trés vezes em agua destilada por osmose reversa. Em seguida, foram enxaguadas
com etanol 99,5%, metanol grau HPLC e hexano grau HPLC, por duas vezes. As vidrarias
nado volumétricas foram entdo deixadas em uma mufla por 4 horas a 350°C. J& as vidrarias
volumétricas, foram secas em temperatura ambiente. Esse procedimento de limpeza é

fundamental para minimizar a presenca de interferentes.

4.4 Processo analitico — Extracdo das amostras

O método de extracao selecionado foi SPE, que é a extracdo por fase solida. Segundo
Rial-Otero (2007), o método SPE é um procedimento de separacgdo que utiliza uma fase sélida
ou liquida sob um suporte solido para isolar um determinado analito de uma solucdo. A SPE
é fundamentada na afinidade preferencial dos solutos desejaveis e indesejaveis por um
material s6lido, um soélido revestido com um filme liquido ou que apresente cargas superficiais.
A SPE pode ser usada nas etapas de concentracdo e "clean up" de uma amostra antes da
analise cromatografica ou outros métodos analiticos para quantificar os analitos presentes. A
fase sélida adsorvente deve ser condicionada e ativada com um solvente apropriado para que
os analitos sejam efetivamente separados da fase liquida.

Em balanca analitica, foi pesado aproximadamente 1 g de cada amostra de mel em
tubos de ensaio devidamente higienizados e identificados. Em seguida, as amostras foram
diluidas com 3 mL de agua Mili-Q e homogeneizadas em um vortex. Posterior a isso, 0s
cartuchos foram condicionados para a extracdo dessa solucéo.

A metodologia de extracao foi adaptada de Costa (2014) e esté ilustrada no fluxograma

da Figura 13.
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Figura 13. Fluxograma do processo de extracdo para os compostos imidacloprido e fipronil.

O condicionamento dos cartuchos SPE C18 1000 mg/6 mL foi realizado em um minifold
(Figura 25 a) aclopado a uma bomba de vacuo. Assim, iniciou-se adicionando 5 mL de metanol
grau HPLC, acionando a bomba (Figura 25 b). A passagem do solvente foi realizada por
gotejamento leve, sem permitir a secagem do adsorvente. Em seguida, o procedimento foi
repetido com 5 mL de agua Milli-Q, sob as mesmas condi¢des. Apos, os cartuchos foram
carregados com 1 mL da solucdo da amostra e lavados com 5 mL de agua Milli-Q, sempre
nas mesmas condi¢des. Essas etapas foram realizadas permitindo-se a completa secagem
do adsorvente, por meio da abertura total dos dispositivos do minifold. Essa solugdo do
condicionamento final dos cartuchos foi descartada.

Os extratos foram, entéo, eluidos com 3 mL de metanol grau HPLC, por gotejamento
leve e coletados em tubos de ensaio (Figura 14 b). Posterior a primeira etapa de extracao, 0s
analitos foram concentrados sob fluxo de nitrogénio (Figura 14 c) no equipamento TurboVap®
LV (Figura 14 d), sob temperatura de 40°C, até a completa evaporacdo do solvente
(aproximadamente 45 minutos). Em seguida, os analitos foram ressuspendidos adicionando-
se 1 mL de metanol grau HPLC e transferidos para vials de cromatografia, devidamente
numerados e lacrados. Entdo, foram armazenados em um congelador até o momento da

determinagdo cromatografica via HPLC (imidacloprido) ou CG (fipronil).
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Biotage

Figura 14. Processo de extracdo das amostras. a) Cartucho acoplado ao minifold — Inicio do
condicionamento; b) eluicdo das amostras — coleta no tubo de ensaio; c) eluidos no processo de
secagem forcada com nitrogénio; d) TurboVap® LV.

4.4.1 Determinagdo de Imidacloprido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC)

Cromatografia € uma técnica utilizada para a separagdo dos componentes de uma
mistura. A separacao cromatografica € fundamentada na distribuicdo dos componentes entre
uma fase estacionaria e uma fase movel. Essa separagdo procede das diferencas de
velocidade dos componentes arrastados pela fase movel devido as diferentes interagcdes com
afase estacionaria. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia gasosa
(GC) sao técnicas tradicionalmente utilizadas nas andlises de residuos de pesticidas. Suas
resolucdes sdo excelentes, sendo possivel analisar varias substancias em uma mesma
amostra. Para a determinacédo de residuos de pesticidas em mel, séo utilizadas técnicas de
HPLC em fase reversa, usando colunas do tipo C18 ou octadecilsilano. A cromatografia em
fase reversa com detector ultravioleta-visivel (UV-Vis) é a técnica mais comum de deteccao
de analitos, em que a fase normal usa agua como solvente basico. Normalmente, o
componente mais polar elui mais depressa que o componente menos polar (MARIA DA SILVA
et al., 2014).
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O método foi implantado no equipamento utilizando-se um padrdo de imidacloprid
adquirido da Sigma-Aldrich, lote BCBZ3018, CAS NUMBER 138261-41-3, contendo 100 mg
com 99,99% de pureza. Foi determinada uma solucéo estoque de 800 pug mL -1, uma solugédo-
mae de 4 ug mL -! e seis niveis de calibracdo, conforme recomendagbes do INMETRO
(2007). O solvente selecionado para a determinacdo do imidacloprido foi 0 metanol adquirido
da Sigma-Aldrich, lote # SHBC9819V, CAS NUMBER 67-56-1, grau HPLC com 99,99% de
pureza.

A solucéo estoque foi preparada pesando-se 8,0 mg do padrdo de Imidacloprido em
uma balan¢a analitica (Shimadzu® - precisdo de quatro casas decimais). O soluto foi
dissolvido em 10 mL de metanol. A partir dessa solucéo, foi preparada a solucdo-mae, na qual
foram preparados os seis niveis, todos diluidos em metanol, com as seguintes concentra¢des
(0,05; 0,1; 0,15; 0,25, 0,5 e 1,0 ug mL -1).

A deteccdo de Imidacloprido, nas amostras de mel, e os parametros para a
implementacdo e validagdo do método foram analisados em sistema cromatogréfico,
utilizando um HPLC - Shimadzu®; (Figura 15 a). E equipado com amostrador automatico (SIL-
20A), localizado no Laboratério de Analises Agroambientais da Universidade Estadual do
Oeste do Parana (LAABA-UNIOESTE). A coluna cromatogréfica utilizada foi a Kromasil C18,
5 um, 150 x 4,6 mm da marca AkzoNobel (Figura 15 b). Os parametros cromatograficos do
método foram detector UV(SPD-20A), comprimento de onda 270 nm, modo de eluicdo
isocratico, fase mével Agua-acetonitrila (70:30 v/v), fluxo 1 mL.min"%, volume de injec&o 30 pL,

temperatura de aquecimento da coluna 25°C e tempo de corrida 8 min.

b)
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Figura 15. Equipaméntos para determinag&o de Imidacloprido em mel: a) HPLC (Shimadzu); b) Coluna
cromatografica Kromasil.

A fim de se atestar a confiabilidade do método, alguns dos parametros de validagéo
de metodologias, seguindo as recomendacoes da In House Validation, descritas por Ribani et
al. (2004) e Ribeiro et al. (2008), foram desenvolvidas, a saber, seletividade, linearidade,
limites de deteccéo, quantificacdo e recuperacao.

A seletividade foi realizada em triplicata, comparando-se uma matriz com adi¢cao do
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analito de imidaclorpido na concentracdo de 4 ug mL - e uma matriz sem a adicéo do padréo.
O resultado do cromatdgrafo foi avaliado considerando-se 0s tempos caracteristicos de
retencao do pico, sendo observado que néo ha sinal do analito (imidacloprido) na matriz sem
adicdo do padréo.

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

substancia a ser quantificada esta exposta na Equacéo 1 (INMETRO, 2007).

y=ax+Dhb Eq. (1)
Em que:

y - resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico);

X - concentracao;

a - inclinagéo da curva de calibracdo = sensibilidade;

b - intersecédo com o eixo y, quando x =0

A linearidade, por meio da determinacdo da curva analitica, levou em consideracéo o
coeficiente de correlacéo linear, que deve ser superior ou igual a R 2 2 0,99 como indicador
do modelo matematico. Foram, entéo, preparadas solu¢gées com seis niveis (0,05; 0,1; 0,15;
0,25, 0,5 e 1,0 ug mL -1) em trés triplicatas injetadas em ordem crescente (INMETRO, 2007;
ANVISA, 2017).

O Limite de Deteccao (LD) foi determinado pelo método visual, que consiste em injetar
solucdes de concentragdo crescente, até o aparecimento de um sinal analitico visivel. Para o
Limite de Quantificacdo (LQ), foi considerada a menor concentracdo do ponto da curva
analitica, logo que amostras com concentracdes inferiores a esse valor ndo poderiam ser
gquantificadas por evadirem da linearidade do método.

O ensaio de recuperacdo foi realizado comparando-se os resultados analiticos do
cromatograma de uma solugéo padréo de imidacloprid conhecida (4 pg mL -1), submetidos ao
processo de extracao em fase sélida, com os resultados do cromatograma que serdo obtidos
com a mesma solucdo padrdo ndo extraida. A recuperacdo sera calculada conforme a
Equacao 2 (ANVISA, 2017).

Recuperacao = Concentracdo média experimental X 100

Concentracao teorica Eq. (2)

Em que:

Concentracdo média experimental - obtida por meio da equacdo de linearidade
(y =83703 x - 1212,4);

Concentracédo teorica - concentragdo conhecida e selecionada para a recuperagéo
(4gmL-Y

Conforme a Associacao Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP, 1999),
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os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analises de residuos de pesticidas ficam 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 precisdo de até + 15%.

4.4.2 Determinacao de Fipronil por Cromatografia Gasosa com detecto de captura de
elétrons — (CG-ECD)

O método foi implantado no equipamento utilizando-se um padrao de fipronil (Sigma-
Aldrich), lote BCBW9282, CAS NUMBER 120068-37-3, contendo 100 mg com 97% de pureza.
Foi determinada uma solugdo estoque de 800 pg mL “!, uma solugdo-mée de 4 ygmL "t e
seis niveis de calibragdo, conforme recomendac¢des do INMETRO (2007). O solvente
selecionado para a determinacéo do fipronil foi o metanol (Sigma-Aldrich) lote # SHBC9819V,
CAS NUMBER 67-56-1, grau HPLC com 99,99% de pureza.

A solucéo estoque foi preparada pesando-se 8,0 mg do padrao de fipronil em uma
balanca analitica (Shimadzu® - precisdo de quatro casas decimais). O soluto foi dissolvido
em 10 mL de metanol. A partir dessa solucéo, foi preparada a solu¢cdo-méae, na qual foram
preparados os seis niveis, todos diluidos em metanol, com as seguintes concentracdes (0,05;
0,1; 0,15; 0,25,0,5e 1,0 ug mL - %),

A deteccéo de fipronil, unida aos parametros para a implementacao e validagdo parcial
do método, foi analisada por Cromatografia Gasosa com Detector de Captura de Elétrons -
GC-ECD (Shimadzu GC-2010; Figura 16 a), equipado com amostrador automatico (AOC 20i).
O volume de injecéao foi de 1 pL, com gas de arraste hélio 5.0, gas make-up nitrogénio 5.0 e
coluna capilar cromatogréafica com filme de 5% de dyphenyl e 95% de dimethyl polysiloxane
Rtx® Restek (Figura 16 b) (comprimento: 30 m, didmetro interno: 0,25 mm e espessura do
filme: 0,25 pm).
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Figura 16. Equipamentos para determinacgéo de fipronil em mel: a) GC-ECD (Shimadzu GC-2010; b)
Coluna capilar dimethyl polysiloxane Rtx® Restek.

A utilizacéo de detector de captura de elétrons requer atencdo na etapa de extragdo e
concentracao das amostras. A etapa de “clean-up” ou limpeza das amostras para analises de
residuos de pesticidas € muito importante devido & presenca de compostos com alto peso
molecular que podem contaminar os sistemas cromatograficos quando é utilizado esse tipo
de detector. Os interferentes tornam a interpretacéo dos cromatogramas dificil por causa dos
picos sobrepostos (RISSATO, 2004).

Os demais parametros cromatograficos do método para a determinagéo de fipronil
estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 Condi¢bes cromatogréficas para deteccao de fipronil em mel

Temperatura (°C) 260
Modo de Injecéo Splitless
Tempo de Amostragem (min) 2,0
Injetor Razéo de split 1:10
Gés de arraste Hélio
Modo de controle de fluxo Presséo
Fluxo na coluna (mL min) 0,92
Temperatura (°C) 100

100 °C por 1 min; 15 °C min't
até 230 °C; 2 °C mint até 256 °C
por 2 min; 20 °C min' até 280 °C

por 10 min

Coluna Programacao da Tempertura

Tempo total da corrida cromatogréafica (min) 35,87

Temperatura (°C) 340

Gas Make-up Nitrogénio
Detector i _

Fluxo do gas Make-up (mL min) 20

Corrente 0.3

A fim de se atestar a confiabilidade do método, alguns dos parédmetros de validagéo
de metodologias, seguindo as recomendacdes da In House Validation, descritas por Ribani et
al. (2004) e Ribeiro et al. (2008), foram desenvolvidas, as quais séo seletividade, linearidade,
limites de detecgéo, quantificacéo e recuperacéo.

A seletividade foi realizada em triplicatas, comparando-se uma matriz com adi¢éo do
analito padréo de fipronil (4 pug mL -1) e uma matriz sem a adicédo do padrdo. O cromatograma
foi avaliado considerando-se o tempo de retencdo do pico, sendo observado sinal do analito
na matriz com adi¢édo de padréo e a auséncia de pico na matriz sem adi¢éo do fipronil.

A linearidade foi obtida por padronizacdo externa e formulada como expressao
matematica, usada para o célculo da concentracao do analito a ser determinado na amostra
real. A equacgdo da reta relaciona as duas variaveis area do pico e a concentragdo da
substancia a ser quantificada, conforme mencionado anteriormente na Equacéo 1(INMETRO,
2007). Para a equacéo da reta da linearidade, foi levado em consideragéo o coeficiente de
correlagédo linear (R ? 2 0,99) como indicador do modelo matematico. Isso sendo que seu valor
deve ser igual ou superior a 0,99. Para se obter o coeficiente de determinacdo, foram
preparadas solucdes com seis niveis (0,05; 0,1; 0,15; 0,25, 0,5 e 1,0 ug mL -1) em triplicatas
injetadas em ordem crescente (INMETRO, 2007; ANVISA, 2017).

O limite de deteccao (LD) foi determinado utilizando-se o método visual, que consiste
em injetar solugbes de concentracdo crescente, até o aparecimento de um sinal analitico
visivel (pico). O limite de quantificacdo (LQ) foi considerada a concentracdo do menor ponto

da curva analitica, visto que amostras com concentragdes inferiores a esse valor néo
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poderiam ser quantificadas por fugirem da linearidade do método.

O ensaio de recuperacao foi realizado comparando-se os resultados analiticos de uma
solucéo padréo de fipronil de concentragdo conhecida (4 pg L -1), submetidos ao processo de
extracdo em fase sélida, com os resultados que serdo obtidos com a mesma solu¢ao padréao
ndo extraida. O calculo realizado para a determinacdo da recuperacdo seguiu as
recomendacdes da ANVISA (2017) e esta minuciado na Equacdo 2, mencionada
anteriormente.

Conforme o Associacao Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP, 1999),
os intervalos aceitaveis de recuperacdo para andlises de residuos de pesticidas ficam entre
70 e 120%, com precisao de até + 20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e da
amostra, esse valor pode ser de 50 a 120%, com precisédo de até + 15%.

4.5 Espacializacdo das amostras, uso e ocupacdo das areas de forrageamento das
abelhas Apis mellifera nas regifes selecionadas

Para a distribuicao espacial das amostras em relagdo a concentracéo de imidacloprido e
fipronil, nas regifes de forrageamento utilizadas pelas abelhas, foi aplicada a interpolacéo de
dados pelo método IDW (Inverse Distance Weighted) a partir das coordenadas geograficas
dos apiarios amostrados.

O uso e ocupacdo do solo foi obtido por meio da classificagdo supervisionada de
imagens, com intuito de diferenciar areas agricolas das demais. Para tal, foi realizada uma
analise temporal de NDVI (Normalized Difference Vegetation Index) da regido entre as datas
15/02/2019 e 15/03/2019, utilizando, como ferramenta, a plataforma de processamento em
nuvem Google Earth Engine, com imagens Sentinel 2 para se obter a mediana de NDVI desse
periodo. Posteriormente, utilizando o software Qgis 3.16, foram distribuidas 342 amostras de
treinamento (Figura 17), selecionando duas classes, 1 — Agricultura e 2 — Demais classes.
Para a classificacéo supervisionada, foi utilizado o algoritmo Random Forest por meio de script

em linguagem python.
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Figura 17. Distribuicdo de amostras de treinamento na area de estudo.

A fim de avaliar a qualidade da classificagdo do uso e ocupacédo do solo realizada, foi
impugnado o teste de acuracia. Foram, entdo, distribuidos 298 pontos aleatérios em toda a
area de estudo (Figura 18) e verificado, com base na imagem disponibilizada pela Google de
um metro de resolucao espacial, as classes correspondentes. Essas imagens foram utilizadas
como verdade de campo. Apds esse processo, 0s pontos foram convertidos em Pixeis Raster
para utilizar o complemento Semi-Automatic Classification Plugin, que é o teste de acuracia.
Por meio dele, foram obtidos os parametros indice Kappa (K), Exatiddo Global (EG), Acuréacia
do Produtor (AP) e Acuracia do Usuario (AU).
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Figura 18. Distribuicao de pontos para o teste de acuracia.

O indice Kappa (K) e a Exatiddo global (EG) utilizam os valores da matriz de erro para
a determinacdo de seus indices, que sdo utlizados como paradmetro para verificar a
concordancia das classes com a tomada por verdade de campo. Os valores de desempenho
do indice Kappa estéo representados na Tabela 4.



68

Tabela 4. Classificacdo do indice Kappa

indice Kappa Desempenho
k<O Péssimo
0<k=0,2 Ruim
0,2<k=<04 Razoavel
0,4<k=<0,6 Bom

0,6 <k<0,8 Muito Bom
0,8<k<s1,0 Excelente

A AP e AU foram determinados utilizando as metodologias propostas por Almeida (2014)
e Brito (2008) por meio das Equacfbes 3 e 4.

AP = (Pc/Pcl)*100 Eq. (3)
Em que:

AP - Acuracia do Produtor (porcentagem de uma classe corretamente classificada);

Pc - Pontos classificados corretamente;

Pcl - Total de pontos classificados como parte da classe analisada.
AU = (Pc/Pac) *100 Eq. (4)

Em que:

AU - Acuracia do Usuario (porcentagem de pixels corretamente atribuidos a uma
classe);

Pc - Pontos classificados corretamente;

Pac - Pontos atribuidos a classe pelo usuario.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 In house validation para deteccao de imidacloprido em mel por HPLC

Os parametros selecionados para a validacado cromatografica de imidacloprido em mel
foram satisfatorios. A seletividade apresentou resultados adequados, ndo havendo interferéncia
de residuos no cromatograma (Figura 19). Observou-se, conforme recomendado para esse
teste, a presenca do analito de interesse quando adicionado o padréo de imidacloprido 4 pg L -1,
como nota-se na Figura 19 a. O tempo de retencdo do imidacloprido foi de 4,794 min (Figura 19
a), com simetria satisfatéria no formato do pico. Quando néo foi adicionado o padrdo de
imidacloprido, ndo houve a detec¢cdo do analito de interesse, apenas a presenca dos picos de
metanol e da solugdo da fase movel agua-acetonitrila (70:30 v/v), entre os tempos 1 e 3 min
(Figura 19 b).

mYy
50 3 Det.A Chi| a)
2.5
0.0_ T
| | 1 | ' vt I | 1 |
0 1 2 3 4 5 6 7 8
min
1 Det.ACh1/270nm
mV b
5 0 DetAChi] b)
2.5+
0.04
——————————————————] —— ————————
0 1 2 3 4 5 6 7 8
min

1 Det.A Ch1/270nm

Figura 19. Seletividade do método implantado em HPLC. a) Cromatograma com a adi¢do padrédo do
analito de interesse - imidacloprido; b) Cromatograma sem o analito de interesse, pico do solvente
metanol.
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A seletividade € um dos pardmetros mais importantes para iniciar um processo de
validacado, pois garante a eficiéncia e eficacia da metodologia, bem como do equipamento
utilizado para deteccédo. No mel, Valverde et al. (2018) utilizaram amostras em branco de trés
origens diferentes comparando os resultados de amostras com adicdo de padrdo de
neonicotinoides. Na cromatografia utilizada, ndo foi observada interferéncia nos tempos de
retencao dos analitos em nenhuma das situaces; mesmo fato ocorrido na pesquisa realizada
por Jovanov et al. (2015).

A linearidade do método apresentou coeficiente de determinacéo R?= 0,998, considerado
altamente satisfatorio segundo recomendagfes da ANVISA (2017), que define um coeficiente de
determinacao igual ou superior 0,99. Nas pesquisas realizadas por Pareja et al. (2011); Irungu,
Raina e Torto (2016); Valverde et al. (2018) e Silva e Faria (2020), os coeficientes de
determinacdo apresentaram-se satisfatorios, alcancando valores de R? 0,99. A curva analitica
do imidacloprido que expressa a equacgédo da reta e sua linearidade esta apresentada na Figura
20. E por meio da linearidade, da equacédo da reta, que foi obtida a real concentracdo de

imidacloprido nas amostras de mel extraidas.
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Figura 20. Linearidade do método de deteccao de imidacloprido em mel por HPLC.

O limite de deteccéo (LD), encontrado para imidacloprido, foi de 0,007 ug mL* e de
quantificagdo 0,05 ug mL™. Esses limites sdo menores que os encontrados por Fidente et al.
(2005) no desenvolvimento de método para a quantificagdo de quatro neonicotinoides em mel
por LC-MS, que foram de aproximadamente 0,5 yg mL™ para o LD e 1,5 uyg mL* para o LQ na
determinacéo do imidacloprido em extrato de mel.

Para a taxa de recuperacéo, obteve-se o valor de 92,28%, considerado ideal segundo
recomendacgfes da ANVISA (2017) e GARP(1999), que determinam, como intervalos aceitaveis,

para analise de residuos, variacdes de 70 a 120%, com preciséo de + 20% (GARP, 1999). As
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taxas de recuperagdo encontradas por outros pesquisadores variam muito (IRUNGU, RAINA e
TORTO, 2016, com 80,65%; PAREJA et al., 2011, com 98%; SILVA e FARIA, 2020, variando de
acordo com a técnica de extracao, de 70 a 100%), 0 que esta diretamente ligado a cromatografia
escolhida como técnica analitica, afinal, cada equipamento apresenta uma sensibilidade

diferente.

5.1.1 Deteccdo e quantificacdo de imidacloprido nas amostras de mel das regdes

pesquisadas

A deteccdo e quantificagdo de imidacloprido nas amostras de mel das regibes de
interesse estao descrita na Tabela 5.

Tabela 5. Concentracdo de imidacloprido nas amostras de mel das regibes pesquisadas

NuUmero da Amostra Concentracao (pug mL -1) Localizacéo

3 0,640

GRUPO 1
4 0,455
11 0,192
12 0,181
15 0,153
17 0,521

GRUPO 2
18 a 0,041
18b 0,101
18c 0,057
22 0,054
24 b 1,273
25 0,038
26 0,070
27 a 0,701

27b 0,068 GRUPO 3
29 0,630
30 0,252
31 0,111
32 2,570

Conforme obrservado na Tabela 5, das 7 amostras pesquisadas do Grupo 1, apenas 2
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apresentaram concentracdes de imidacloprido; as demais ndo foram detectadas pelo método
selecionado. Nas 23 amostras do Grupo 2, 8 apresentaram concentracdes de imidacloprido; as
demais também n&o foram detectaveis pelo método. Ja das 11 amostras do Grupo 3, 9
apresentaram concentracdes de imidacloprido, sendo elas, com as maiores concentracoes,
representadas pela amostra 24 b com 1,273 ug mL - — apiario, localizado préximo a Reserva do
Parque de Itaipu, seguida da amostra 32 com 2,570 ug mL - com apiario localizado em
Itaipulandia. As menores concentragdes foram de 0,038 pg mL ~* correspondente a amostra 25
do Grupo 3, com apiério localizado na linha Guarani, seguida de outro na linha Sanga Ledo
(Quatro Pontes), representado pela amostra 18 a, com concentracdo de 0,041 pg mL ~*.

Em termos de representatividade, os 3 Grupos perfizeram um total de 41,34% das
amostras contaminadas por imidacloprido. O Grupo 1 representou 4,88%, seguido do Grupo 2
com 19,51% e o Grupo 3 com a maior expressao em termos de amostras quantificadas, 21,95%.

5.2 In house validation para detecc¢éo de Fipronil em mel por CG-ECD

Os parametros selecionados para a validagcdo cromatografica do fipronil em mel foram
satisfatérios. A seletividade apresentou resultados adequados, nao havendo interferéncia de
residuos no cromatograma (Figura 21). Observou-se, conforme recomendado para esse teste, a
presenca do analito de interesse quando adicionado o padréo de fipronil (4 pug L -%), Figura 21 a.
O tempo de retencéo do fipronil foi de 14,883 min (Figura 21 a), com simetria satisfatoria no
formato do pico. Quando néo foi adicionado o padréo de fipronil, ndo houve a detec¢éo do analito

de interesse (Figura 21 b).
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Figura 21. Seletividade do método implantado em CG-ECD. a) Cromatograma com a adi¢éo padréo do
analito de interesse — fipronil; b) Cromatograma sem o analito de interesse, pico do solvente metanol.

A linearidade do método apresentou coeficiente de determinagdo R? 0,9994, considerado

altamente satisfatorio segundo recomendagfes da ANVISA (2017), que define um coeficiente de

determinacao igual ou superior 0,99. A curva analitica do fipronil que expressa a equacao da reta

e sua linearidade esta apresentada na Figura 22. E por meio da linearidade, da equaco da reta,

gue foi obtida a real concentracdo de fipronil nas amostras de mel extraidas.
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Figura 22. Linearidade do método de detecgéo de fipronil em mel por CG-ECD.

O limite de deteccéo (LD), encontrado para fipronil, foi de 0,003 ug mL™* e de quantificacéo
0,05 ug mL™. Para a taxa de recuperacéo, obteve-se o valor de 118,32%, considerado ideal
segundo recomendacdes da ANVISA (2017) e GARP(1999), que determinam, como intervalos
aceitaveis para andlise de residuos, variacdes de 70 a 120%, com preciséo de + 20% (GARP,
1999).

Alguns autores também trabalharam com validacdo metodoldgica de fipronil em mel,
como Garcia-Chao et al. (2010), que propuseram o desenvolvimento de um método analitico
para determinar residuos de fipronil, seus metabdlitos e imidacloprido em amostras de mel e
pélen por cromatografia liquida com espectrometria de massa em tandem. Os parametros de
validagdo foram todos satisfatérios. A recuperagdo para o fipronil nas amostras de mel foi de
95%, menor do que a encontrada neste estudo, assim como nas valida¢Ges realizadas por
Irungu, Raina e Torto (2016) e Rafique et al. (2018). Os coeficientes de correla¢éo foram todos
superiores a 0,99 e os LD ficaram entre 0,41 e 2,33 ng g ~' com LQ entre 0,83 e 4,83 ngg .
Ja Zheng et al. (2018), validaram um método para a determinacdo de fipronil e outros
compostos em mel, usando LC-MS/MS. O coeficiente de correlagdo alcangado foi = 0,99; os
valores de recuperagdo variaram de 62,06 — 108,32%, proximos ao alcancados nesta
pesquisa; o LD foi de 0,0004 mg kg “! e LQ = 0,001 mg kg %, menores quando comparados
a este estudo. Isso pode ser justificado pelo fato do tipo de cromatografia selecionada, LC-

MS/MS, que é mais sensivel do que o CG-ECD.
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5.2.1 Deteccdo e quantificacdo de fipronil nas amostras de mel das regides pesquisadas

A deteccdo e quantificacdo de fipronil nas amostras de mel das regifes selecionadas

estao descritas na Tabela 6 e 7.



Tabela 6. Concentracdo de fipronil nas amostras de mel dos Grupos 1 e 2

NUmero da Amostra Concentragao (ug mL - 1) Localizacéo
1 0,0609
2 0,0587
3 0,0531
4 0,0752 GRUPO 1
5 0,0512
6 0,0758
7 0,0778
10 0,0429
11 0,0344
12 0,0533
13 0,0678
14 0,0816
15 0,0480
16 0,0587
17 0,0535
18a 0,0602
18b 0,0621
GRUPO 2
18¢c 0,0696
18d 0,0576
19 0,0490
20a 0,0546
20b 0,0463
20c 0,0594
21 0,0678
22 0,0540
23a 0,0454

23D 0,0605
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Tabela 7. Concentracdo de fipronil nas amostras de mel do Grupo 3

NUmero da Amostra Concentracao (ug mL -1) Localizacéo
24 a 0,0365
24 b 0,0548
25 0,0505
26 0,0536
27 a 0,0542 GRUPO 3
27b 0,0618
28 0,0518
31 0,0594
32 0,0585

Conforme observado na Tabela 6, todas as amostras pesquisadas do Grupo 1
apresentaram concentracdes de fipronil. Nas 23 amostras recebidas do Grupo 2, 20
apresentaram concentracdes de fipronil; as demais nédo foram detectaveis pelo método. Ja das
11 amostras do Grupo 3 (Tabela 7), 9 apresentaram concentracdes de fipronil; nas demais, ndo
foram detectadas concentracbes pelo método proposto. As maiores concentracdes foram
encontradas no Grupo 2 e 1, respectivamente. Estdo representadas pelas amostras 14 com
0,0816 pg mL —%, apiario localizado no distrito de Margarida, seguida da amostra 7, com
0,0778 pug mL ~1, com apiario localizado na zona rural. As menores concentracdes foram de
0,0344 pg mL ~%, correspondente & amostra 11 do Grupo 2, com apiario localizado na linha
Peroba, seguida da amostra 24 a, do Grupo 3, com concentracéo de 0,0365 pg mL -* (apiério
localizado em Diamante do Oeste).

Em termos de representatividade, os 3 grupos perfizeram um total de 87,8% das
amostras contaminadas por fipronil. O Grupo 2 obteve a maior representatividade, com 48,8%

das amostras quantificadas, seguido do Grupo 3, com 21,9%, e o Grupo 1, com 17,1%.

5.3 Espacializacdo das concentracdes de imidacloprido e fipronil nos méis pesquisados

e uso do solo da microrregido de Toledo - Parana

A espacializacdo das concentracdes de imidacloprido e fipronil, para avaliar o grau de

contaminagao presente na microregido de estudo, esta disposta na Figura 23.
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Fipronil (ug.mi-1)

Figura 23. Disposicdo geogréfica das concentragdes de imidacloprido e fipronil na microrregido de
estudo: a) Imidacloprido; b) Fipronil.

Fica notavel, avaliando a Figura 23, a discrepancia na distribuicdo das concentragfes

dos contaminantes imidacloprido e fipronil. De modo geral, conforme observado
anteriormente, temos uma maior porcentagem de amostras detectadas por fipronil (87,8%) do
que por imidacloprido (41,34%). Contudo, as maiores concentraces foram de imidacloprido,
com valores ultrapassando 2,07 ug mL ~* (Figura 23 a); isso pode estar ligado ao uso desses
principios ativos nas regides de estudo. Segundo dados fornecidos pela ADAPAR (Agéncia de
Defesa Agropecuaria do Parana), no ano de 2019, foram comercializados, nas regides de
interesse, 41.313,14 kg de imidacloprido para as mais diversas culturas cultivadas, tendo como
destaque a soja e milho. Quanto ao fipronil, 2.281 kg foram vendidos do composto nas regibes
pesquisadas, também para varias culturas, das quais se destaca a soja.

De forma geral, na area de abrangéncia do Grupo 1, que corresponde ao municipio de

Terra Roxa e seus arredoeres, bem como ao Grupo 2, abrangendo o municipio de Marechal



79

Candido Rondon e areas adjacentes, encontram-se baixas concentracdes de imidacloprido
(20,4162 ug mL -Y), assim, determinada pela pesquisa. Apenas a regido de Itaipulandia e
sudoeste de Missal (amostra 32 — Figura 23 a), pertencentes ao municipio de Santa Helena
(APISA), apresentaram concentra¢des importantes do composto, ultrapassando valores maiores
que 2 ug mL -1, Esse dado pode ser justificado pelas informacdes cedidas pela ADAPAR, nas
guais se nota que, dentre as areas abrangentes, a APISA, no ano de 2019, em relacédo a
utilizacéo de imidacloprido em maior escala, ficou representada por ltaipulandia com 13.185,43
kg comercializados, seguida de Missal, com 5.619,33 kg de imidacloprido vendidos para diversas
culturas. Se compararmos esses dados aos LMR(s) fornecidos pela UE e pela FAO, as
concentragdes de imidacloprido para todas as regides de estudo, mesmo as consideradas baixas
para esta pesquisa, sdo superiores as permitidas no mel (0,05 pg mL -1). Assim, poderiamos
mencionar que o mel estaria contaminado por imidacloprido e improprio para o consumo.
Contudo, como ndo podemos usar dados de regides distintas como referéncia, com condicdes
climéticas e floristicas completamente diferentes do Brasil, afirmar que o mel em estudo esta
contaminado por imidacloprido seria imprudente. Logo, como nao temos no Brasil uma legislagéo
vigente que controle ou que impunha LMR para esse composto, quaisquer concentracoes
encontradas podem servir de alerta para os 6rgéos responsaveis. Afinal, estamos enfrentando
nao s6 no Brasil problemas com declinio nas colénias de abelhas de Apis mellifera. Isso
compromete ndo apenas a qualidade do mel, mas também a fundamental importancia da
polinizacé@o para a agricultura e demais sistemas, que € realizada por elas.

Avaliando a distribuicdo das concentragdes de fipronil nos méis das regides de estudo,
nota-se que apenas as areas sudoeste de Santa Helena, os arredores de Diamente D’Oeste,
Ramilandia, Missal, Medianeira, algumas regifes de Itaupulandia, que participam do Grupo 3, e
a regido nordeste de Marechal Candido Rondon, abrangendo o sul de Quatro Pontes,
pertencentes ao Grupo 2, encontram-se com as menores concentracdes do composto (< 0,0254
— 0,0359 ug mL -%) (Figura 23 b). Nas demais regides de interesse, foram encontradas
concentracdes de média a alta de fipronil, determinadas para este estudo, ultrapassando
valores de 0,0675 pug mL “%. Vale destacar as regides de Terra Roxa e Guaira, pertencentes
ao Grupo 1, e o sudoeste de Marechal Candido Rondon (Grupo 2), com as maiores
concentracdes, como destacado no mapa (Figura 23 b). Essa representatividade das areas
destacadas no mapa esta profundamente ligada a utilizacao de fipronil nas culturas cultivadas.
Segundo dados relatados pela ADAPAR, Terra Roxa foi o local com maior venda de fipronil:
1.253 kg foram registrados no ano de 2019. Na mesma regido, abrangendo o Grupo 1, Guaira
também se destacou quanto ao consumo de fipronil; em 2019, 569 kg foram comercializados.
Ja referente ao Grupo 2, em Marechal Candido Rondon foram vendidos 864 kg de fipronil; a
maior notoriedade na utilizacdo foi na cultura da soja. De igual forma, se compararmos com o
LMR fornecido pela UE (0,005 pg mL -!) e com o permitido pela FAO (0,01 pug mL -1), podemos

afirmar que todas as amostras, mesmo aquelas com as menores concentracdes, estdo
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contaminadas por fipronil, tornando os méis impréprios para o consumo. Todavia, vale a mesma
justificativa mencionada anteriormente para o imidacloprido. Infelizmente, ndo temos, no Brasil,
um LMR preconizado para esse composto, 0 que impossibilita um diagnostico preciso sobre a
real situacéo da qualidade do mel comercializado na regiao.

A ADAPAR infere, ainda, em termos de utilizacdo de fipronil e imidacloprido,
especificamente nas regides de estudo, outras culturas além de soja e milho para ambos os
compostos. Fipronil também é aplicado nas culturas de feijao, trigo, cana-de-acUcar, eucalipto
e pastagens. Ja o imidacloprido, também é usado nas culturas de trigo, fumo, alface, feijao,
couve, pepino, repolho, brocolis, couve-flor, tomate, café, uva e banana. Essa informag&o nos
permite afirmar que, mesmo sendo usados em menores quantidades para essas culturas,
também representam uma via de exposi¢cdo para as abelhas que fazem a visitagdo dessas
espécies em épocas de floracdo. Colabora, assim, para a real situacdo encontrada nas
regides estudadas do fipronil; por exemplo, apenas 5 amostras ndo foram quantificadas pelo
método proposto, 0 que nos permitiu observar uma maior dissipacao nas regides de estudo.
Isso nos leva a crer que pode ter relacdo com o nimero de culturas em que ele é utilizado,
aumentando as chances de contato por visitagdo das abelhas com o ingrediente ativo.

Vale ressaltar, para ambos os casos, que foram registrados, no ano de 2019, alguns
casos mencionados por apicultores das regifes de estudo, perdas de colmeias de Apis mellifera,
0 gue comprometeu acentuadamente a produtividade e a qualidade do mel para a
comercializagéo; tal fato pode estar diretamente ligado a utilizag&o de imidacloprido e fipronil nas
culturas de soja e milho na microregido de estudo. Esse fato também foi alvo de inUmeras
reportagens e edi¢des em vias publicas, a fim de servir como alerta para os agricultores quanto
ao uso abusivo de defensivos agricolas, evidenciados principalmente nas épocas de safra e
safrinha de soja e milho, que s&o os principais veiculos de renda dos cultivadores desses graos.
Infelizmente, a avaliacdo de pesticidas especificos no mel ndo € contemplada nas andlises fisico-
quimicas exigidas para a comercializacdo; isso porque ndo temos legislamente uma ampla
variedade de agrotéxicos com LMR(s) preconizados e também porque o estabelicimento desse
requisito é, de certa forma, de alto custo para a elaboracéo e de dificil desenvolvimento, em
muitos casos. Nesse ponto, entra a importancia do avanco das pesquisas cientificas envolvendo
0 uso de pesticidas com as inimeras matrizes que eles envolvem em todo esse processo, com
o propdsito de alcance do minimo de sustentabiliade para todo o ecossistema envolvido. Afinal,
como no caso do presente estudo, o declinio de colbnias de abelhas ndo afeta apenas
economicamente os apicultores e a qualidade do mel que consumimos, mas também a
agricultura e todas as plantas que dependem das abelhas para a polinizacdo, ou seja, perde-se
o equilibrio de todo o ecossistema englobado nesse sentido.

Encontrar doses de fipronil no mel nos leva a crer que a exposi¢ao das abelhas a esse
pesticida ocorreu também em doses subletais, visto que, se tivessem expostas a

concentracdes maiores do que elas suportam, causariam alta letalidade. Tal fato é afirmado



81

por Trapp; Pussemier (1991), os quais reiteram que a exposicdo direta dos polinizadores a
doses superiores ou iguais a LDso de fipronil, durante a pulverizacdo, pode resultar em sua
morte imediata, devido a alta toxicidade do ingrediente ativo. Além dos efeitos agudos, a
comprovada acdo sistémica do fipronil faz com que cultivos tratados, durante o plantio ou fora
do periodo de floracdo, apresentem residuos desse inseticida ou de seus metabdlitos no pélen
e néctar. Como consequéncia, as abelhas polinizadoras podem degustar a exposi¢ao cronica
a esse inseticida. Elas coletam recursos contaminados com doses subletais e os armazenam
nas colmeias, afetando o desenvolvimento, sobrevivéncia das coldnias em longo prazo e a
qualidade do mel produzido (JOHNSON et al., 2010). Mesmo ndo causando o declinio de
colénia de modo imediato, por assim dizer, em doses subletais, o fipronil pode afetar a
percepcdo gustativa e o aprendizado olfativo das abelhas, que s&o funcdes essenciais no
forrageamento desses insetos (EL HASSANI et al., 2005).

Quanto ao imidacloprido, a presenca de maiores concentragbes no mel pode estar
relacionada ao sistema de intoxicacdo e formacéo de metabdlitos, conforme mencionado por
Suchail, Debrauwer & Belzunces (2003). Ap6s a exposi¢do oral ao imidacloprido, a relagédo
dose-mortalidade apresenta-se em um perfil multifdsico, contemplando fases ascendentes e
descendentes. A cinética da mortalidade é adiada conforme as doses aumentam. Nota-se que
os sintomas de neurotoxicidade aparecem rapidamente, enquanto a mortalidade ocorre 4
horas apos a intoxicacdo aguda e é prolongada por mais de 96 horas. Assim, o imidacloprido
tem uma acdo prolongada ou retardada, mas os sintomas sdo sempre imediatos. Alguns
metabdlitos do imidacloprido s@o considerados altamente toxicos, visto que causam 0s
mesmos sintomas, nos mesmos niveis de toxicidade. Contudo, ha uma discrepéncia entre a
cinética da mortalidade e os sintomas de neurotoxicidade. Isso pode acontecer devido ao fato
de que ambas, combinadas, geram uma acao conjunta de baixas quantidades de metabdlitos
téxicos e do préprio imidacloprido. Ou seja, 0s sintomas neurotoxicos iniciais podem ser
desencadeados pelo imidacloprido, enquanto a mortalidade pode ser induzida por seus
metabdlitos téxicos, fato também confirmado por Faucon et al. (2005). Ou seja, o tempo de
exposigcdo amplifica a toxicidade do imidacloprido, o que torna esse composto ainda mais
critico para as abelhas. Assim como o fipronil, o imidacloprido encontrado no mel pode estar
presente devido a exposicao crénica das abelhas ao composto, a doses menores que 0 LDsg,
durante a utilizag&o via foliar, tronco, solo e/ou semeadura de sementes.

Quanto a classificacdo do uso do solo, a acuracia apresentou resultados satisfatérios; o
indice Kappa obtido para a classificacao foi de 0,899, atendendo a classe excelente proposta
por Landis (1977). A AP foi de 97,17%, superior a exigida pelo método (92,99%); a AU foi de
92,17% e 0 EG, de 94,98%. A correlacdo das concentragdes de imidacloprido e fipronil com o
uso e ocupacao do solo, quanto a areas agricultaveis, das zonas de estudo com as regides de

forrageamento das abelhas Apis mellifera, esta disposta na Figura 24.
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Figura 24. Uso e ocupacao do solo das regides de forrageamento das abelhas na microregido de Toledo -
Parana: a) Agricultura; b) Areas nao agricultaveis.

De forma geral, nota-se, pela Figura 24, que as regibes abrangentes aos apiarios
coletados nas regides estudadas apresentam atividade agricola volumosa, com
representatividade de 49,83% da area total (Figura 24 a); ja o territorio ndo agricultavel, abrangeu
50,18% (Figura 24 b). Tomando por base os Grupos selecionados, destaca-se o Grupo 1com a
maior porcentagem de area agricola - 70,96%, seguida do 2, com 56,99% e 3, com 41,32%.

Em termos de contaminacdo por fipronil, por exemplo, o Grupo 1 obteve a maior
representatividade das amostras e das concentragdes encontradas no mel, em que todas as
amostras apresentaram o composto, em maiores concentracbes. A amostra com a maior
concentracao ficou representada por um apiario localizado na Reserva de Itaipu, em Margarida
(Grupo 2), seguida de um apiario localizado na zona rural de Terra Roxa, no qual o apicultor
também faz o plantio de soja e milho na propriedade. Assim, podemos afirmar que pode haver
relacdo das concentragcdes encontradas com o uso do solo nas regides, visto que é um inseticida

de amplo espectro, podendo ser utilizado no solo, aplicacéo foliar, sementes e agua de irrigacéo.
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Pouco mais da metade da area de forrageamento das abelhas na regido pertencente ao Grupo
2 encontra-se com terras agricultaveis, o que também nos permite afirmar a relacdo do uso e
ocupacao com a situagdo encontrada nas amostras pesquisadas. De um total de 23 amostras,
20 apresentaram concentracfes de fipronil, que variaram de baixa a alta, determinadas pela
pesquisa. Mesmo o Grupo 3 representando a menor porcentagem de uso agricola da regido de
estudo, também teve representatividade nas concentracdes de fipronil nos méis pesquisados;
das 11 amostras, 9 foram detectadas com o composto.

Em relacdo ao imidacloprido, merece destaque, mesmo com a menor procentagem de
area agricultavel, o Grupo 3, conforme fica evidente na Figura 24 a. Das 11 amostras recebidas,
9 foram detectadas com o composto e com as maiores concentragdes. A maior concentragao foi
localizada em um apiario em lItaipulandia, no qual, nas areas adjacentes, a menos de 2 km,
contém culturas cultivadas de soja e milho. Esse dado nos permite admitir que as abelhas podem
ter tido contato com o composto das mais variadas formas, visto que elas forrageiam em raios
de cerca de 3 km da colmeia, em busca de alimento, como mencioando por Balayiannis;
Balayiannis (2008). Outra amostra que se destacou, quanto a concentracéo de imidacloprido,
foi a de um apiério situado na Reserva de Itaipu. Nas areas de forrageamento das abelhas, nao
ha, segundo informacdes cedidas pelo proprietario, atividade agricola.

Segundo dados obtidos pelo IBGE, a agricultura paranaense € responsavel por cerca
de um quarto da producéo de gréos do Brasil. Fatores como clima e solo, nas varias regioes
do estado, tém possibilitado uma grande diversificagédo agricola. Além disso, o desempenho
da agricultura no estado esta estreitamente relacionado ao crescimento do cooperativismo,
gue congrega atualmente mais de 40% dos produtores rurais e 56% da produgéo
agropecuaria de todo o estado. Dentre a produgé&o agricola com maior detaque para o Parana,
entram o milho e a soja. No ano de 2019, representaram 32.795.402 de toneladas produzidas;
dessas, 16.547.408 toneladas de milho e 16.247.994 toneladas de soja. Em termos de area
colhida, juntos, somam 8.033.708 de hectares, 2.591.347 ha de milho e 5.442.361 ha de soja.

Direcionando o uso da terra com a utilizacdo de defensivos agricolas, sabemos que, na
microregido de estudo, o processo de plantio do milho (safra) acontece entre final de agosto até
o més de outubro, com semeadura da safrinha nos meses de janeiro a mar¢o. Ja o plantio da
soja, acontece de agosto a novembro e ha ainda produtores que iniciaram com safrinha de soja,
na qual a semeadura ocorre de janeiro a feveiro. O mel é colhido praticamente o ano todo, mas
apresenta uma grande safra, que ocorre dependendo da florada e do indice de chuvas, de
setembro a marco. De marco a agosto, os apicultores realizam o manejo dos apiarios e das
abelhas.

Uma das formas de utilizacdo em larga escala do imidacloprido é via semeadura de
sementes, principalmente no milho. Dos 80 a 98% do ingrediente ativo, revestido nas
sementes, que ndo sao absorvidos pela cultura, por volta de 2% séo perdidos como poeira

durante a semeadura (TAPPARO et al., 2012). O material particulado liberado pela maquina
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de perfuracdo, durante a semeadura do milho, representa um mecanismo significativo de
difusdo ambiental de inseticidas. As abelhas, que voam sobre o campo de semeadura e se
aproximam da nuvem de emissao da maquina de perfuracédo, podem interceptar as particulas
suspensas que estdo contaminadas. O consequente efeito letal agudo, evidenciado durante
semeadura em campo, pode ser um influenciador dos fenémenos de perda de coldnias
relatados por apicultores na primavera e associados a semeadura de milho (TAPPARO et al.,
2012). Unido a isso, pode-se inferir que existe certa persisténcia e acumulo de residuos
neonicotinoides no solo ao longo de um ou mais ciclos anuais de sucessdo de culturas
(BOTIAS et al.,, 2015). O fipronil também vem sendo muito usado no revestimento de
sementes, assim, pode ser acometido pelos mesmos processos acima mencionados. Além
disso, ele é considerado um inseticida preventivo de pulverizagdo foliar ou aplicagdo nos
sulcos da terra antes que as sementes sejam semeadas. Tudo porque, assim como o0
imidacloprido, é um defensivo de ordem sistémica, entdo, pode ser usado preventivamente,
antes mesmo que a planta surja (SIMON-DELSO et al., 2015).

As amostras para desenvolvimento da pesquisa foram coletadas no més de dezembro
de 2019, em meio a safra anual de colheita de mel. Uma das formas mais comercializadas de
fipronil na microregido de estudo é por meio do revestimento de sementes de soja; ja o
imidacloprido, é vendido expressivamente para revestimento de sementes de milho e para
pulverizacdo, como no caso do controle da cigarrinha. Entdo, se relacionarmos o uso dos
defensivos com a época de semeadura do milho e soja, podemos afirmar que as concentracées
encontradas no mel podem estar ligadas a nuvem de emissdo da maquina de perfuracdo e séo
remanescentes desse processo, inferindo uma contaminagdo crénica de ambos o0s
compostos. Logicamente, como mencionado anteriormente, o uso de fipronil e imidacloprido
nao é exclusivo para revestimento, entdo, as abelhas podem ter entrado em contato com as
particulas desses compostos por dispersao via aerossol, durante a pulverizagdo, por exemplo.

Tendo em vista o pressuposto, podemos afirmar que houve relacdo entre as
concentragdes de fipronil e imidacloprido encontradas no mel, com o uso da terra nas regioes
de forrageamento das abelhas, visto que, na macrorregido de estudo, € basicamente a
agricultura a forma de subsisténcia das familias. Em termos de representatividade das
concentracdes, todas as amostras, em que foi detectada a presenca dos compostos,
encontraram-se acima dos LMR(s) preconizados pela EU e pela FAO. Assim, se levassemos
em consideracdo esse ponto, mencionar que o mel estaria contaminado por fipronil e
imidacloprido e impréprio para o consumo seria correto. Contudo, ndo temos legislacao que
limite as concentracdes no Brasil. Entdo, podemos afirmar, apenas, que os méis pesquisados
apresentaram concentracfes dos compostos e merecem ser levados em consideracdo
quando se pensa em qualidade do mel ou produgédo de mel organico. Nao apenas por isso,
deve-se apontar também a importancia das abelhas para todo o ecossistema, inclusive para

a agricultura. Elas sdo responsaveis por mais de 90% da polinizacdo das espécies de plantas
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e desses, por mais de 72% da polinizacdo agricola. Dessa forma, se ndo alcangarmos um
equilibrio no uso de pesticidas, respeitando a extensao de forrageamento das abelhas, vamos
nao apenas comprometer a atividade apicola, quanto a produtividade e qualidade do mel, mas
também havera um declinio de coldnias de abelhas, o que ocasionard um colapso ambiental,

afetando todo o sistema de polinizacao e sustentabilidade do ecossistema envolvido.
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6 CONCLUSAO

As concentracdes encontradas de imidacloprido e fipronil has amostras dos méis
pesquisados nos 3 Grupos selecionados excederam todas, mesmo aguelas que foram
consideradas baixas para a pesquisa, 0s LMR(s) permitidos pela EU e pela FAO. Isso ja hos
serve de alerta, mesmo que ndo tenhamos no Brasil uma legislacdo que controle as
gquantidades desses compostos nho mel. Entrelagcado a isso, ainda, h4 a importancia das
abelhas para o equilibrio do ecossistema, bem como a utilizacdo em larga escala de pesticidas
de medida despreocupada e, muitas vezes, de modos inapropriados, desrespeitando o
receitudrio agronémico.

Dados como esse, também, buscam a conscientizacao dos agricultores e autoridades,
guanto a encontrar uma alternativa que diminua o impacto sobre as abelhas. Afinal, sem
abelhas, ndo conseguiriamos atender a demanda populacional por alimentos e ndo apenas o
mel, mas a agricultura fracassaria sem o0s servicos de polinizacdo. E, ainda, como
demonstrado pela pesquisa, em varios pontos de coleta, os apiarios, ficavam a menos de 3
km de plantag&o de culturas agricolas, distancia considerada de forrageamento das abelhas.
Vale pontuar que, mesmo néo tendo relatos significativos de perdas de colbnias de Apis
melifera nas regides, a qualidade e a produtividade do mel sdo, sem duvida, afetadas pela
utilizacdo de fipronil e imidacloprido na macrorregido de estudo.

Por fim, n&o se trata de proibir a utilizagdo de pesticidas ou de impedir 0 avanco da
agricultura na regido para garantir a vida das abelhas ou da apicultura, mas de encontrar um

equilibrio que nao reverbere em prejuizos irrecuperaveis ao ecossistema como um todo.
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