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“SAO AS PEQUENAS COISAS QUE
DIVIDEM OS HOMENS...”

EDIVALDO LUCIO DA SILVA



RESUMO

SILVA, Idalécio Pacifico da. Exposicédo a pesticidas em abelhas (Apis mellifera L.)
utilizadas na polinizagdo do meléo (Cucumis melo L.). 2015. 105f. Tese (Doutorado
em Ciéncia Animal) Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, Brasil, 2015.

Os polinizadores estdo entre 0s componentes essenciais para o funcionamento dos
ecossistemas em geral, pois é essencial para a reproducdo e manutencdo da diversidade
de espécies de plantas e prové alimentos para humanos e animais, influenciando,
também, o aspecto quantitativo e qualitativo da producdo. Atualmente, a densidade
populacional de muitos polinizadores estd sendo reduzida a niveis que podem
comprometer os servi¢os de polinizacdo. O declinio das populacdes de abelhas (Apis
mellifera L.) tem impactado na producdo agricola mundial e tem um impacto claro
sobre a producdo de alimentos e da economia. Uma das causas provaveis para este
declinio é o uso indiscriminado de agrotoxicos. Desta forma, fez-se estudo comparativo
dos niveis de exposicdo aos pesticidas entre as abelhas Apis mellifera L. (africanizadas)
que sdo usadas para polinizar plantagdes de meldo, as abelhas Apis mellifera
L.(africanizadas) mantidas na caatinga, e as abelhas jandaira (Melipona subnitida)
mantidas na caatinga. Para isso, amostras de mel foram coletadas de 23 coldnias de
abelhas africanizadas Apis mellifera utilizadas para polinizar plantacdes de meldo, 20
colonias de abelhas africanizadas Apis mellifera que forrageiam de na caatinga e 10
colbnias de Melipona subnitida que forrageiam na caatinga. O nivel de exposi¢do aos
pesticidas foi determinado medindo os niveis residuais de 152 compostos no mel,
utilizando uma técnica de anélise de multiresiduos no sistema UFLC-MS. As amostras
de mel estudadas apresentaram 19 pesticidas diferentes, 13 dos quais estavam presentes
no mel de abelhas polinizadoras das plantacbes de meldo. Os niveis de alguns
compostos foram suficientemente elevados para promover efeitos adversos em abelhas.
Assim, a polinizacdo das culturas oferece um grande risco de toxicidade para as abelhas

que pode contribuir para o colapso da colonia.

Palavras-chave: contaminagéo ambiental, inseticidas, acaricidas, herbicidas,

fungicidas, nematicidas, analise multiresiduos, mel.



ABSTRACT

SILVA, Idalécio Pacifico da. Pesticide exposure of honeybees (Apismellifera
L.)pollinating melon crops. 2015. 105f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal)

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), Mossord-RN, Brasil, 2015.

Pollinators are among the essential components for the functioning of ecosystems in
general, because it is essential for the reproduction and maintenance of the diversity of
plant species and provide food for humans and animals, also influencing the qualitative
aspect of the production. Currently, the population density of many pollinators are being
reduced to levels that can impair pollination services. The decline of honeybee
Africanized (Apis mellifera L.) populations impacts global agricultural production and
has a clear impact on both food production and the economy. One of the probable
causes for this decline is the indiscriminate use of pesticides. Thus, there was
comparative levels of exposure to pesticides among bees (Apis mellifera L.) that are
used to pollinate melon crops, bees (Apis mellifera L.) kept in the bush, and Jandaira
bees (Melipona subnitida ) kept in the bush. To do this, honey samples were collected
from 23 colonies of Apis mellifera used to pollinate melon palntacées, 20 colonies of
Apis mellifera foraging forest and 10 colonies of Melipona subnitida foraging in the
forest. The level of exposure to pesticides was determined by measuring the residual
levels of 152 compounds in honey using a multiresidue analysis technique in UFLC-MS
system. Honey samples from the present study contained 19 different pesticides, 13 of
which were present in honey from bees pollinating melon crops. The levels of some
compounds were sufficiently high to promote adverse effects in the bees. Thus, crop
pollination offers a great toxicological risk to bees that may contribute to colony

collapse.

Keywords: environmental contamination, insecticides, acaricides, herbicides,

fungicides, nematicides, multiresidue analysis, honey.
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INTRODUCAO

As abelhas sdo insetos que surgiram a milhares de anos a partir de vespas que
alteraram sua dieta alimentar, de insetos e acaros, para o néctar e o polen como fonte de
nutrientes. Como consequéncia, esses insetos criaram uma estreita relagdo com plantas
que produzem flores e frutos, onde sua funcdo principal é fecundar as flores, fazendo
assim a polinizacdo das colheitas agricolas e das espécies nativas, perpetuando o mundo
vegetal em troca do néctar como alimento (SOUZA, 2007a).

Aproximadamente 35% das lavouras sédo dependentes de polinizadores para a
reproducédo sexual (KLEIN et al., 2007). O valor global de polinizagéo foi estimado em
€ 153.000.000.000 em 2005 (GALLALI et al., 2009) e as abelhas (Apis mellifera) sdo os
polinizadores economicamente mais valiosos para a agricultura (KLEIN et al., 2007;
POTTS et al., 2010). Deste modo, a criagdo de abelhas meliferas proxima a algumas
culturas proporciona melhores resultados na producdo agricola, como por exemplo:
meldo e da macd, sendo também de grande importancia para a producdo de sementes
nas matas nativas (SOUZA, 2007b).

Durante o processo de polinizacdo, produtos quimicos e particulas suspensas no
ar sao interceptados por estas trabalhadoras e ficam retidos nos pelos superficiais de seu
corpo ou sdo inalados e aderidos ao seu aparelho respiratério (Winston, 1987). Culturas
agricolas polinizadas pelas abelhas, como o meloeiro, se utilizam grandes quantidades
de agrotoxicos para o controle de diversos tipos de pragas e doencas (GUIMARAES, et
al., 2005). Por esta razédo, alem de representar um momento de alto risco de exposi¢édo
para as abelhas, a polinizacdo de culturas possibilita que o mel, por exemplo, possa ser
usados como bioindicador de possivel contaminacao regional (RISSATO, 2006).

Os pesticidas podem contaminar o meio ambiente, ocasionando efeitos a salde

dos seres vivos e problemas associados com a presenca de residuos de agrotoxicos em

17



alimentos (RICE, et al., 2007; KHALILI-ZANJANI, et al., 2008). Atualmente, com o
aumento do uso indiscriminado dos pesticidas, comegou-se a avaliar o real efeito desses
compostos sobre as abelhas polinizadoras, principalmente a espécies Apis mellifera
(johansen, 1977).

A queda nas populacfes de polinizadores vem afetando a produgdo mundial
agricola, com impactos tanto na producgéo de alimentos quanto na economia (POTTS et
al., 2010; LEVER et al., 2014). Uma das causas provaveis para o declinio das
populagbes de polinizadores, incluindo as abelhas, é o uso indiscriminado de
agrotoxicos (KLEIN et al., 2007; POTTS et al., 2010; NAKASU et al., 2014). As
abelhas de maneira individual podem ser expostas a pesticidas diretamente através do
contato corporal, ou indiretamente pelo consumo de residuos de pesticidas no néctar e
polen das flores (RORTAIS et al., 2005). Além disso, toda uma coldnia pode ser
exposta a pesticidas, através da coleta e transporte de poélen contaminado, por abelhas
forrageiras (VILLA et al., 2000).

Os pesticidas podem matar as abelhas, quando em doses suficientemente altas.
No entanto, doses de pesticidas que ndo causam a morte imediata, muitas vezes tém
outros efeitos deletérios e podem interferir com as capacidades cognitivas e 0
comportamento das abelhas. As potenciais consequéncias negativas incluem déficits na
aprendizagem, na orientacdo e nas habilidades de coleta de alimentos; as abelhas
afetadas podem, portanto, ter uma reduzida capacidade de coleta de alimentos e de
navegacdo na volta a colmeia (RORTAIS et al., 2005;. DESNEUX et al., 2007;.
GODFRAY et al., 2014.). Além disso, alguns pesticidas podem reduzir a resisténcia da
abelha a patégenos (ALAUX et al.,, 2010;AUFAUVRE et al., 2012;. PETTIS et al.,

2012;WU et al., 2012;DI PRISCO et al., 2013).
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ASPECTOS GERAIS DA POLINIZACAO E OS EFEITOS DOS PESTICIDAS
SOBRE AS ABELHAS
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1. ATIVIDADE APICOLA

1.1 Histérico

Durante o processo evolutivo, surgiram varias espécies de abelhas e atualmente
conhece-se mais de 20 mil espécies das quais apenas 2% sdo sociais e fornecem
produtos tais como o mel, uma rica fonte de alimento para 0 homem. Entre as espécies
produtoras de mel, as abelhas do género Apis sdo as mais conhecidas e difundidas. A
espécie Apis mellifera é generalista e destaca-se por ser de facil manejo, alocacéo,
eficiéncia e producdo de produtos com alto valor agregado (SOUZA, 2007a;
CARVALHO, 2006).

As abelhas pertencem ao reino Animalia, a classe Insecta, a ordem Himenoptera.
As abelhas da espécieA.mellifera encontradas no Brasil (Figura 1)sdo conhecidas como
“africanizadas”,por serem hibridas, resultado do cruzamento de variedades europeias

com a subespeécie Apis mellifera scutellata (SILVEIRA, 2012).

Fonte: Google/ imagens

Figura. 1. Abelha africanizada (Apis mellifera L.).

Com o surgimento da apicultura racional no século XIX, os produtos da colmeia

puderam ser explorados sem prejuizos maiores para as abelhas. No Brasil, a atividade
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apicola se iniciou com enxames trazidos pelos imigrantes durante a colonizacéo.
Contudo, somente com o cruzamento entre duas populagdes, produzindo um hibrido
(abelha africanizada - Apis mellifera L.), em meados de 1956, € que se deu a revolucao
da apicultura no pais. O que era uma tradicdo quase que exclusiva das regides Sul e
Sudeste, passou a ser praticada também nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
(SOUZA, 2007a).

Dentre as abelhas sociais, cerca de 400 espécies ndo possuem ferrdo funcional e
estdo reunidas num grupo denominado Meliponinios. Os Meliponinios ou abelhas
indigenas sem ferrdo, didaticamente, se dividem em dois subgrupos: o grupo Melipona e
0 grupo Trigona. As meliponas sdo abelhas grandes (chegam a medir 1,5 cm),
comumente chamadas de urugu (que na lingua tupi significa: ira=abelha; acu=grande),
jandaira, abelha mel-de-pau, abelha pé-de-pau, uruguzinha, jandaira amarela. A maioria
das espécies constroem a entrada dos ninhos usando barro e propolis, mistura
denominada geopropolis (CARVALHO-ZILSE et al., 2012).

Além da visita as flores e dos beneficios no incremento nos servicos da
polinizacdo, os meliponineos apresentam produtos e subprodutos bastante valorizados
economicamente, tais como, mel, pélen, prépolis e geopropolis. Estes sdo os principais
atrativos mais valorativos para a sua criacdo racional e manejo. Ainda, estas abelhas
podem atuar como bioindicadoras da qualidade ambiental (PALAZUELOS
BALLIVIAN, 2008).

Melipona subnitida Ducke (jandaira) (Figura 2) é uma espécie endémica da
caatinga (MARTINS, 2002) e uma das mais indicadas para a cria¢do racional com fins
lucrativos. No entanto, o numero de col6nias silvestres dessa espécie (CRUZ et al., 2004)

e de outras espécies de meliponineos encontram-se em processo acelerado de
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desaparecimento, provocado principalmente pela perda de habitats e desmatamento de

florestas nativas, ambiente preferencial dessas espécies (LOPES et al., 2005).

a5

Fonte‘oogle/imagen

Figura 2. Melipona subnitida Ducke(jandaira)

1.2 O mel

O mel, principal produto apicola, € uma substancia viscosa e aromatica
produzida pelas abelhas a partir do néctar recolhido de flores e processado pelas
enzimas digestivas desses insetos. E armazenado em favos de suas colméias para servir-
Ihes de alimento durante o inverno. Seu aroma, paladar, coloracdo, viscosidade e
propriedades medicinais estdo diretamente relacionadas com a fonte floral que o
originou e com a espécie que o produziu (HERRERA et al., 2005; SOUZA, 2007a).

A Instrucdo Normativa (IN) n® 11, de 20 de outubro de 2000, do Ministério da
Agricultura e Abastecimentodo Brasil denomina o Mel, como o produto alimenticio
produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou das secregdes
procedentes de partes vivas das plantas ou de excrec¢des de insetos sugadores de plantas

que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem, transformam,
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combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos
favos da colmeia (BRASIL, 2000).

Apesar do mel ser basicamente uma solucéo saturada de agUcares e agua (como
apresentado na Tabela 1), outros componentes tais como &cidos organicos (&cidos
glucébmico, oxalico, citrico, maléico, formico, latico entre outros), minerais (célcio,
ferro, manganés, magnésio, fésforo, potassio, sédio entre outros) e vitaminas conferem

ao mel um alto grau de complexidade (TILHE, 2003; IOANNIDOU et al., 2005).

Tabela 1. Composicdo média do mel maduro de abelha (Apis mellifera L.).

Componentes Média(%o)
Agua 17
Glicose 34
Frutose 40
Sacarose 2
Minerais 1
Outros elementos 6
Total 100

Fonte: SOUZA (2007a).

O mel pode ser utilizado como alimento, adocante e para fins terapéuticos
(apiterapia). Estimula a resisténcia fisica, é levemente sedativo (combate a insénia),
digestivo e laxativo, anti-séptico e antianémico. Em aplicacdo tdpica, minimiza a
formagéo de cicatrizes em feridas e queimaduras devido a alteragdes na producdo de

colageno e a propriedades antimicrobianas, além de ser excelente hidratante para a pele.
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E utilizado também em afecces do trato respiratorio, como expectorante (SOUZA,
2007a).

No Brasil, de maneira geral, o consumo de mel como alimento ainda é incipiente
(aproximadamente 300g/habitante/ano), principalmente comparado a paises como 0s
Estados Unidos e os da Comunidade Européia e Africa, que podem chegar a mais de
1.000g/habitante/ano (SEBRAE, 2005).

A qualidade do mel pode ser avaliada por aspectos relacionados aos parametros
fisico-quimicos, ao grau de maturacdo e as fontes de adulteracdo. Os parametros e as
metodologias de anélise fisico-quimicas para o controle de qualidade do mel de abelhas
estdo bem definidos de acordo com Instrugdo Normativa N° 11 pelo MAPA (BRASIL,
2000). Neste sentido, a determinacdo de residuo de contaminantes seja estes antibidticos
ou agrotoxicos (PNCRC, 2014), adquiriram um maior nivel de importancia por estarem
diretamente ligados aos riscos a saude humana, a satde das abelhas e & comercializagao

do mel (BRASIL, 2014).

1.3 Mercado do mel brasileiro

Ao se avaliar a producdo de mel em sistemas apicolas no Brasil, é possivel
observar o quanto essa atividade vem crescendo.Nos Gltimos 40 anos, aproducdo deste
setor progrediu mais de 10 vezes, passando de 4.129 t no ano de 1974 para 41.604 t no
ano de 2012 (SEBRAE, 2014).

Esse crescimento se deve ao grande potencial para a atividade apicola no Brasil,
principalmente em decorrénciada extraordinaria diversidade de flores, do clima
favoravel e da enorme vantagem em se trabalhar com a abelha africanizada. Esta
variedade é muito mais produtiva e tolerante a inimigos naturais e a doengas como, por

exemplo, a Varroatose.Esta doenca é causada pelo acaro Varroa jacobsoni ou Varroa
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destructor, que suga o sangue das abelhas desde a fase de larva até a adulta
prejudicando a produtividade da colonia (SEBRAE, 2005; SOUZA, 2007a;
CARNEIRO et al., 2007).

Em 2001, a abertura do mercado internacional para o mel brasileiro, ocorreu
ap6s a suspensdo das importacdes por paises da Comunidade Europeia do mel
produzido na China devido a presenca de altos indices de residuos de antibidticos,
dando inicio a consolidagdo da boa fase do negdcio apicola no Brasil (SILVA, 2007;
SOUZA, 2007a).

Com a entrada do mel brasileiro no mercado internacional, 80% da producéo
nacional era exportada, sendo que os maiores compradores eram 0s paises europeus. A
apicultura vivia um grande momento de mobilizagdo e crescimento. Entretanto, no ano
de 2006 uma missdo sanitéria do Food and Veterinary Officeda Unido Européia (UE)
verificou que o sistema brasileiro de controle de residuos e contaminantes em produtos
de origem animal ndo era equivalente aos requisitos sanitarios da UE. Esse fato levou ao
embargo do mel brasileiro, que antes do blogueio gerava uma receita de US$ 15
milhdes para o setor apicola nacional. Apesar do embargo, as exportacdes de mel em
2006 superaram os resultados do ano anterior, aumentando 23,3% em valor e 1,1% em
peso (Tabela 2), gracas aos EUA que absorveram 75% das exportacdes. Entretanto, em
dezembro do mesmo ano, as exporta¢Bes cairam gquase 52% em valor e mais de 60% em
peso em relacdo ao mesmo periodo de 2005 (SILVA, 2007).

Ap0s dois anos de embargo (margo/2006 a marc¢o/2008), a UE aprovou o Plano
Nacional de Residuos e Contaminantes (PNCRC) do Brasil, e 0 setor apicola nacional
ainda se adequou as novas exigéncias, como implantacdo de boas praticas, do Sistema

HACCP/APPCC (Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle), Unidades de
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Extracdo (Casa do Mel) bem como o registro das unidades de processamento junto ao
Ministério da Agricultura (SEBRAE, 2005; SOUZA, 2007a).
Tabela 2. Evolugédo das Exportacdes Brasileiras de Mel por Regido entre 2002 e 2007

(em toneladas).

Regides 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Nordeste 2.706,9 5597,1 4.255]1 4.884,9 5.253,2 4 055,0

Sudeste 6.290,7 7.171,8 9.172,0 6.374,4 4.964,2 4.719,6

Sul 3.6451 6.503,1 7.609,5 3.185,1 4.384,3 4.131,2
Demais 0,6 1,8 0,5 3,5 0,2 1,5
regides

Brasil 12.643,4 9.2738 21.037,1 144480 146019 12.907,3

Fonte:BNB (2013).

No entanto, entre 2009 e 2013 a exportacdo de mel decresceu aproximadamente
38%, sendo os anos de queda representados por perdas de enxame nas regides
produtoras. Estas perdas eram fruto principalmente de secas, como a ocorrida em 2012,
que fez com que o Nordeste brasileiro, que desde 2009 ocupava o0 posto de maior regido
exportadora, reduzisse 52% da producdo e 25% das exportacdes, dando o lugar de

principal exportador a regido sul, como visto na Tabela 3 (BNB, 2013; SEBRAE, 2014).

Tabela 3. Evolugdo das Exportacdes Brasileiras de Mel por Regido entre 2008 e 2012

(em toneladas).

Regides 2008 2009 2010 2011 2012

Nordeste 5.600,1 10.203,5 7.360,8 9.674,3 4.629,3
Sudeste 5.956,2 7.229,2 5.738,8 6.264,4 5.572,5
Sul 6.675,0 8.496,2 5.393,1 6.094,7 6.430,6
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Demais 40,0 58,3 139,4 365,1 75,1
regides

Brasil 18.271,3 25.987,2 18.632,1 22.398,6 16.707,4

Fonte:BNB (2013).

2.IMPORTANCIA DAS ABELHAS PARA POLINIZACAO

As abelhas oferecem um servigo muito importante para agricultura e para 0 meio
ambiente que é a polinizagdo, pois sdo 0s agentes polinizadores mais adaptados a visita
das flores das Angiospermas. Este processo representa um contato intimo do animal
com a planta, sendo, portanto, um momento importante para ambos, pois baseia-se em
um sistema de dependéncia reciproca, onde as plantas fornecem o alimento para as
abelhas, principalmente pdlen e néctar, e em troca recebem os beneficios da
transferéncia de polen (PROCTOR et al., 1996; SOUZA, 2007b).

Aproximadamente 35% das lavouras sd@o dependentes de polinizadores para a
reproducéo sexual (KLEIN et al., 2007). O valor global de polinizagéo foi estimado em
€ 153.000.000.000 em 2005 (GALLALI et al., 2009) e as abelhas (Apis mellifera) sdo os
polinizadores economicamente mais valiosos para a agricultura (KLEIN et al., 2007;
POTTS et al., 2010).

A cada dia, de 10.000 a 50.000 abelhas operarias da mesma col6nia fazem uma
meédia de 10 viagens de até 6 km de distancia da colmeia, nas areas que cercam seu
habitat, recolhendo o néctar, a &gua e o pélen das flores (SOUZA, 2007b). Deste modo,
a criagdo de abelhas meliferas proxima a algumas culturas proporciona melhores
resultados na producdo agricola. Isto ocorre pelo fato das abelhas realizarem o
transporte dos grdos de polen de uma flor a outra, proporcionando a fertilizacdo

necessaria para a frutificacdo. Este trabalho € imprescindivel para a producdo e
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obtencgéo de frutos de aproximadamente 35% das lavouras (KLEIN et al., 2007), como
por exemplo do meldo e da maca, sendo também de grande importancia para a producgao
de sementes nas matas nativas (SOUZA, 2007D).

No entanto, durante este processo, diversos microorganismos, produtos quimicos
e particulas suspensas no ar sdo interceptados por estas trabalhadoras e ficam retidos
nos pelos superficiais de seu corpo ou s&o inalados e aderidos ao seu aparelho
respiratdrio (RISSATO, et al., 2006). Além disso, o aparecimento de alta mortalidade de
abelhas, quando o produto € bastante toxico (LD50 baixa) e/ou presenca de residuos em
seus corpos ou em produtos da colmeia, no caso dessas substancias ndo serem altamente
perigosas para esses insetos, também pode ser indicativo de poluicdo ambiental
(SADEGHI et al., 2012). Portanto, as abelhas e seus produtos podem ser usados como
bioindicadores para monitoramento de impacto ambiental causado por fatores
bioldgicos, quimicos e fisicos, tais como: parasitas, contaminacGes industriais ou
pesticidas (RISSATO et al., 2006).

Os estudos que abordam as exigéncias para a polinizacdo de culturas no Brasil
(tais como espécies polinizadoras, localizacdo e formas de criacdo) e seus déficits ainda
sd0 escassos, e 0s dados disponiveis se concentram em um numero reduzido de culturas
(IMPERATRIZ-FONSECA, 2004). Além disso, pouca atencdo é dada ao impacto
negativo dos defensivos agricolas sobre os agentes polinizadores, principalmente em
areas cultivadas. Os trabalhos com pesticidas, na literatura brasileira, apresentam sua
eficiéncia no controle de pragas ou, mais recentemente, em técnicas e praticas menos
agressivas ao meio ambiente, mas sem investigaces especificas relacionadas aos
polinizadores. A literatura internacional, por sua vez, ja traz um pouco mais

informagdes (PINHEIRO e FREITAS, 2010).
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Devido a estes fatores e ao uso indiscriminado de pesticidas, a populagdo de
abelhas polinizadoras tem sido reduzida, o que vem afetando a produgdo mundial
agricola e impactando tanto a producdo de alimentos quanto a economia (POTTS et al.,

2010; LEVER et al., 2014).

2.1 Polinizagao do melao

O meldo (Cucumis melo L.) é uma das espécies olericolas de maior expressdo
econdmica no Brasil, em especial na regido Nordeste. Nas Gltimas duas décadas, 0
agronegécio do meldo no Brasil se expandiu e, em 2009, o meldo passou a ser a
principal fruta fresca nacional em quantidade e valor de exportacdo, sendo o segundo
maior exportador mundial em valores, com US$ 122 milhdes, para uma producdo de
190 mil toneladas exportadas. Os principais importadores do mel&o brasileiro foram a
Europa, os Estados Unidos e os demais paises do Mercosul (IBGE, 2012).

Em 2010, foram produzidos no pais aproximadamente 500 mil t/ano, sendo esta
producdo concentrada na regido Nordeste e classificando-se como o décimo segundo
produtor mundial dessa olerdcea. No mesmo ano, destacaram-se cOomo maiores
produtores os Estados do Rio Grande do Norte, Cear4, Bahia e Pernambuco, que
contribuiram com cerca de 93,3% da produgdo nacional. Em 2012, o Estado do Rio
Grande do Norte, o maior produtor e exportador, produziu260.782 toneladas de mel&o
(FAO, 2012; IBGE, 2014).

Certamente, as condi¢des edafoclimaticas, as tecnologias adaptadas, a mao-de-
obra disponivel e 0 mercado interno e externo capazes de absorver toda a produgdo sdo
0s principais motivos da expansdo desta cultura no Nordeste. Sobre as condicOes
edafoclimaticas, a disponibilidade de luz, é um fator relevante para o meloeiro, o ideal

esta entre 2000 a 3000 horas/ano. No que se refere a umidade relativa do ar, o 6timo

29



estd na faixa entre 65 a 75% (SILVA et al., 2002). Portanto, temperaturas elevadas,
associadas a alta luminosidade e baixa umidade, proporcionam condigdes climéticas
adequadas para a boa produtividade na regifo (CRISOSTOMO et al., 2002).

Além disso, a produtividade do meldo depende da eficiéncia de polinizacao,
normalmente realizada por abelhas. SOUSA et al. (2012) avaliaram ocomportamento de
pastejo das abelhas meliferas africanizadas em flores de meldo amarelo, em éareas de
cultivo comercial localizadas no municipio de Acaral, CE. Estes autores verificaram
que a maior frequéncia das abelhas nas flores do meloeiro ocorreu durante as primeiras
horas da manha - entre 05:00 h e 07:00 h (Tabela 4), com marcante preferéncia para a
coleta de polen. As coletoras de néctar apresentaram-se em pequeno numero logo no
inicio do dia, aumentando lentamente até ocorrer um equilibrio com coletoras de pélen
entre os horéarios de 09:00 h e 11:00 h. Os horéarios com maior frequéncia de abelhas
coletoras de néctar foi entre 11:00 h e 13:00 h. Ja no final da tarde (17:00 h), foi

registrada a menor quantidade de abelhas em atividade de coleta.

Tabela 4. Frequéncia média de abelhas meliferas (Apis mellifera L.) retornando do

campo na entrada das colmeias ao longo do dia.

Horarios Total de coletoras Coletoras de Coletoras de
pélen néctar
05:00 1116+ 12,3 a 104,3 + 10,4a 7,3+4,3d
07:00 1135+ 11,7a 83,8+ 7,5b 28,7 £5,0c
09:00 78,4+ 7,1b 37,5%5,5C 40,9 £4,7b
11:00 60,0 £ 5,7¢c 2,5%2,4d 57,5%6,5a
13:00 43,3 £ 6,5d 0,5+0,7d 42,8 +7,1b
15:00 40,0+5,2d 0,2+0,4d 39,8 +£5,4b
17:00 21,2 +4.2e 0,0 £ 0,0d 21,2 £ 4,2c
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abcdey/alores sequidos pelas mesmas letras na coluna néo diferem a P < 0,05
Fonte: SOUSA et al. (2012).

1.2.2 Manejo fitossanitario do meléo

Para GUIMARAES et al. (2005), o manejo fitossanitario merece atencdo
especial, pois 0 meloeiro é atacado por patdgenos em praticamente todas as suas fases
fenoldgicas, razdo pelo qual se utilizam grandes quantidades de agrotdxicos para o
controle de diversos tipos de pragas e doencas. Estima-se que sejam feitas 15 aplicacdes
de agrotoxicos, em média, durante o ciclo do meloeiro, correspondendo a uma aplicacdo
a cada quatro dias. Alem disso, dependendo do historico da area, da época do ano em
que se fez o plantio e de outros fatores ambientais, 0 numero de aplicacGes pode ser
ainda maior.Na producdo comercial de meldo, é possivel afirmar que o manejo de
doencas e pragas € um fator determinante em todo o periodo de producdo, equivalendo a
30,68% dos custos de 1 ha de meldo cultivado (OLIVEIRA, 2008). Assim, o uso de
agrotoxicos na cultura do meloeiro é pratica comum entre todos os produtores
(ALMEIDA, 2001; NUNES et al., 2006).

Além disso, ressalta-se que a aplicacdo € realizada, em geral, de forma
preventiva, antecipando-se aos possiveis danos econémicos gerados, principalmente,
pela mosca-branca, mosca-mineradora e por fungos. Desta forma, ao longo do ciclo, 0s
produtores associam diversos principios ativos, numa espécie de coquetel de
agrotoxicos, formados principalmente por inseticidas e fungicidas. Assim, 0 uso
intensivo de tais produtos, empobrece a biodiversidade benéfica (inimigos naturais),
tendo ainda como consequéncia, 0 surgimento da resisténcia das especies-alvo das
substancias quimicas utilizadas (OLIVEIRA, 2008).

Além de contaminar o ambiente, a aplicacdo dos praguicidas pode afetar

diretamente a satde do trabalhador rural, eos frutos podem apresentar altos indices de
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residuos de agroquimicos, colocando em risco a satde do consumidor (GUIMARAES et
al., 2005). Outra consequéncia negativa se refere a comercializa¢do, pois existe uma
tendéncia de que a exportacdo de frutos seja comprometida em funcéo das restrigdes
impostas pelo mercado externo, sobretudo o europeu, que tem apresentado uma
tendéncia irreversivel de consumir produtos cada vez menos contaminados com
principios ativos de agrotoxicos (OLIVEIRA, 2008; OLIVEIRA et al., 2005).

OLIVEIRA (2008) realizou uma pesquisa com produtores de meldo na Regido
de Mossoré-RN, a que chamou de Zona Homogénea Mossoroense, e listou uma gama
de compostos utilizados nas culturas de meldo. Os compostos estdo distribuidos em
principios ativos e grupos quimicos, e merecem destaque 0s grupos piretroides e
neonicotindides (conforme apresentados nas Tabelas 5, 6, 7). Com relacdo a classe
toxicoldgica, 36,4% dos produtores mencionaram que utilizam produtos da classe |
(extremamente toxico) e 9,1% citaram produtos da classe Il (altamente tdxico). Segundo
0S mesmos autores, todos os produtos citados eram registrados e liberados pelo MAPA
para a cultura do meléo.

Vale ressaltar que emprego inadequado de defensivos quimicos visando
controlar doengas ou pragas, além de elevar os custos de producdo da cultura e
prejudicar o ambiente, pode tornar os frutos impréprios para a comercializacao, devido
ao elevado nivel de residuos toxicos que podem permanecer neles (MENEZES et al.,

2000).
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Tabela 5. Agrotdxicos utilizados pelas empresas produtoras de meldo para combater a

mosca-branca na Zona Homogénea Mossoroense, em porcentagem. Mossor6-RN, 2008.

Ingrediente ativo / grupo  Classe Classe

quimico toxicoldgica %
Acetamiprido Inseticida Il 81,8
(neonicotinoide)

Imidacloprido Inseticida v 72,7
(neonicotinoide)

Tiametoxam Inseticida i 36,4
(neonicotindide)

Piriproxifem (éter Inseticida I 36,4
piridiloxipropilico)

Tiacloprido Inseticida Il 27,3
(neonicotindide)

Beta-ciflutrina (piretroide) Inseticida I 91
Espiromesifeno (cetoenol)  Acaricida/Inseticida Il 91
Bifentrina (piretréide) Acaricida/Inseticida Il 91
Buprofezina (tiadiazinona) Inseticida v 9,1
Clotianidina Inseticida i 9,1
(neonicotindide)

Espiromesifeno (cetoenol)  Acaricida/Inseticida Il 91
Lambda-cialotrina Inseticida Il 91
(piretroide)

Deltametrina (piretréide) Inseticida i 9,1
Cloridrato de cartape Fungicida/Inseticida Il 91
(tiocarbamato)

Abamectina (avermectina)  Acaricida/Inseticida/Nematicida Il 9,1

Fonte: OLIVEIRA (2008)
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Tabela 6. Agrotdxicos utilizados pelas empresas produtoras de meldo para combater a

mosca-minadora na Zona Homogénea Mossoroense, em porcentagem. Mossor6-RN,

2008.
Ingrediente ativo / Classe Classe
grupo quimico toxicologica %
Ciromazina Inseticida v 66,7
(triazinamina)
Abamectina Acaricida/Inseticida/Nematicida Il 58,3
(avermectina)
Cloridrato de cartape  Fungicida/Inseticida Il 58,3
(tiocarbamato)
Imidacloprido Inseticida v 25,0
(neonicotindide)
Deltametrina Inseticida Il 16,7
(piretroide)
Lambda-cialotrina Inseticida Il 16,7
(piretroide)
Piriproxifem (éter Inseticida I 8,3
piridiloxipropilico)
Abamectina Acaricida/Inseticida/Nematicida Il 8,3
(avermectina)
Clorfenapir (pirazol) Acaricida/Inseticida Il 8,3
deltametrina Inseticida Il 8,3
(piretroide)
Lambda-cialotrina Inseticida Il 8,3
(piretroide)
Deltametrina Inseticida Il 8,3
(piretroide)
Abamectina Acaricida/Inseticida/Nematicida Il 8,3
(avermectina)
Acetamiprido Inseticida i 8,3

(neonicotinoide)
Fonte: OLIVEIRA (2008)
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Tabela 7. Agrotdxicos utilizados pelas empresas produtoras de meldo para combater

fungos na Zona Homogénea de Mossord-RN, 2008.

Ingrediente ativo / grupo quimico Classe Classe %
toxicologica
Enxofre Fungicidas/Acaricidas v 100,0
Azoxistrobina (estrobilurina) Fungicidas v 62,5
Triflumizol (imidazol) Fungicidas v 62,5
Imibenconazol (triazol) Fungicidas I 50,0
Difenoconazol (triazol) Fungicidas I 37,5
Trifloxistrobina (estrobilurina)/ Fungicidas Il 37,5
Tebuconazol (triazol)
Procimidona (dicarboximida) Fungicidas I 25,0
Iprodiona (dicarboximida) Fungicidas v 25,0
Pirimetanil (anilinopirimidina) Fungicidas Il 25,0
Tiofanato-metilico (benzimidazol) ~ Fungicidas v 25,0
Ciproconazol (triazol) Fungicidas i 25,0
Fluquinconazol (triazol) Fungicidas Il 12,5
Flutriafol (triazol) Fungicidas I 12,5
Folpete (dicarboximida) Fungicidas v 12,5
Boscalida (anilida) / Fungicidas Il 12,5
Cresoxim-metilico (estrobilurina)
Metiram Fungicidas Il 12,5
(ditiocarbamato)/Piraclostrobina
(estrobilurina)
Miclobutanil (triazol) Fungicidas i 12,5
Piraclostrobina (estrobilurina) Fungicidas I 12,5
Tebuconazol (triazol) Fungicidas I 12,5
Triflumizol (imidazol) Fungicidas v 12,5

Fonte: OLIVEIRA (2008)

35



1.3 PESTICIDAS/AGROTOXICOS

No Brasil, pela Lei Federal n°7.802 /89 (BRASIL, 1989) regulamentada por
meio do Decreto 98.816, no seu Artigo 2°, Inciso I, define-se o termo agrotéxico como
sendo: “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao
uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas
e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicdo da flora e da fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento”.

Estes compostos apresentam acdes na fisiologia dos organismos vivos e
normalmente séo utilizados para impedir a acdo ou destruir, direta ou indiretamente,
formas de vida animal ou vegetal prejudiciais, como ervas daninhas, roedores, fungos,
acaros e insetos (MELO et al., 2002). Logo, o uso de agrotdxicos é essencial para
prevenir ou reduzir perdas na agricultura, melhorando, assim, a producdo, e para que
sejam obtidos produtos com qualidade, que satisfagcam os consumidores e garantam seu
comércio (KMELLAR et al., 2008).

O Decreto n° 4074/02 (BRASIL, 2002) e a Lei Federal n°® 7802/89 (BRASIL,
1989) estabelecem aos produtores, importadores ou exportadores de agrotdxicos o
registro desses produtos junto ao Ministério do Meio Ambiente. No que se refere ao
residuo de agrotdxicos, cabe aos Ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
da Saude e do Meio Ambiente, no &mbito de suas respectivas areas de competéncias: as
informacdes requerentes para registro e reavaliacdo de registro, estabelecer as

exigéncias minimas de riscos apresentados, estabelecer o limite maximo de residuo

36



(LMR) e invervalo de seguranca, rétulos e bulas. Além disto, também estdo em suas
competéncias a validacdo de metodologias de analise para determinacdo de residuos de
agrotoxicos e afins, em produtos de origem vegetal, animal, na 4gua e no solo.

Apesar do termo ‘agrotoxico’ ser definido por lei, os termos praguicidas,
pesticidas, produtos fitossanitarios e defensivos agricolas sdo também utilizados; no
entanto, o termo ‘agrotoxico’ coloca em evidéncia a toxicidade desses produtos ao meio
ambiente e a saide humana (SAMPAIO e GUERRA, 1998). No Brasil, as formulagdes
de agrotdxicos sdo obrigadas a apresentar, no rétulo, a cor correspondente a classe de
sua toxicidade. Os agrotdxicos estdo divididos em quatro classes toxicoldgicas, como

apresentado na Tabela 8.

Tabela 8. Toxicidade dos agrotdxicosdivididos em quatro classes toxicoldgicas.

Classe Toxicidade Cor

I Extremamente tdxico Vermelha
I Altamente toxico Amarela
i Mediamente toxico Azul

v Pouco téxico Verde

Fonte: ANVISA (2014).

Os agrotdxicos sdo agrupados de acordo com o tipo de praga a ser controlada,
como: inseticidas, usados para matar insetos que infestam a lavoura; herbicidas, para
matar as plantas invasoras ou ervas daninhas; fungicidas, usados para matar os fungos;
acaricidas, para matar os acaros; moluscocidas, para matar lesmas, caracois e caramujos
(CIATI e OLIVEIRA, 2005).

Atualmente existem mais de 800 compostos, pertencentes a cerca de 100 classes

quimicas diferentes, registrados como ingredientes ativos de produtos comercializados
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como agrotoxicos no mundo todo. Se forem incluidos metabdlitos destes compostos no
calculo, o nimero supera 1500 substancias. A aplicacdo de agrotoxicos aumentou em
50% no mundo, desde 1950 (KOVALCZUK et al., 2008; CAJKA et al., 2008). No
Brasil, o consumo anual de agrotoxicos é superior a 300 mil toneladas de produtos
formulados. Expresso em ingredientes ativos, isto representa mais de 130 mil toneladas
de consumo anual destes componentes quimicos. Vale ressaltar que, nos ultimos
quarenta anos, o consumo de agrotéxicos aumentou 700%, enquanto a &rea agricola

aumentou apenas 78% (SPADOTTO et al., 2004).

1.3.1 EFEITO DOS PESTICIDAS EM ABELHAS

O uso incorreto dos pesticidas pode contaminar o meio ambiente, ocasionando
efeitos adversos a salde dos seres vivos e problemas associados com a presencga de
residuos de agrotoxicos em alimentos (RICE et al., 2007; KHALILI-ZANJANI et al.,
2008).0s primeiros estudos avaliaram o modo de acdo de inseticidas, sem levar em
consideracdo 0 impacto que estes poderiam ocasionar sobre organismos ndo alvos,
como, por exemplo, as abelhas (CASIDA e QUISTAD, 1998). Entretanto, com o0 passar
dos anos, ocorreu 0 aumento do uso indiscriminado dos inseticidas. A partir desse
momento, comegou-se a avaliar o real efeito dos defensivos sobre as abelhas
polinizadoras, em sua grande maioria a espécieA. mellifera (JOHANSEN, 1977).

A contaminacdo das abelhas por pesticidas ocorre, geralmente, na coleta de
néctar e polen, e pode atingir em maior ou menor extensao a colénia. Ainda em menor
proporcao, particulas suspensas no ar séo interceptadas por estas trabalhadoras e ficam
retidos nos pelos superficiais de seu corpo ou sdo inalados e aderidas em seu aparelho
respiratorio (JAY, 1986; RISSATO et al.,, 2006; BONZINI et al., 2011). O

envenenamento de abelhas por pesticidas é um problema que ocorre em todo mundo
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(JOHANSEN et al., 1983), devido ao fato das abelhas possuirem grande valor como
polinizadores de muitas culturas (MAYER e LUNDEN, 1999).

Além dos efeitos de toxicidade aguda, que leva a morte das abelhas, os
inseticidas podem, também, provocar alteracfes comportamentais nos individuos, que
ao longo do tempo acarretard sérios prejuizos na manutencao da colénia. Em algumas
circunstancias, o efeito de inseticidas nas abelhas pode ndo ser imediatamente notado,
sendo necessarias avaliacbes empregando doses subletais, para que seja possivel
observar sua influéncia na sobrevivéncia, fisiologia e comportamento (MEDRZY CHI et
al., 2003).

Alguns fatores envolvendo a aplicacdo de pesticidas podem afetar potencialmente as
abelhas polinizadoras, como o estagio de crescimento da planta, a toxicidade do
principio ativo, a atividade residual, o tipo de aplicacdo, a temperatura e a distancia da
area tratada (FREITAS e PINHEIRO, 2010).

Os inseticidas podem afetar as abelhas pelo contato, pela ingestdo e por meio da
fumigacdo. Os efeitos toxicos também estdo intimamente ligados as concentragdes
administradas, o tempo de exposicdo, dentre outras caracteristicas (MALASPINA,
1979). Esses compostos podem causar a morte e alteracBes fisiologicas como, por
exemplo, a diminuicdo da longevidade das abelhas ocasionada pela exposicao a baixas

doses de inseticidas (MALASPINA et al.,2008; PINHEIRO e FREITAS, 2010).

1.3.1.1 Inseticidas organoclorados

Inseticidas organoclorados sdo aqueles que incluem os derivados clorados de
difenil etano, hexaclorobenzeno, hexaclorocicloexano, ciclodienos e hidrocarbonetos
clorados. Atuam em canais de sodio e potassio dos neurénios, alterando o fluxo normal

de entrada e saida desses ions, 0 que afeta a transmissdo dos impulsos. O DDT
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(diclorodifenilcloretano) é a substancia quimica mais conhecida, utilizada e estudada
durante o século XX. Seu uso intensivo na agricultura ocorreu por cerca de trinta anos, e
a América de Sul é considerada o continente que mais fez uso do DDT. Em 1985, a
comercializacdo, o uso e a distribuicdo de DDT e de outros organoclorados para uso
agropecuario foram proibidos em todo territorio brasileiro (D’AMATO et al., 2002).
MALASPINA e STORT (1983) estudaram o efeito do DDT (1%) aplicado
topicamente em A. mellifera africanizada, A. mellifera ligustica, Scaptotrigona postica e
Melipona quadrifasciata, todas recém-emergidas. Estes autores concluiram que as
espécies nativas foram mais tolerantes que as espécies exoticas, e que o inseticida lidano
se mostrou mais toxico para as abelhas africanizadas em comparacdo com o DDT,
causando 100% de mortalidade ap6s quatro horas de aplicacdo. Ja MACIEIRA e
HEBLING-BERALDO (1989) testaram a toxicidade de treze inseticidas
(organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides) sobre Trigona spinipes e
verificaram que o heptacloro foi o mais toxico, aumentando a taxa respiratoria das
operarias, seguido por paralisia e morte. Comparando esses resultados com outros dados
na literatura, os autores concluiram que T. spinipes foi mais sensivel a esses inseticidas

que A. mellifera.

1.3.1.2 Inseticidas organofosforados e carbamatos

Os organofosforados e carbamatos representam um numero significativo (> 200)
de principios ativos quimicamente diferentes e encontram-se entre as principais causas
de intoxicacdo aguda de humanos e animais. As principais razfes para isto sdo a alta
toxicidade de alguns representantes, a facilidade de aquisicdo de produtos registrados

para uso agricola, veterinario ou doméstico contendo estas substancias e a ineficiéncia
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da fiscalizacdo da comercializagdo de agrotoxicos de uso proibido ou restrito (XAVIER
et al., 2007).

Organofosforados sdo compostos fosforados derivados do &cido fosférico ou
pirofosforico; tiofosforados, derivados do acido tionofosférico ou ditionofosforico; ou
clorofosforados, quando possuem &tomos de cloro em sua molécula. J& os carbamatos
sdo derivados do acido carbamico ou do acido N-metilcarbamico (AMARAL, 1998;
HEINZOW e ANDERSEN, 2006). Ambas as classes sdo inibidores da enzima
colinesterase, ou agentes anticolinesterasicos. Sdo capazes de inibir ou inativar a
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), uma das enzimas mais importantes e
necessarias ao pleno funcionamento do sistema nervoso de humanos e demais
vertebrados e dos insetos, resultando em um aumento da atividade da acetilcolina
(NELSON et al., 2001;DELL’OMO et al., 2003; HEINZOW e ANDERSEN, 2006). Os
principais sintomas de intoxicacdo por esses compostos séo tremores, convulsdes e,
finalmente, colapso do sistema nervoso central (CASIDA e QUISTAD, 1998).

PINTO e MIGUEL (2008), apds observarem relatos de mortalidade de abelhas
na ordem de 70% no vale do Jatai, em Santa Catarina, realizaram estudos para verificar
a presenca de residuos de inseticidas em abelhas mortas. Assim, verificaram que
algumas das amostras apresentavam representantes de organofosforados e carbamatos.

MORAES et al. (2000) avaliaram a toxicidade aguda da malationa sobre
Scaptotrigona tubiba, verificando que essa molécula foi menos toxica quando aplicada
diretamente sobre a abelha em comparacdo ao contato continuo com residuo.
Verificaram, também, que aespécie é mais susceptivel que Trigona spinipes e A.
mellifera, mas é mais tolerante que Nanotrigona testaceicornis e Tetragonisca

angustula.
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CARVALHO et al. (2009) avaliaram a toxicidade de inseticidas/acaricidas
utilizados no cultura de citricos para A. mellifera africanizada.Estes autores observaram
que o organofosforado metidationa, quando aplicado por pulverizagdo, provocou
disturbios motores durante as primeiras horas da intoxicagdo, causando mortalidade de
68% das operérias ap6s uma hora de contaminacgéo e de 100% ap6s nove horas. Quando
oferecido junto a dieta, sintomas semelhantes foram observados, com 100% de
mortalidade apds quinze horas de contaminacdo. Em ensaio de contaminagdo por
residuos em superficies, esse organofosforado provocou a morte de 76% das abelhas
apos quatro horas e 100% de morte apds seis horas.

Em outro estudo, BAPTISTA et al. (2009) verificaram a toxicidade de outros
inseticidas empregados na citricultura sobre A. mellifera africanizada. Independente do
modo de exposicdo, os autores observaram que o acefato foi extremamente tdxico,
causando a mortalidade de 100% das abelhas ap6s vinte horas do fornecimento de dieta
contaminada e/ou contato com residuos em superficie.Quando este composto foi
pulverizado diretamente sobre as abelhas, a mesma taxa de mortalidade foi observada
quarenta horas apos.

Em estudo comparativo de avaliagdo toxicoldgica, o inseticida metamidofés foi
altamente toxico para Melipona quadrifasciata e moderadamente téxico para A.
mellifera(DEL SARTO, 2009). Nesse caso, a espécie exotica foi 56 vezes mais tolerante
ao metamidofds quando a exposicdo ocorreu por via oral e cinco vezes quando foi por

aplicacdo topica, quando comparada com a espécie nativa M. quadrifasciata.

1.3.1.3 Inseticidas piretroides

Historicamente, piretréides naturais eram extraidos das flores de crisantemo que

contém ésteres ceto-alcoolicos, derivados dos acidos crisantémico e piretréico, com
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atividade inseticida, denominados piretrinas, cinetrinas e jamolinas. A lipofilicidade dos
piretréides lhes permite a répida penetragdo pelas areas ndo tegumentadas de muitos
insetos e paralisam o sistema nervoso destes animais.Estes compostos atuam no sistema
nervoso central e periférico, especificamente nos canais de sddio e potassio presentes no
axonio dos neurbnios. Uma caracteristica importante desse grupo de inseticidas é o
efeito knock down, caracterizado pela rapida despolarizacdo da membrana do ax6nio e
provocado por aquelas moléculas que possuem o radical ciano em sua estrutura
(SODERLUND e BLOOMQUIST, 1989).

Os piretroides sdo uma das classes de inseticidas mais utilizadas atualmente e
séo essenciais no controle de vetores de doencas em regides de clima tropical (NEAL et
al., 2010). Segundo HEINZOW e ANDERSEN (2006), sdo empregados frequentemente
em combinacdo com piperonil butoxido e n-octil bicicloeptano dicarboxamida,
compostos que exercem efeito sinérgico aos piretrdides, aumentando sua toxicidade por

meio da inibicdo de enzimas, podendo chegar a completa destruicdo das mesmas.

Este amplo grupo de compostos também tem sido avaliado quanto ao impacto
negativo sobre as abelhas polinizadoras. CARVALHO et al. (2009) observaram que o
inseticida deltametrina promoveu elevadas taxas de mortalidadequando pulverizado
sobre A. mellifera,provocando o efeito knock down.Além disso, também demonstrou-se

bastante toxico quando ingerido e/ou em contato com residuos sobre superficies.

DEL SARTO (2009) concluiu que a deltametrina foi altamente toxica para A.
mellifera e M. quadrifasciata,sendo A. mellifera aproximadamente dez vezes mais
tolerante quando esse piretréide foi administrado via oral do que por contato. Da mesma
forma, MORAES et al. (2000) verificaram que a abelha S. tubiba é extremamente
sensivel a deltametrina. VANDAME et al. (1995) eVANDAME e BELZUNCES (1998)

verificaram que dosagens subletais de deltametrina provocaram efeitos adversos sobre
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abelhas, como alteracdo no voo de retorno a coldénia e hipotermia. Ainda,
THOMAZONI et al. (2007) concluiram que bifentrina é altamente toxica para A.

mellifera, ocasionando 100% de mortalidade.

1.3.1.4 Neonicotenoides e fenilpirazol

Os inseticidas neonicotinoides e fenilpirazol diferem dos inseticidas classicos,
pois apresentam acao sistémica na planta (TRAPP e PUSSEMIER, 1991), e podem ser
detectados no pélen e néctar durante todo o periodo de floracdo (CUTLER e SCOTT-
EMPLASTRO, 2007). Como consequéncia, as abelhas podem sofrer uma exposicao
crbnica a eles ao longo de grandes periodos de tempo apos a aplicacdo (FERREIRA,
2010).

Estes pesticidas sdo amplamente utilizados na vegetacdo e em plantas
ornamentais, algumas das quais sdo comercialmente polinizadas por abelhas
(QUARLES, 2008). A aplicacdo de inseticidas neonicotindides as plantas é conhecida
por resultar na concentracdo residual de pesticida no néctar e pélen das flores, mesmo
guando € utilizado apenas para o tratamento de sementes (SCHMUCK et al.,
2001;BONMATIN et al., 2003;RORTAIS et al., 2005). Além disso, as gotas de gutacao
do meloeirotratado com imidacloprido podem conter elevadas concentracbes deste
composto (até 37 pg/ml) (HOFFMANN e CASTLE, 2012).

Os neonicotendides possuem um grande destaque gracas a sua eficiéncia no
combate de insetos-pragas, devido ao seu espectro de acéo, sistemicidade, relativa baixa
toxicidade aos mamiferos e versatilidade de aplicagdo. Podem ser aplicados como
tratamento de sementes e do solo, e diretamente sobre a folhagem da planta (NAUEN e

BRETSCHNEIDER, 2002). Os inseticidas neonicotindides atuam como agonistas do
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receptor nicotinico de acetilcolina (NAChR) de uma maneira semelhante como a
nicotina, mas com muito mais poténcia e seletividade para os receptores de insetos do
que em mamiferos (TOMIZAWA e CASIDA, 2008).

A DL50 da exposicdo oral aguda para imidacloprido em abelhas foi estimada em
3,7-40,9 ng por abelha, ou 0,14-1,57 ppm no alimento (SCHMUCK et al., 2001), e a
LD50 da exposicdo oral aguda de tiametoxam em abelhas foi estimada em 5,0 ng/abelha
(GODFRAY et al., 2014). Contudo, as abelhas sdo muito mais sensiveis a exposi¢do
cronica ao imidacloprido; a taxa de sobrevivéncia foi reduzida em abelhas que
ingeriram uma dose cumulativa de 0,01 ng/abelha por 8 dias (SUCHAIIL et al., 2001).

O imidacloprido pode reduzir a resisténcia das abelhas a patdgenos (ALAUX et
al., 2010; PETTIS et al., 2012). Doses téo baixas quanto 5 ppb dadas para as abelhas
misturadas ao xarope de sacarose aumentaram o numero de esporos por abelha do
patdgeno intestinal Nosema (PETTIS et al., 2012). Além dos seus efeitos
imunossupressores, o imidacloprido também promove distlrbios comportamentais. As
abelhas que ingeriram 50 ppb de imidacloprido na sua alimentacdo ndo viajaram t&o
longe e passaram mais tempo perto das fontes de alimento (TEETERS et al., 2012).
Além disso, este composto reduziu a memoria olfatéria de abelhas, na dose de 12 ng por
abelha (DECOURTYE et al., 2004, 2005). Ainda, as abelhas Apis cerana alimentadas
com néctar contendo 34 ppb de imidacloprido apresentaram reducdo no combate a um
inseto predador, e aqueles alimentados com 17 ppb ou 34 ppb coletaram um volume
menor de néctar (TAN et al., 2014).

Estudos bioquimicos realizados por HASHIMOTO et al. (2003) demonstraram
que o tiametoxam afeta a atividade de algumas carboxilesterases de Apis mellifera,
podendo inibir mais de 60% suas atividades independente de intoxicacao por aplicagédo

topica ou ingestdo. RUVOLO-TAKASUSUKI et al. (2009) verificaram que a inibicéo

45



dessas enzimas ndo € exclusiva em adultos. Em larvas expostas aos residuos de
tiametoxam no alimento,foi verificada uma reducdo de 25% da atividade dessas
enzimas. Tal efeito inibitério desse neonicotindide foi também verificado por
CARVALHO (2010).

Com intuito de verificar a toxicidade de inseticidas empregados na citricultura
sobre a abelhas africanizada, CARVALHO et al. (2009) concluiram que o inseticida
tiametoxam é extremamente tdxico, provocando 71% de mortalidade ap6s uma hora da
pulverizacdo sobre as abelhas, e 100% ap6s nove horas. Quando fornecido junto ao
alimento, a taxa de mortalidade é de 46% uma hora apds o fornecimento, e de 99% apds
24 horas. Em contato com residuos de tiametoxam, a mortalidade das abelhas chegou a
100% nove horas ap6s o inicio dos ensaios. Da mesma maneira, THOMAZONI et al.
(2007) concluiram que tiametoxam néo foi seletivo a adultos de A. mellifera.

CARVALHO et al. (2009) observaram que operarias adultas de A. mellifera em
contato com os inseticidas tiametoxam e metidationa, por vias oral e tdpica,
manifestaram disturbios de coordenacdo motora, incapacidade de voo e prostracdo apos
as primeiras horas. Além disto, os pesticidas neonicotindides podem reduzir a resposta
imune a patdgenos. De fato, a exposi¢do das abelhas com doses subletais do inseticida
imidacloprido pode afetar os mecanismos de defesa das abelhas, tornando-as mais
susceptiveis ao microsporideo Nosema ceranea, o qual provoca uma doenga severa,
conhecida como nosemose (ALAUX et al., 2010).

Ja os fenilpirazoles, incluindo fipronil, possuem acédo inseticida e herbicida, e
atuam como antagonista dos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA),
bloqueando o fluxo de ions de cloreto, levando a hiperexcitacdo e morte

(GUNASEKARA et al., 2007). Como alguns neonicotinoides, o fipronil possui amplo

46



espectro de acéo e versatilidade de aplicagédo, podendo ser empregado para o tratamento
de sementes, aplicacdo no solo, foliar e em iscas (COLE et al., 1993).

CRUZ (2007) e CRUZ et al. (2010) estudaram os efeitos de doses subletais de
fipronil em A. mellifera e observaram que esse inseticida promove alteragdes no nivel
ultraestrutural em ventriculos, tubulos de Malpighi e glandulas de seda. Em outro
estudo, SOUZA (2009) verificou que doses subletais de fipronil podem afetar a
capacidade de aprendizado, memoria e locomocédo de A. mellifera, além de aumentar a
expressdo das proteinas Fos, relacionada a resposta de estresse celular. De forma
similar, PEREIRA (2010) conclui que o reflexo de extenséo da probdscide e a atividade
de locomocao de abelhas africanizadas foram afetados apds a administracéo topica de
doses subletais de acetamiprido, tiametoxam e fipronil.

FERREIRA (2010) observou mortalidade de 100% em operérias de S. postica
intoxicados com doses subletais de fipronil por 14 dias. As avaliacbes morfoldgicas
mostraram que esse inseticida pode causar alteracGes nos tubulos de Malpighi, aumento
na porcdo apical das microvilosidades, dilatacbes das cisternas dos reticulos
endoplasmaticos rugosos, presenca de vesiculas e acumulo de polirribossomos no
citoplasma. No corpo gorduroso, foram observados aumento da coalescéncia, depdsitos

lipidicos e proteicos nos vacuolos e nos trofdcitos.

1.3.1.5 Desordem de colapso da colénia (CCD)

O uso indiscriminado e irresponsavel de agrotdxicos pode provocar danos
irreparaveis sobre a fauna de polinizadores, com destaque para as abelhas. Tal situacao
ja é evidenciada pelos constantes relatos de queda da densidade de abelhas em varias
partes do mundo (NEUMANN e CARRECK, 2010). Recentemente, o fenémeno

denominado, em inglés, Colony Collapse Disorder (CCD), ocorrido inicialmente nos
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Estados Unidos, onde apicultores chegaram a perder 90% de suas colmeias, reforcou a
importancia da manutencéo das abelhas nos ecossistemas (STOKSTAD, 2007).

A CCD caracteriza-se por perda repentina da populacdo de abelhas adultas,
pouca ou nenhuma abelha adulta morta dentro ou fora da colmeia, e presenca de crias
operculadas e de pequenos aglomerados de abelhas jovens, podendo ser observada a
presenca da abelha rainha. Geralmente, colonias afetadas ndo apresentam evidéncias de
traca da cera e frequentemente contém reservas de alimentos que ndo sdo saqueadas
(MESSAGE et al., 2012).

Atualmente, as opinides predominantes sugerem que a causa da CCD €
multifatorial, incluindo infestacdo patogénica, praticas apicolas (incluindo desnutri¢do)
e exposicdo a pesticidas em geral (HIGES et al., 2008;VANENGELSDORP et al.,
2009;ALAUX et al., 2010; WILLIAMS et al., 2010; DI PRISCO et al., 2011; VIDAU
et al.,, 2011; USDA, 2014).Contudo, mesmo n&o tendo sido elucidado tal fendmeno,
diversas hipdteses colocam o0s inseticidas intimamente ligados com esses
desaparecimentos na Alemanha, Franca, Suica e Peninsula Ibérica. Mais recentemente,
LUet al. (2012)concluiram que a exposicdo sub-letal de inseticida neonicotindide é
provavelmente a principal responsavel pela ocorréncia de CCD. Além disto, na Espanha
0 colapso de colénia foi atribuido ao microsporidio Nosema ceranae (HIGES et al.,
2009).

No Brasil, principalmente na regido Sudeste, o desaparecimento das abelhas
comeca a ser motivo de preocupacdo. Em 2008, foram relatados dois casos de perdas
repentinas de colbnias fortes com as mesmas caracteristicas observadas pelos
pesquisadores americanos. As colmeias estavam repletas de mel, pélen e tinham crias;
uma delas tinha abelhas e uma rainha. N&o foram observados saques e nem traca da cera

nos favos durante dois meses ap0s a ocorréncia. Na regido destes casos citados, existem
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muitas plantagGes (cana-de-agurar e eucalipto) que utilizam fipronil e neonicotendides,
podendo, por tanto, na maior parte dos casos, terem relagdo com uso indiscriminado de
inseticidas (MESSAGE et al., 2010).

Ha relatos de que a CCD ocorre predominantemente na temporada de inverno.
Portanto, é provavel que a temperatura de inverno altere a gravidade da CCD associada
com a exposicdo de dose sub-letal dos neonicotindides. De fato, um estudo realizado
durante um inverno mais frio, relatou 100% de mortalidade de colbnias apresentando
CCD e tratadas com 0,1 ng/abelha/dia de imidacloprid (LU et al., 2012). Esta dose é
sete vezes menor que a utilizada por LU et al. (2014), que também observou maior
gravidade da CCD no inverno. Assim, a modificacdo do efeito sub-letal de
neonicotindide agravada pelo inverno pode ser significativa, e ndo deve ser esquecida
na avaliacdo da epidemiologia da CCD.

Vaérios trabalhos sugerem que o aumento da mortalidade de col6nias de abelhas
meliferas por CCD ¢ devido a reducgdo da resisténcia para patdgenos comuns, tais como
Nosema, causada por exposi¢des de neonicotindides (VANENGELSDORP et al., 2009;
ALAUX et al.,, 2010;VIDAU et al., 2011;PETTIS et al., 2012). No entanto, esta
hipotese foi recentemente contestada, pois exposicdes sub-letais crbnicas de
neonicotindides, ndo comprometeram a resisténcia imunolédgica das abelhas para a
infecgdo do patégeno Nosema. Da mesma forma ndo houve diferenca significativa no
grau de infeccdo do acaro Varroa em coldnias tratadas, também, com doses sub-letais
de neonicotindides (LU et al., 2014).Além disso, uma recente reanalise de dados
gendmicos gerados a partir de pools de RNA de col6nias com CCD também excluiu a
associacédo da infeccéo pelo iridovirus e CCD (TOKARZ et al., 2011).

E importante ressaltar que uma das observacdes que definem os sintomas de

coldnias com CCD ¢é o vazio de colmeias. A auséncia de abelhas mortas nas col6nias
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tratadas com neonicotindides é notavel e coerente com sintomas de CCD. Por outro
lado, as infecgdes por patdgenos sdo doengas comuns e graves encontrados em abelhas
que muitas vezes levam a morte da coldnia, e as caracteristicas dos enxames apds a
morte sdo muito diferentes daqueles que sofreram de CCD (ANDERSON e MEDIO,
2008; LU et al., 2012).

Estudos recentes sobre a ligagdo da CCD com exposi¢do aos neonicotindides
parecem estar ganhando forca (MAINI et al., 2010; PAREJA et al., 2011; LU et al.,
2012; FAROOQUI, 2013; MATSUMOTO, 2013; LU et al., 2014). Os constantes
acontecimentos envolvendo esses compostos tém levado a um novo controle regulatério
por autoridades competentes. Neste aspecto, recentemente a Comissédo Europeia (CE)
baniu, por dois anos, trés neonicotendides (clotianidina, imidacloprido e tiametoxam). A
decisdo foi motivada por um estudo realizado pela Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos que associava 0s pesticidas com inimeros riscos para a saude
das abelhas (ERICKSON, 2012). No Brasil, o IBAMA desautorizou a aplicagdo por
pulverizacdo aérea, dos agrotdxicos que contenham o ingrediente ativo Imidacloprido,
Tiametoxam, Clotianidina ou Fipronil. Esta agéncia também estabeleceu o processo de
reavaliacdo ambiental dos agrotoxicos. Durante esse processo, as empresas terdo que
anexar as embalagens dos produtos a seguinte frase de adverténcia: “Este produto ¢

toxico para abelhas. A aplicag@o aérea ndo é permitida”. (BRASIL, 2009).

1.3.2 Teste de avaliagdo toxicoldgica

Os estudos de avaliacdo do impacto dos defensivos agricolas sdo mais realizados
sobre as abelhas meliferas africanizadas, isto devido a sua importancia econémico-
ecologica. Entretanto, alguns estudos toxicologicos com espécies de abelhas nativas

também estdo em fase de desenvolvimento. Segundo NOCELLLI et al. (2012), ja foram
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realizados ensaios de avaliagdo da toxicidade no Brasil para as diversas fases de
desenvolvimento de A. mellifera africanizada e para algumas espécies de abelhas
nativas.

Uma das técnicas de avaliacdo consiste em estudar a acdo dos produtos
fitossanitarios sobre os processos bioldgicos, como, por exemplo, 0 voo de retorno das
abelhas a colmeia, o qual envolve mecanismos de visdo, orientacdo, além da integridade
locomotora (VANDAME et al., 1995; EL HASSANI et al., 2008). Dessa maneira, é
esperado que intoxicagdes com baixas doses, de 6 mil a 100 mil vezes inferiores,
possam induzir efeitos idénticos aqueles por uma exposi¢do aguda (SUCHAIL et al.,
2000, 2001). Os efeitos subletais sdo imprevisiveis e de natureza bastante variavel,
dificultando, assim, sua avaliacdo e diagnéstico. Assim, ndo provocam a morte imediata
e nem ha indicios graves de intoxicacdo imediata, porém comprometem a viabilidade, a
sobrevivéncia e a populacdo da colmeia (DEVILLERS, 2002; DESNEUX et al., 2007;
PINHEIRO e FREITAS, 2010).

Outro mecanismo de estudo verifica o efeito sinérgico de diversas moléculas,
principalmente entre inseticidas piretroides e fungicidas inibidores da sintese de
ergosterol em abelhas A. mellifera (COLIN e BELZUNCES,1992; PILLING e
JEPSON, 1993). Nessas situacOes, o efeito inseticida deltametrina foi potencializado
pelo fungicida triazol, isto porque esses compostos sdo potentes inibidores do citocromo
P450, enzima em grande parte responsavel pela detoxificacdo de xenobidticos em
diversos organismos, inclusive nos insetos (FEYEREISEN, 1999).

Atualmente, as avaliacOes de risco dos inseticidas as abelhas séo realizadas de
acordo com as diretrizes mundiais, elaboradas e publicadas pela Organizacdo para
Cooperacdo e o Desenvolvimento Econémico (OECD), Organizacdo Europeia e do

Mediterranio para Protecdo das Plantas (EPPO) e pela Comissdo Internacional das
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Relagbes Abelha-Planta (ICPBR). Nesse sentido, pesquisadores brasileiros estdo
desenvolvendo, também, diversos trabalhos de avaliacdo da toxicidade dos defensivos
agricolas sobre as abelhas, empregando técnicas de analises fisioldgicas, morfoldgicas,

bioguimicas e comportamentais (NOCELLI et al., 2012).

1.3.3 Legislacao e limites méximos de residuos (LMRs)

As drogas e compostos quimicos aos quais 0s animais sdo expostos podem
deixar residuos perigosos a saude humana e animal.Mesmo aqueles reconhecidos como
potencialmente nocivos, somente permitem tal condicdo, quando ultrapassam o valor de
concentracdo conhecido como limite de tolerancia, limite de seguranca ou limite
maximo de residuo (LMR), que o alimento pode conter, sem prejuizo da integridade
organica de seres humanos e animais (BRASIL, 1999).

Estes limites sdo determinados em centros de comprovada idoneidade cientifica,
a partir de apurados estudos toxicologicos, de curto e médio prazos, realizados por
renomados pesquisadores, em animais de laboratérios, microorganismos e genomas
celulares. Apds a conclusao destes estudos, organizacdes internacionais envolvidas com
a saude publica analisam os resultados e, posteriormente, recomendam os LMRs dos
diferentes compostos aprovados, a consideracdo dos paises membros do Codex
Alimentarius - Programa das Nacgdes Unidas Sobre Harmonizacdo de Normas
Alimentares, gerenciado pela FAO/WHO (BRASIL, 1999).

No Brasil o governo realiza o monitoramento de residuos de agrotoxicos em mel
por meio do Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC),
desenvolvido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgdo do Ministério da Saude, €

responsdvel pela fiscalizagdo do produto final nos pontos de venda direta ao
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consumidor. O PNCRC (BRASIL, 2014) para produtos de origem animal estabelece os
agrotoxicos e seus respecitivos LMRsa serem monitorados no mel brasileiro (Tabela 5),
que pode ser considerado muito reduzido frente a grande quantidade de compostos
disponiveis no mercado. A Unido Européia desenvolve uns dos melhores, sendo o

melhor, programa de monitoramento de residuos de agrotdxicos do mundo (EC, 2014).

Tabela 9. Limites méaximos de residuos de agrotoxicos do subprograma de

monitoramento de controle de residuos e contaminantes em mel (PNCRC/2014).

Grupo Agrotoxico LMR (pg/Kg)

Aldrin 10

Alfa-Endosulfan 10

4,4-DDE 10

4,4-DDD 10

4,4 DDT 10

Dodecacloro 10

Organoclorados Endrin 10
Tetradifona 20

Vinclozolina 20

Heptacloro 10

Alfa-HCH 10

Beta-HCH 10

Gama-HCH 10

Carbofuran 50

Carbamatos Carbaril 20
Captana 50
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Continuagéao da Tabela 9.

Grupo Agrotdxico LMR (ug/Kg)

Permetrina 20

Ciflutrina 20

Piretroides Fenpropatrina 10
Deltametrina 20

Amitraz 200

Clorpirifos 20

Dimetoato 20

Dissulfoton 10

Organofosforados Pirimifos-Metil 50
Parationa 20

Fenamifds 10

Terbufos 10

Profenofos 20

Fonte: PNCRC (BRASIL, 2014).

1.3.4. ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM MEL

A analise de residuos de agrotdxicos desempenha um importante papel para a
estimativa da exposicdo do homem e do meio ambiente aos agrotoxicos, bem como para
monitorar o comportamento dos produtores rurais quanto a adequacdo as Boas Préaticas
Agricolas (BPA), facilitando as decisdes regulatorias e comerciais, e ainda fortalecendo
a confianca do consumidor com relagéo a seguranca alimentar (OLIVEIRA, 2011).

Devido a complexidade da matriz e aos baixos niveis de concentracdo em que 0s
agrotoxicos sdo encontrados, as interferéncias sdo problemas frequéntes que devem ser
considerados (OLIVEIRA, 2011). A preparacao das amostras é uma importante etapa da

andlise para a obtencdo de resultados confidveis (RIAL-OTERO et al., 2007). Portanto,
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a necessidade de pesquisar a presenca de contaminantes em mel vem conduzindo a
pesquisa de metodologias mais adequadas a especificidade da matriz (RISSATO et al.,
2007; KUJAWSKI e NAMIESNIK, 2008; PITTELLA, 2009; ALMEIDA, 2010;
BARGANSKA et al., 2014).

As analises de residuos de agrotdxicos envolvem duas etapas: 1) a extracdo dos
analitos de interesse da matriz, que pode ou ndo ser acompanhada por uma etapa
posterior de purificagdo, dependendo das caracteristicas da matriz e do tipo de extracdo
utilizada; 2) a determinacdo qualitativa e quantitativa, que frequentemente é realizada

empregando técnicas cromatograficas (OLIVEIRA, 2011).

1.3.4.1 Preparo da amostra

O objetivo principal do preparo da amostra é promover o fracionamento e o
enriquecimento da mesma, com todos os analitos de interesse, deixando-0s o mais livre
possivel das interferéncias provenientes dos componentes da matriz, que certamente
estardo no extrato. Assim sendo, o preparo da amostra € uma etapa crucial dentro de
todo o processo analitico. Para uma metodologia ser de aplicacdo viavel, € necessario
considerar os custos das andlises, incluindo reagentes, equipamento, mdo de obra e
restricdes ambientais (OBANA et al., 1999).

Os métodos multirresiduos tornaram-se mais populares nos Gltimos anos, porque
eles podem ser usados para determinacdo de uma ampla variedade de compostos em um
unico processo analitico. A técnica de extracgdo mais difundida para isolar uma ampla
gama de pesticidas € o método QUEChERS (que significa rapido, facil, barato, eficaz,

robusto e seguro) (ANASTASSIADES et al., 2003).
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Atualmente, os métodos multirresiduos mais comumente utilizados para as
analises de agrotoxicos envolvem uma extracdo inicial com acetona, acetonitrila, ou
acetato de etila, a partir da qual os analitos de interesse sdo transferidos para uma
camada organica, deixando na fase aquosa 0s co-extrativos indesejaveis, mas tambem
alguns pesticidas altamente polares (ANASTASSIADES et al., 2003; MOL et al., 2008;
GOULART et al., 2008; LEDOUX, 2011). Em amostras de mel, a extracdo liquido-
liguido, usando acetato de etila, apresentou melhores respostas cromatogréaficas

(RISSATO et al., 2006; PITTELLA, 2009).

1.3.4.2 Cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Foi desenvolvida e
usada pelo botanico Tswett em 1903 para separar pigmentos de plantas, dai a
denominagdo cromatografia. O termo € usado para qualquer técnica de separacdo que
empregue o requisito essencial da separacdo cromatografica que € a existéncia de uma
fase movel e de uma fase estacionéria (ALMEIDA, 2010).

Vaérias metodologias utilizadas para a determinacdo de residuos de agrotoxicos
sdo baseadas em métodos cromatograficos, técnicas utilizadas para a separacdo dos
componentes de uma mistura. Usualmente é realizada por cromatografia gasosa (GC, do
inglés “gas chromatography”) com diferentes detectores e cromatografia liquida (LC,
do inglés “liquid chromatography”) acoplada a detetores como UV-Vis ou
fluorescéncia. Modernamente empregam-se teécnicas cromatograficas acopladas a
espectrometria de massas (MS, do inglés “mass spectrometry”), formando as
metodologia de GC-MS, GC-MS/MS, LC-MS e LC-MS/MS(PITTELLA, 2009;

OLIVEIRA, 2011).
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Ha alguns anos, a GC era a técnica mais empregada para a analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos (ANASTASSIADES et al., 2003; HIRAHARA et al., 2005).
Entretanto, nos Gltimos anos com o advento de agrotoxicos mais polares, 0s quais
apresentam menor persisténcia e toxicidade ao meio ambiente, quando comparados aos
apolares, a GC ndo é capaz de analisar um grande numero destes compostos devido a
sua alta polaridade. Isto implica no uso de técnicas alternativas (LEDOUX, 2011).

Inventada ha mais de um século, a LC aplica-se a anélise de uma enorme gama
de compostos, principalmente polares e/ou ndo-volateis e/ou termicamente estaveis,
para os quais as condicdes de operacdo da GC nédo séo adequadas, 0 que constitui cerca
80% dos compostos sintéticos e naturais. No caso da andlise de agrotoxicos, citam-se,
principalmente carbamatos e triazinas, e seus metabolitos e produtos de degradacao.
Além de véarios campos da ciéncia e da analise quimica, é usada para a analise de uma
enorme faixa de compostos organicos, desde pequenas moléculas como metabolitos e
peptideos, até moléculas grandes como as biomoléculas, por exemplo, as proteinas
(NIESSEN, 2006; LEDOUX, 2011; OLIVEIRA, 2011).

A LC é um método largamente utilizado em mel para uma avaliagdo
relativamente rdpida e econdémica, sobre a presenca de contaminantes pesticidas

(PITTELLA, 2009; ALMEIDA, 2010; BARGANSKA et al., 2014).

1.3.4.3 Espectrometria de massas (MS)

A sensibilidade inigualavel, os limites de deteccdo cada vez mais baixos, a
velocidade de execucdo e a ampla diversidade de aplicacbes sdo algumas das
caracterisitcas que levaram a espectrometria de massas a uma posicao de destaque entre

0s métodos analiticos. Entre as inumeras aplicacGes da técnica podemos citar o controle
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de poluicdo ambiental, a garantia da qualidade e seguranca dos alimentos, a ciéncia
forense e a quimica de produtos naturais,mas ha muitas outras. Assim, esta técnica
fornece informacGes valiosas para profissionais de diversas areas, como quimicos,
bidlogos, farmacéuticos, fisicos, astrbnomos etc (RISSATO et al., 2006; EKMAN et al.,
2009; PITTELLA, 2009; OLIVEIRA, 2011;BARGANSKA et al., 2014).

Na espectrometria de massas, 4&tomos ou moléculas de uma amostra séo
ionizados na fonte, e a raz8o massa-carga (m/z) de cada ion é determinada pelo
analisador. Os ions atingem o detector gerando sinais elétricos que sdo registrados na
forma de um espectro de massas. Quase todas as substancias podem ser analisadas por
MS, ja que existem diversos tipos de fontes de ionizagdo, analisadores de massas e

detectores (EKMAN et al., 2009).

1.3.4.4 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)

A LC é muito efetiva na separacdo dos analitos, enquanto que a espectrometria
de massas em “tandem” permite a sua identificagdo e/ou confirmagdo em concentragdes
da ordem de pg/L ou ng/L (OLIVEIRA, 2011). Recentemente, a LC tem sido associada
com diferentes tipos de analisadores de massas para determinar residuos de pesticidas
em baixos niveis e/ou para elucidar as suas estruturas em solucdo aquosa e amostras
ambientais, bem como em alimentos de origem vegetal, animal e alimentos para bebés
(LEDOUX, 2011; OLIVEIRA, 2011).

A técnica, desta forma, se mostra efetiva na analise de agrotdxicos em niveis
baixos de concentracdo, mesmo na presenca de interferentes. Outra vantagem desta
técnica de fragmentacdo € a obtencdo de sinais mais limpos, melhorando a razéo

sinal/ruido e diminuindo, portanto, os limites de detec¢édo e quantificacdo (GARRIDO-
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FRENICH et al., 2005). DEMOLINER et al. (2010) e LEDOUX (2011) reportaram que
um grande numero de agrotoxicos podem ser analisados por ambas as técnicas GC-MS
e LC-MS. No entanto, atualmente, métodos baseados em LC-MS tém demonstrado ser

capazes de cobrir um escopo mais amplo que aqueles baseados em GC-MS.

1.3.5 FATORES RELACIONADOS A TOXICIDADE DOS PESTICIDAS NAS
ABELHAS

O tempo residual (RT) de pesticidas ndo sisttmicos na cultura-alvo exerce
grande influencia sobre as abelhas polinizadoras. JOHANSEN e MAYER (1990)
estabeleceram um pardmetro para garantir seguranca das abelhas nas aplicagdes, sem
comprometer a eficicia contra as pragas, doencas e ervas daninha na cultura-alvo.
Trata-se do tempo de degradacgdo residual do pesticida que causa até 25% (RT25) ou
40% (RT40) na mortalidade de abelhas expostas a estes residuos. Seguindo este critério,
os inseticidas de RT25 de 2 horas ou menos oferecem minimo risco para as abelhas,
desde que ndo aplicados quando elas estejam em forrageamento intensivo, enquanto que
para inseticidas com RT25 de até 8 horas, o0 ideal é que as aplicagdes sejam feitas
durante o crepusculo ou a noite. Os inseticidas que tém RT25 maior que 8 horas ndo
oferecem seguranga, podendo afetar drasticamente a atividade de forrageamento das
abelhas operérias. Assim estes produtos ndo devem ser aplicados sobre a cultura-alvo
em pleno florescimento, mas bem antes desta fase e durante adiantado crepdsculo ou
madrugada, antes das abelhas comecarem a atividade de forrageamento (JOHANSEN e
MAYER, 1990).

Outro fator que exerce grande influencia é o tamanho da area pulverizada num
determinado periodo de tempo. JOHANSEN e MAYER (1990) verificaram uma

mortalidade acentuada numa area de 80ha de macieiras, tratadas com um inseticida, e
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que foi significativamente maior do que numa area de 0,8ha. Neste aspecto, em areas de
menor extensdo e que utilizam a mé&o-de-obra familiar o impacto negativo sobre as
abelhas é reduzido, pois o ritmo de manejo € mais lento, ndo havendo pulveriza¢do na
sua plenitude, num dnico decurso de tempo (PINHEIRO e FREITAS, 2010).

Fatores ambientais, como a umidade relativa e a temperatura do ar, também
alteram o potencial de toxicidade de um ingrediente ativo. Assim, um inseticida que
oferece relativa seguranca para abelhas pode tornar-se muito toxico, dependendo da
temperatura do ar durante um periodo especifico (PINHEIRO e FREITAS, 2010). Neste
sentido, pesticidas aplicados durante periodos frios oferecem um maior risco residual.
Tal fato foi observado em um estudo realizado durante um inverno mais frio, no qual
apresentou 100% de mortalidade em col6nias com CCD, tratadas com 0,1 ng/abelha/dia
de imidacloprido(LU et al., 2012). Em outro estudo, as baixas temperaturas do inverno
modulou severamente a CCD associada a dose sub-letal de neonicotendides (LU et al.,
2014). Da mesma forma, os riscos residuais dos inseticidas carbofuran, clorpirifos e
acefato, cresceram vertiginosamente quando pulverizados com temperaturas baixas
(10°C)(JOHANSEN e MAYER, 1990).

Por outro lado, em altas temperaturas, os efeitos imediatos de inseticidas em
abelhas podem ser mais evidentes, em funcdo da mais rapida quebra do ingrediente
ativo toxico devido a acdo da luz, temperatura e do metabolismo da planta, serem
elevados em regides de baixa latitude (HOOVENet al., 2013). Em regides com
temperaturas elevadas, as abelhas de colénias muito populosas se aglomeram na entrada
da colmeia, a fim de reduzir a temperatura interna das mesmas; movimentando suas asas
de forma a direcionar uma corrente de ar para o interior da colmeia. Deste modo a
deriva de inseticidas, aplicado naquele momento, pode atingir a colonia (CUNHA,

2008). No Nordeste brasileiro, isto pode ocorrer com frequéncia, pois 0s grandes
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produtores de meldo (Cucumis melo L.) fazem aplicagcbes noturnas com produtos de
maior toxicidade, o que aumenta o impacto sobre as col6nias de A. mellifera usadas para
polinizacdo da cultura (PINHEIRO e FREITAS, 2010).

Com relacdo ao estagio de florescimento das culturas-alvo, na fase mais atrativa,
quando as abelhas estdo em intensa atividade de forrageamento, as pulverizagdes
diurnas com inseticidas de alto risco para as abelhas devem ser evitadas. Assim, o ideal
é que as aplicacGes sejam feitas a noite, muito cedo da manhd ou adiantado crepusculo,
quando as abelhas ndo estiverem forrageando (JAY, 1986). De um modo geral, pode se
classificar como seguras as aplicagdes feitas em adiantado crepusculo/noite, de nivel
intermediério aquelas realizadas da meia noite ao raiar do sol e perigosas as
pulverizagdes feitas logo cedo da manhd (HOOVEN et al., 2013).0 conhecimento do
periodo de tempo que cada cultura, em regides especificas, permanece com suas flores
abertas e a definicdo dos picos para coleta de p6len e néctar sdo de extrema importancia,
a fim de se evitar aplicacdes de pesticidas nesses periodos criticos de visita das abelhas
(CHAMBO, et al., 2010;SOUSA et al., 2012). No caso da atividade de coleta das A.
mellifera na cultura do meldo, por exemplo, esta se concentra no periodo da manha,
com atividade mais intensa a coleta de polen, que ocorre logo apds o surgimento dos
primeiros raios solares e com maior atividade nas flores (SOUSA et al., 2012).

A deriva nas aplicacGes de agrotdxicos é considerada um dos maiores problemas
da agricultura. Segundo CUNHA (2008), a deriva pode alcancar a distancia horizontal
de 38,3 m para gotas de 40 um, em velocidade do vento de 5 m/s e altura de langamento
de 0,8 m. Essa distancia pode ser muito superior se, durante a trajetoria, a gota tiver seu
diametro diminuido pelo processo de evaporacdo, como ocorre em altas temperaturas
mesmo sob a ac¢do de ventos relativamente fracos. Uma das solugdes encontradas para

reduzir esse problema é o estabelecimento das chamadas zonas de seguranga (SNOO,
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1999). Trata-se de uma faixa de vegetacdo que ndo pode receber a aplicacdo de
agrotoxico para proteger uma determinada area sensivel como, por exemplo, um curso
de &gua. A extensdo dessa faixa, no entanto, € varidvel e depende das condi¢des das
aplicactes (CUNHA, 2008).

A distancia entre as colmeias e a plantagdo é outro fator de extrema importancia.
Quanto mais proximo das culturas as coldnias de abelhas sdo instaladas, maior o risco
de intoxicacdo, o que ocorre por meio da deriva nas correntes de vento.Além disso,
quando a cultura-alvo é a Unica em pleno florescimento na &rea tratada, a atratividade
exercida pelas suas flores sobrepuja até mesmo grandes distancias, em torno de até 4,5
ou 6km. Estas consideracdes conduzem ao fato da perda de alternativa de plantas
forrageiras como fonte de néctar e pélen pode agravar o efeito dos pesticidas sobre as
abelhas (SOUSA, 2003).

A alimentacdo artificial € o suprimento alimentar que substitui o pdlen e néctar
para as abelhas. Esse manejo deve ser realizado a fim de reduzir o impacto dos
pesticidas sobre a atividade de forrageamento de A. mellifera (JOHANSEN e MAYER
1990). Esta pratica pode, perfeitamente, ser utilizada em campos de meldo que
dependam essencialmente das abelhas para aumentar a produtividade e qualidade da

colheita (PINHEIRO e FREITAS, 2010).
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2. EXPOSICAO A PESTICIDAS EM ABELHAS (Apis mellifera L.) UTILIZADAS
NA POLINIZACAO DO MELAO (Cucumis melo L.).

2.1 RESUMO

O declinio das populacdes de abelhas (Apis mellifera L.) tem afetado a producéo
agricola mundial e tem um impacto claro sobre a producdo de alimentos e a economia.
Uma das causas provaveis para este declinio é o uso indiscriminado de agrotoxicos. O
objetivo do presente estudo foi comparar 0s niveis de exposi¢do aos pesticidas entre as
abelhas (Apis mellifera L.) que sdo usadas para polinizar plantacbes de meldo, as
abelhas mantidas na caatinga, e as abelhas jandaira (Melipona subnitida L.) mantidasna
caatinga. Para isso, amostras de mel foram coletadas de 23 coldnias de Apis mellifera
utilizadas para polinizar palntacbes de meldo, 20 colbnias de Apis mellifera que
forrageiam de floresta e 10 coldnias de Melipona subnitida que forrageiam na floresta.
O nivel de exposicdo aos pesticidas foi determinado medindo os niveis residuais de 152
compostos no mel, utilizando uma técnica de analise de multiresiduos no sistema
UPLC-MS. As amostras de mel estudadas apresentaram 19 tipos de pesticidas
diferentes, 13 dos quais estavam presentes no mel de abelhas polinizadoras das
plantacdes de meldo. Os niveis de alguns compostos eram suficientemente elevados
para promover efeitos adversos em abelhas. Assim, a polinizacdo das culturas oferece
um grande risco de toxicidade para as abelhas que poderia contribuir para o declinio da
populagéo de abelhas na colonia.

Palavras-chave: contaminacdo ambiental, abelhas, inseticidas, agrotéxicos, analise

multiresiduos, mel
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2.2 INTRODUCAO

A polinizacdo da flor por animais € fundamental para a agricultura;
aproximadamente 35% das lavouras sdo dependentes de polinizadores para a
reproducdo sexual (KLEIN et al., 2007). O valor global de polinizacdo, em 2005, foi
estimado em € 153.000.000.000 (GALLALI et al., 2009). As abelhas (Apis mellifera L.)
sdo os polinizadores economicamente mais valiosos para a agricultura (KLEIN et al.,
2007; POTTS et al., 2010). No entanto, a recente queda nas populacdes de polinizadores
vem afetando a producdo mundial agricola, com impactos tanto na producdo de
alimentos quanto na economia (POTTS et al., 2010; LEVERet al., 2014). Uma das
causas provaveis para o declinio das populac6es de polinizadores, incluindo as abelhas,
¢ o0 uso indiscriminado de agrotdxicos (KLEIN et al., 2007; POTTSet al., 2010;
NAKASUEet al., 2014).

As abelhas de maneira individual podem ser expostas a pesticidas diretamente
através do contato corporal ou indiretamente pelo consumo de residuos de pesticidas no
néctar e pdlen das flores (RORTALIS et al., 2005). Além disso, toda uma col6nia pode
ser exposta a pesticidas, através da coleta e transporte de polen contaminado, por
abelhas forrageiras (VILLA et al., 2000). As abelhas que se alimentam de culturas de
meldo também podem ser expostos a pesticidas via fluido de gutacdo, um exsudato da
seiva do xilema eliminado através hidatédios da folha (THOMPSON, 2010;
HOFFMANN e CASTLE, 2012).

Os pesticidas podem matar as abelhas, quando em doses suficientemente altas.
No entanto, doses de pesticidas que ndo causam a morte imediata, muitas vezes tém
outros efeitos deletérios e podem interferir com as capacidades cognitivas e 0
comportamento das abelhas. As potenciais consequéncias negativas incluemdéficits na

aprendizagem, na orientacdo e nas habilidades de coleta de alimentos; as abelhas
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afetadas podem, portanto, ter uma reduzida capacidade de coleta de alimentos e de
navegacdo na volta a colmeia (RORTAIS et al., 2005;. DESNEUX et al., 2007;.
GODFRAYet al., 2014.). Além disso, alguns pesticidas podem reduzir a resisténcia da
abelha a patdégenos (ALAUX et al., 2010;AUFAUVRE et al., 2012;. PETTIS et al.,

2012;WU et al., 2012;D1 PRISCO et al., 2013).

2.3 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi determinar os niveis de exposicdo aos
pesticidas entre as abelhas A. mellifera L. que s&o usadas para polinizar plantacfes de
meldo e comparar 0s niveis de exposi¢do as abelhas A. mellifera L. que forrageiam na
floresta (caatinga) e abelhas jandaira, Melipona subnitida Ducke (tribo Meliponini da

familia Apidae), que forrageiam na floresta (caatinga).

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Produtos quimicos e materiais

Todos os reagentes utilizadosforam de grau analitico. A acetonitrila e o &cido
acético glacial de grau LC-MS, foram fornecidos pela Merck (Darmstad, Alemanha). O
metanol foi obtido da Baker (Xalostoc, México). O reagente sulfato de magnésio anidro
(pureza > 97%) foi adquirido de Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA), e 0 acetato de
sodio anidro e o acetato de aménio (pureza > 98%) foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). O 4cido férmico foi comprado de Tedia (Ohio, EUA). Agua
ultrapura foi gerada utilizando um sistema Milli-Q da Millipore (Milford, MA, EUA).
Todos os padrbes utilizados foram de elevado grau de pureza (> 98,0%) e foram

adquiridos da Riedel-de Haén (Selze, Alemanha) ou Sigma-Aldrich. As solucgdes de
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estoque individuais foram preparadas a 1.000 ng L™em acetonitrila ou metanol e

armazenada a -20+2°C. As solucbes do trabalho foram preparadas como dilui¢des

apropriadas das solucdes de estoque.

2.4.2 Amostras

Todas as col6nias eram criadas na Zona homogénea mossoroense, que abrange

0s municipios de Mossoré e Baraunas, Rio Grande do Norte, nordeste do Brasil. Estas

colénias ndo eram submetidas a qualquer tipo de manejo sanitario, tampouco

nutricional.

A coleta das amostras de mel de abelhas utilizadas na polinizacdo do mel&o foi

realizada em area de cultivo comercial (Figura 1.) no periodo de outubro de 2013.

rd

Area de coleta de mel

earA® : {

Figura 1. Mapa do local das coletas de amostras de mel.

As amostras de mel foram coletadas diretamente de 23 col6nias de abelhas

(Apismelifera L.) utilizadas para polinizar plantacbes de meldo (Figuras 2 e 3), 20

col6nias de abelhas (A. mellifera L.) que forrageiam na floresta (caatinga), e 10 col6nias
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de abelhas sem ferrdo (Melipona subnitida Ducke) que forrageiam na floresta
(caatinga). As amostras de mel proveniente de abelhas que forrageiam na Caatinga
foram coletadas numa distancia minima de 8 km de areas de cultura de mel&o.

Todas as amostras foram estocadas em geladeira a 10 °C e armazanadas até o
momento da extragéo.

A abelha jandaira foi usada para comparacdo porque foi determinado
anteriormente que col6nias mantidas na regido do estudo ndo recolhiam o pdélen do

meloeiro (MAIA-SILVA, 2013).

Figura 3. Coleta de amostras de mel para analise de pesticidas.

90



2.4.3 Preparacdo das amostras

A extracdo e a remocdo de interferentes das amostras (Rissato et al., 2006;
Pittella, 2009) foram realizadas como se segue. Amostras de mel (10,0 g) foram
transferidas para tubos de centrifuga de polipropileno (50 mL) com 10,0 mL de &gua
deionizada. Entdo, 10,0 mL de acetato de etila foram adicionados, e os tubos foram
agitados a 3000 rpm durante um minuto. Os tubos foram entdo centrifugado a 4 °C,

2700 x g, durante 9 minutos (Figura 4).

Figurad. Amostras de mel apresentando sobrenadante apos a centrifugacéo.

O sobrenadante foi transferido para tubos limpos de centrifuga de polipropileno
(50 mL) e em seguida foi repetida a extragdo mais trés vezes com 5,0 mL de acetato de
etila. Os extratos de acetato de etila (25 mL) foram filtrados utilizando Florisil (1 g)

seguido por sulfato de magnésio (4,0 g)(Figura5).

91



\
Figura5. Tubos de propileno com os extratos e cartuchos com floril e sulfato de
magnésio para filtracdo das amostras.

Os extratos foram secos, novamente suspensos em 1,0 mL de acetonitrila,

transferidos para vials de cromatografia e analisados utilizando o sistema UPLC-

MS/MS. O nivel de exposicdo a pesticida foi determinado medindo os niveis de

pesticidas residuais de 152 compostos de diversas classes, no mel (Tabela 1). Todos os

pesticidas identificados foram avaliados por UPLC-MS, utilizando uma técnica de

analise de multiresiduos.

Tabela 1. Pesticidas pesquisados nas amostras de mel.

.. . Férmula
*

Pesticidas Uso* Grupo quimico molecular
2,4-D (2,4-acido < .
diclorofendxiacético) H Acido fenoxi CoHeClo0s
2,4-DB (4-(2,4-4cido < .
diclorofenoxi butirico) H Acido fenoxi C10H10Cl0s
2,4,5-T (2,4,5-4cido < .
triclorofenoxi acetico) H Acido fenoxi CaHsClsOs
3-hidroxicarbofurano I Carbamato C12H1sNOy
Acefato I Organofosforado C4H1oNO3PS
Acetamiprido I Neonicotindide C10H11CIN4
Aldicarbe I Carbamato C7H14N20,S
Aldicarbe sulfona (metabolite) | Carbamato C7H14N204S
Aldicarbe sulfoxido I Carbamato C7H14N203S
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(metabolite)
Amitraz
Aramita
Azinfos-etil
Azinfos-metil
Azoxistrobina
Barban
Benalaxil
Benfuracarbe
Benomil
Bentazon

BF 500-3 (metabolito
piraclostrobina)
Bifentrina
Boscalida
Carbaril
Carbendazim
Carbofurano
Carbossulfano
Clorbufan
Clorfenvinfés
Cloroxuron
Clorpirifos
Clorpirifos metil
Cinidon-etilico
Ciazofamida
Cimoxanil
Ciproconazol
Ciprodinil
Ciromazina
Deltametrina
Di-alato
Diazinona
Diclorprop
Diclorvos
Difenoconazol
Diflubenzuron
Dimetoato
Dinocap
Dinoseb
Dinoterb
Dissulfotona
Dissulfotona sulfona
(metabolite)
Dissulfotona sulfoxido
(metabolite)
Etiona
Etofumesato
Etoprofos
Etoxissulfurom

I/N

Amidine

Sulfite ester
Organofosforado
Organofosforado
Strobilurin
Carbamato
Acilalanina
Carbamato
Benzimidazol
Diazina

Strobilurina

Piretroide

Anilide
Carbamato
Benzimidazol
Carbamato
Carbamato
Carbamato
Organofosforado
Uréia
Organofosforado
Organofosforado
Dicarboximida
Imidazol
Cianoacetamideoximo
Triazol
Anilinopirimidina
Triazina
Piretroide
Carbamato
Organopfosforado
Acido Carboxilico
Organofosforado
Triazol
Benzolureia
Organofosforado
Dinitrofenol
Dinitrofenol
Dinitrofenol
Organofosforado

Organofosforado

Organofosforado

Organofosforado
Benzofuran
Organofosforado
Sulfoniluréia

C19H23N3
C15H23Cl0,4S
C12H16N303PS;
C10H12N303PS;
C22H17N30s5
C11HoCIL,NO,
Co0H23NO3
C20H30N205S
C14H18N4O3
C10H12N203S

C18H16CI N3O5

C1gH12CIoN20O
C12H11NO,
CyHgN305
C12H1sNO3
C20H32N203S
C11H1oCINO,
C12H14Cl304P
C15H15CIN2O;
CyH11CIsNO3PS
C,H,CIsNO3PS
C19H17CI,NOy
C13H13CIN4O,S
C7H10N4O3
C15H15CIN3O
C14H1sN3
CeH10Ns
CxH19BroNO3
C1oH17CIbNOS
C1oH21N,0O3PS
CoHgCl,04
C4H;C1,04P
C19H17ClI2N303
CsH1,NO3PS,
C18H24N206
C18H24N20¢
C10H12N20s
CgH1902PS3

CgH1904PS;

CgH1903PS;

CoH2204P2S4
C13H1805S
C15H18N4O7S



Etrinfds
Fenamidona
Fenamifos
Fenamifos sulfona (metabolite)
Fenamifés sulfoxido
(metabolite)
Fenarimol
Fenexamida
Fenpropimorfe
Fentiona

Fentiona sulféxido (metabolite)
Fipronil

Fipronil sulfona
Fluasifope-p-butilico
Fludioxonil
Flumetrina
Fluguinconazol
Fluroxipir

Flutriafol
Foransulfurom
Furatiocarbe
Hexaconazol
Hexitiazoxi

Imazalil
Imidacloprido
Indoxacarbe
Iprodiona
Iprovalicarbe
Isoproturon
Isoxaflutole
Kresoxim-metil
Linuron

Malationa

Metalaxil
Metazaclor
Meticonazol
Metamidofds
Metidationa
Metidationa OA
Metomil
Metissulfutom-metil
(metabolite)
Mevinfos
Monocrotofés
Monolinuron
Miclobutanil
Ometoato

Oxamil
Oxassulfuron
Oxifluorfem

A/l

Organofosforado
Imidazolinone
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Pirimidina
Hidroxianilida
Morfoline
Organofosforado
Organofosforado
Pirazol

Pirazol
Avriloxifenoxipropionato
Fenilpirrol
Piretroide
Triazol

Auxin

Triazol
Sulfonluréia
Carbamato
Triazol
Tiazolidinecarboxamida
Imidazol
Neonicotindide
Oxadiazina
Carboxamida
Carbamato

Uréia
Ciclopropilisoxazol
Strobilurin

Uréia
Organofosforado
Benzenoide
Cloroacetanilida
Triazol
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Carbamato

Sulfoniluréia

Organofosforado
Organofosforado
Uréia

Triazol
Organofosforado
Carbamato
Sulfoniluréia
Nitropfenil ester

C17H17N30S
C13H22NO3PS
C13H22NOsPS

C13H22NO4PS

C10H1503PS;
C10H1504PS;
C12H4CloFgN4OS
C12H4Cl,FgN4O5S
C19H20F3NO4
C12HsF2N20;
CysH2,CI,FNO3
C16HsCI,FNsO
C;HsCI,FN,0O5
C16H13F2N30
C18H26N205S
C17H,1CIN,0O,S
CyH10CIN50O,
C13H13CI2N303
C18H28N203
C12H18N20
CisH1,F3NO,S.
C1gH19NOy4
CoH10CIoN20;
C10H1906PS>
C15H21NO4
C14H16CIN3O
C17H2,CIN3O
C,HgNO,PS
CeH11N,O4PS;
CeH11N,O4PS;
CsH10N20,S

C14H15N506S

C/H14NOsP
CgH11CIN>O,
C15H17CIN,
CsH1,NO4PS
C7H13N303S
C17H18N4O6S
C15H11CIF3NO4
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Paraoxon
Parationa etilica
Penconazol
Pencicuron
Pendimetalina
Phentoato
Phorato

Phorato sulféxido (metabolite)

Phosalona
Phosmete
Picolinafen
Pirimicarbe
Pirimifos etil
Pirimifos metil
Procloraz
Profenofos
Propargito
Profam
Propiconazol
Propoxur
Propizamida
Prossulfuron
Pimetrozina
Piraclostrobina
Pirazofds
Piridaben
Piridato
Pirimetanil
Quinalfos
Spiroxamine
Sulfotep
Tebuconazol
Tebufenozida
TEPP (tetraetil pirofosfato)
Tiacloprido
Tiametoxam
Tifensulfurom metil
Tiiodicarbe
Tiofanato-metil
Tiabendazol
Tolilfluanida
Triadimefon
Triadimenol
Triassulfurom
Triazofos
Triclorfon
Tridemorfe
Trifloxistrobina
Triforine

A/l
A/I/N
A/IIN
A/l
A/l
H

I

A/l
A/l

>PMIT—TMTM— I I NTITI—T

S~

I'I'ITI'I'I'I'IW'I_I__E_'I'I_'I'I

2
2

mT—

F/

Organofosforado
Organofosforado
Triazol
Feniluréia
Dinitroanilina
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Anilide
Carbamato
Organofosforado
Organofosforado
Imidazol
Organofosforado
Sulfite ester
Carbamato
Triazol
Carbamato
Benzimidazol
Sulfoniluréia
Triazina
Strobilurina
Organofosforado
Né&o classificado
Piridazina
Anilinopirimidina
Organofosforado
Morfolina
Organofosforado
Triazol

Dimetilbenzohidrazida

Organofosforado
Neonicotindide
Neonicotindide
Sulfoniluréia
Carbamato
Benzimidazol
Benzimidazol
Fenilsulfamida
Triazol

Triazol
Sulfoniluréia
Organofosforado
Organofosforado
Morfolina
Strobilurina
Piperazine

C1oH14NOgP
C10H14NOsPS
C13H15CIoN3
C19H21CIN,O
C13H19N304
C12H1704PS;
C/H170,PS;
C/H1703PS3
C12H15sCINO4PS,
C11H12NO4PS;
C19H12F4N20,
C11H18N4O;
C13H24N303PS
C11HyoN303PS
C15H16CI3N30,
C11HlsBrC|O3PS
C19H2604S
C10H13NO>
C15H17ClI2N30,
C11H1sNOs
C15H16F3N504S
C10H11NsO
C19H18CIN3Oy4
C19H25CIN,0OS
C12H13N3
C1gH3sNO;
CgH2005P2S;
C16H22CIN3O
C22H28N202
CgH2007P>
C10H9CIN4S
CsH1oCIN5O3S
C12H13Ns506S;
C10H18N404S;3
C12H14aN404S;
C10H7N3S
C10H13CI,FN5,0,S,
C14H16CIN5O5S
C1oH1N303PS
C4HsCl;04P
Ca0H19F3N204
C10H14ClsN4O,

*1: Inseticida; A: Acaricida; H: Herbicida, F: Fungicida; N: Nematicida.
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2.4.4 CondicGes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando um sistema UFLC
(Shimadzu LC20 ADXR) (Figura6) equipado com uma bomba binaria (Shimadzu
LC20ADXR), um amostrador automatico (Shimadzu SIL20ACXR) e um forno de
coluna (Shimadzu CTO20AC). As separacbes foram conseguidas usando uma coluna
Shim-pack XR-ODSII (2,0 x 100 mm, tamanho de particula 2,2 pm; Shimadzu). Os
experimentos foram realizados usando uma coluna Synergi Fusion-RP (2,0 x 50 mm,
tamanho de particula 2,5 pum; Phenomenex). A separacdo cromatografica foi efetuada
com uma fase movel que consiste em acetato de aménio (10 mmol/L) acidificado com
0,01% de acido formico (fase A) e metanol (fase B), a uma taxa de fluxo de 0,5
mL/minuto. O programa de eluicdo gradiente foi o seguinte: A (50%) : B (50%) (6
min), A (20%) : B (80%) (5 min), A (10%) : B (90% ) (4 min), A (50%) : B (50%) (0,5
min), e A (50%) : B (50%) (2,5 min). O tempo total da corrida cromatografica foi de 13
minutos. O volume de injecdo da amostra foi de 5 uL, e a temperatura da coluna foi

mantida a 60 °C.
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Figura 6. Sistema de Cromatografia liquida (UFLC) (Shimadzu LC20 ADXR).

2.4.5 CondicGes de espectrometria de massa

A anélise por espectrometria de massa foi realizada usando um espectrometro de
massa triplo quad 5500 (Applied Biosystems, MDS SCIEX, Ontéario, Canada) (Figura
7). O instrumento foi operado utilizando uma fonte de ionizacdo por eletro spray (ESI)
em ambos os modos de ions positivos e negativos. As defini¢cbes do aparelho, aquisi¢do
de dados e processamento de dados foram controlados pelo programa de software
Analyst (versdo 1.5.1, Applied Biosystems). A fonte de parametros foi otimizada do
seguinte modo: tensdo de pulverizagdo de ion, 5,5 kV para ESI (+) e 4,5 kV para ESI (-
); cortina de gas, de 20 psi; gas de colisdo, 8 psi; gas nebulizador e gases auxiliares, 30

psi; temperatura da fonte de ions, a 500 °C.
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Figura 7. Espectrometro de massa triplo quad 5500.

As curvas de calibragdo foram realizadas utilizando acetonitrila como solvente
para padronizar os resultados de recuperacdo e simplificar o experimento. Os niveis de
calibracdo foram do seguinte modo: 5,0, 7,5, 10,0, 25,0, 50,0, 75,0 e 100 pg/kg; esta
sequéncia foi injetada de forma aleatdria, em sextuplicata(n=6). Todas as solucdes
foram preparadas de forma independente. Para fins de quantificacdo e identificacdo
simultaneos, foram utilizados dois ou trés transicbes MRM para cada substancia para
evitar falsos negativos em niveis residuais de pesticidas. Os picos foram distribuidos
uniformemente ao longo da janela cromatografica e foram resolvidos de forma
simétrica. Os dados cromatograficos foram analisados utilizando o programa Analyst
(Versédo 1.5.1, Applied Biosystems). O modelo para a curva de regressdo para cada
composto foi selecionado por meio da aplicagdo de um teste homocedasticidade. O
ajuste da significancia e qualidade do modelo de regressédo empregados foram avaliados
através do teste de falta de ajuste. O limite de deteccdo (LOD) e do limite de
quantificacdo (LOQ) para todos os pesticidas ensaiados foram de 5,0 ppb e 10,0 ppb,

respectivamente.
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2.4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente usando o programa R
(versdo 3.0.3) (R Development Core Team, 2008) com o pacote "agricolae”. As
frequéncias de amostras positivas para residuos de pesticidas foram comparadas pelo
teste exato de Fisher. A média, mediana, desvio-padrao, erro-padréo e as concentracfes
da gama de pesticidas foram calculados utilizando todas as amostras analisadas, mesmo
aqueles com concentracOes indetectaveis. Para 0s compostos que ndo foram detectados
(abaixo do LOD), a concentracdo utilizado para analise estatistica foi metade do LOD
(2,5 ppb). Para os compostos que foram detectados (acima da LOD), mas ndo foram
quantificados (abaixo do LOD), a concentracdo utilizado para analise estatistica foi a
média do LOD e o LOQ (7,5 ppb) (LAMBERT et al., 2013). A normalidade dos dados
foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade das variancias foi avaliada
por meio do teste de Bartlett. As concentracdes foram comparadas pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. O nivel de significancia

estatistica foi estabelecido como P < 0,05.
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2.5 RESULTADOS

Um total de 19 tipos de pesticidas foi encontrado nas amostras de mel testadas.
Treze compostos foram encontrados no mel de abelhas usadas para polinizar plantacdes
de meldo (Tabela 2), seis compostos foram encontrados no mel de abelhas que
forrageiam em area de Caatinga (Tabela 3), e quatro compostos foram encontrados no
mel de abelhas jandaira que se alimentam em area de Caatinga (Tabela 4).
Tabela 2.Pesticidas (em ppb) detectados no mel de abelhas (A. mellifera) usadas

polinizar plantacGes de mel&o.

Produtos Amostras Minimo Maximo Mediana SD
positivas

Acetamiprido 6 <LOD 32.3 2.50 8.23

Aldicarbe 1 < LOD 32.8 2.50 6.32

sulféxido

Carbaril 23 41.9 418.9 114.1 87.5

Carbofurano 3 <LOD >LOD, 2.50 1.72
<LOQ

Clorpirifos 23 14.3 32.4 20.4 6.01

Etiona 1 <LOD 13.3 2.50 2.24

Fosalona 1 < LOD >LOD, 2.50 1.04
<LOQ

Furatiocarbe 19 < LOD >LOD, 7.50 1.94
<LOQ

Imidacloprido 7 <LOD 106.0 2.50 38.8

Paraoxon 21 <LOD 59.6 7.50 17.0

Parationa- 23 118.4 2912.1 645.0 914.3

etilica

Sulfotep 5 <LOD 111 2.50 2.95

Tiametoxam 8 < LOD 19.1 2.50 5.44

100



* Limite de deteccdo (LOD), Limite de quantifacagdo (LOQ), Desvio padréo (SD).
Tabela 3.Pesticidas (em ppb) detectados no mel de abelhas (A. mellifera) que

forrageiam na floresta (caatinga).

Produtos Amostras Minimo Maximo Mediana SD
positivas
Azoxistrobina 6 <LOD 60.0 2.50 13.5
Bifentrina 5 < LOD >LOD, 2.50 2.22
<LOQ
Dimetoato 4 <LOD 11.0 2.50 2.76
Iprodiona 2 <LOD >LOD, 2.50 1.54
<LOQ
Miclobutanil 4 <LOD 27.0 2.50 6.42
Tiofanato- 8 < LOD 33.0 2.50 11.4
metilico

* Limite de deteccdo (LOD), Limite de quantifacacdo (LOQ), Desvio padrédo (SD).

Tabela 4.Pesticidas (em ppb) detectados no mel de abelhas sem ferrdo (M. subnitida)

que forrageiam na floresta (caatinga).

Produtos Amostras Minimo Maximo Mediana SD
positivas

Bifentrina 1 <LOD >LOD, 2.50 1.58
<LOQ

Dimetoato 3 < LOD 14.0 2.50 3.89

Iprodione 1 <LOD 10.0 2.50 2.37

Miclobutanil 2 <LOD >LOD, 2.50 2.11
<LOQ

* Limite de deteccdo (LOD), Limite de quantifacacdo (LOQ), Desvio padrédo (SD).
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O numero de pesticidas detectados nas amostras de mel foi maior (P <0,0001)
para as abelhas (A.mellifera) que polinizam as culturas de mel&o do que para as abelhas
(A.mellifera) e as abelhas jandaira que se alimentam na floresta. O nimero de amostras
positivas para cada pesticida esta apresentado na Tabela 5. O mel de abelhas
polinizadoras do meldo apresentou maior frequéncia de amostras positivas para
acetamiprido, carbaril, clorpirifés, furatiocarbe, imidacloprido, paraoxon, paration-etil,
sulfotep e tiametoxam. O mel de abelhas que forrageiam na floresta apresentou maiores
frequéncias de amostras positivas de azoxistrobina, bifentrina, miclobutanil e tiofanato-
metila. O dimetoato mostrou frequéncias mais altas em mel de abelhas (A.mellifera) e
abelhas jandaira que forrageiam na floresta do que as abelhas polinizadoras de
planta¢Ges de mel&o.

As concentracOes de pesticidas detectados nas amostras de mel sdo apresentadas
na Tabela 6. O mel das abelhas usadas para polinizar plantacoes de mel&o apresentou as
maiores (P <0,05) concentragcdes de carbaril, clorpirifés, imidacloprido, paraoxon,
paration-etil, fosalona, sulfotep e tiametoxam. A concentracdo de tiofanato-metil foi
maior (P <0,05) no mel de abelhas que se alimentam na floresta. A concentracdo de
dimetoato em mel de abelhas jandaira foi maior do que o mel de abelhas que polinizam
as culturas de meldo, mas néo foi significativamente diferente do mel de abelhas que se

alimentam na floresta.
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Tabela 5.Numero de amostras com pesticidas detectados no mel de abelhas (A.

mellifera) polinizando lavouras de meldo ou de forrageamento na floresta (caatinga) e

de abelhas sem ferrdo (M. subnitida) que forrageam na floresta.

Produtos Melo Floresta M. subnitida pt
(n=23) (n=20) (n=10)

Acetamiprido 6 (26.1%) 0 0 0.0148
Aldicarbe sulfoxido 1 (4.3%) 0 0 n.s.
Azoxistrobina 0 6 (30%) 0 0.0022
Bifentrina 0 5 (25%) 1 (10%) 0.0243
Carbaril 23 (100%) 0 0 <0.0001
Carbofurano 3 (13.0%) 0 0 n.s.
Clorprifos 23 (100%) 0 0 <0.0001
Dimetoato 0 4 (20%) 3 (30%) 0.0139
Etiona 1 (4.3%) 0 0 n.s.
Fosalona 1 (4.3%) 0 0 n.s.
Furatiocarbe 19 (82.6%) 0 0 <0.0001
Imidacloprido 7 (30.4%) 0 0 0.0052
Iprodiona 0 2 (10%) 1 (10%) n.s.
Miclobutanil 0 4 (20%) 2 (20%) 0.0463
Paraoxon 21 (91.3%) 0 0 <0.0001
Parationa-etilica 23 (100%) 0 0 <0.0001
Sulfotep 5 (21.7%) 0 0 0.0389
Tiametoxam 8 (34.8%) 0 0 0.0017
Tiopanato-metitico 0 8 (40%) 0 0.0004

! Fisher test
n.s.: P> 0.05
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Tabela 6.As concentracdes de pesticidas detectados (em ppb) em mel de abelhas (A.

mellifera) polinizando lavouras de meldo ou de forrageamento na floresta (caatinga) e

de abelhas sem ferrdo (M. subnitida) forrageamento na floresta. Os dados sé&o

apresentados como a media = SEM

Produtos Meléo Floresta M. subnitida p?
(n=23) (n=20) (n=10)

Acetamiprido 5.87+1.72 2.50+0 2.50+0 0.0134
Aldicarbe sulfoxido 3.82+1.32 2.50+0 2.50+0 n.s.
Azoxistrobina 2.50+0 8.32+3.03 2.50+0 0.0043
Bifentrina 2.50+0 3.75+0.50 3.00+0.50 0.0377
Carbaril 139.1+18.3° 2.50+0° 2.50+0° <0.0001
Carbofurano 3.15+0.36 2.50+0 2.50+0 n.s.
Clorpirifés 21.8+1.25° 2.50+0° 2.5040 " <0.0001
Dimetoato 2.50+0° 3.80+0.62*°  4.65+1.23°  0.0368
Etiona 2.97+0.47 2.50+0 2.50+0 n.s.
Furatiocarbe 6.63+0.40 ® 2.5040 " 2.5040 " <0.0001
Imidacloprido 26.8+8.10 ° 2.50+0° 2.50+0° 0.0059
Iprodiona 2.50+0 3.00+.34 3.25+0.75 n.s.
Miclobutanil 2.50+0 5.12+1.44 3.50+0.67 n.s.
Paraoxon 18.5+3.55 ° 2.5040 " 2.5040 " <0.0001
Parationa-etilica 880.0+190.7 2.50+0 " 2.5040 ° <0.0001
Phosalona 2.72+0.22 2.50+0 2.50+0 n.s.
Sulfotep 3.98+0.62 2.50+0° 2.50+0° 0.0295
Tiametoxam 6.04+1.3° 2.50+0° 2.50+0° 0.0025
Tiofanato-metil 2.50+0° 10.2+2.56 ° 2.500 0.0005

IKruskal-Wallis test

2P | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os valores
(Student-Newman-Keuls test) n.s.: P> 0.05
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2.6 DISCUSSAO

Nas amostras de mel de abelhas que forrrageiam nas plantagdes de meldo foram
detectados treze tipos de pesticidas diferentes. Estas amostras foram coletadas em
Mossor6 e Baralna, municipios integrantes de uma area conhecida como Zona
Homogénea Mossoroense. Esta area concentra grande producédo de meldo e passou a ser
conhecida como uma das areas de modernizacdo intensa na regido Nordeste (TORRES e
MOUTINHO, 2002). Contudo, o uso intensivo de agrotdxicos € realizado com
frequéncia pelos produtores de meldo daquelas regides, com aplicacbes realizadas ao
longo do ciclo e associando diversos principios ativos, numa espécie de coquetel de
agrotoxicos, formados principalmente por inseticidas e fungicidas (OLIVEIRA, 2008).

Apesar do uso intensivo de agrotoxicos, a polinizacdo por abelhas nas plantac6es
de meldo é pratica bastante comum entre os produtores. Isto se deve a eficiente
atividade polinizadora da abelha melifera (Apis mellifera L.) na cultura do melao,
assegurando altos indices de produtividade (SOUSA et al., 2009). No entanto, tal
manejo, representa um risco de exposicdo a agrotdxico para as abelhas polinizadoras,
principalmente quando a cultura alvo é a Unica em pleno florescimento na area tratada,
como ocorre no periodo de escassez de chuvas, época que ocorre o cultivo do meléo.
Deste modo, a auséncia de diversidade de pélem e nécta aumenta a atratividade das
abelhas pela cultura e pode agravar o efeito dos agrotoxicos sobre as abelhas e
contribuir para o declinio desses polinizadores nessas areas (SOUSA, 2003).

Dos 19 compostos encontrados nas amostras de mel em nosso estudo, sete
(clorpirifés, dimetoato, etiona, paraoxona, parationa, fosalona e sulfotep) pertencem ao
grupo quimico organofosforado, e quatro (aldicarbe, carbaril, carbofurano e
furatiocarbe) sdo carbamatos. Todos estes compostos foram encontrados no mel de

abelhas que polinizam as culturas de meldo. Ambos 0s grupos inseticidas
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organofosforados e carbamatos sdo conhecidos por inibir a acetilcolinesterase, enzima
que hidrolisa o neurotransmissor acetilcolina (SULTATOS, 2005). As abelhas séo
conhecidas por serem muito sensiveis, mesmo a uma unica exposicao aos inseticidas
carbamatos (AKCA et al., 2009; HARDSTONE e SCOTT, 2010) e organofosforados
(ABROL e ANDOTRA, 2003; HARDSTONE e SCOTT, 2010), o que resulta em alta
mortalidade em até 24 horas apds a exposi¢ao.

De fato, as doses letais para 50%(DL50) para exposi¢cdo topica de dimetoato,
clorpirifés e carbaril em abelhas foram determinados como 22,4 , 35,4 e 42,8 ng por
abelha (ABROL e ANDOTRA, 2003), o que corresponde a aproximadamente a 862,
1.362 e 1.646 ppb em alimentos, respectivamente. Estes valores s&o maiores do que as
concentragOes encontradas nas amostras de mel durante o estudo; assim, o mel ndo pode
promover a intoxicacdo aguda em abelhas. No entanto, doses sub-letais podem provocar
mudangas comportamentais em abelhas. Por exemplo, a frequéncia de visitas a um
alimentador de abelhas aumentou quando tratadas topicamente com 50 ng de parationa
por abelha, mas na dose de 10 ng por abelha, a frequéncia inicialmente diminuiu e
depois aumentou (GUEZ et al., 2005). Assim, os niveis residuais de alguns inseticidas
organofosforados e carbamatos podem afetar o comportamento alimentar de abelhas
usadas para polinizar meldo.

Os inseticidas neonicotindides imidacloprido, acetamiprido e tiametoxam foram
encontrados no mel das abelhas que polinizaram culturas de meldo. A aplicacdo de
inseticidas neonicotindides as plantas é conhecida por gerar concentracfes residuais dos
pesticida no néctar e pdlen das flores, mesmo quando é utilizado apenas para o
tratamento de sementes (SCHMUCK et al., 2001; BONMATIN et al.,2003; RORTAIS
et al., 2005). Além disso, as gotas de gutacdo dos meloeiros tratados com imidacloprido

podem conter elevadas concentragfes deste composto (até 37 pg/ml) (HOFFMANN e
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CASTLE, 2012). Os inseticidas neonicotindides atuam como agonistas do receptor
nicotinico de acetilcolina (NAChR) de uma maneira semelhante & nicotina, mas com
muito mais poténcia e seletividade para os receptores de insetos do que em mamiferos
(TOMIZAWA e CASIDA, 2008).

A DL50 da exposicao oral aguda para imidacloprido em abelhas foi estimada em
3,7 a 40,9 ng/abelha, ou 0,14 a 1,57 ppm no alimento (SCHMUCK et al., 2001), e a
LD50 da exposicao oral aguda de tiametoxam em abelhas foi estimada em 5,0 ng/abelha
(GODFRAYet al., 2014). Contudo, as abelhas sdo muito mais sensiveis a exposi¢do
cronica ao imidacloprido. Taxas de sobrevivéncia reduzidas foram observadas em
abelhas que ingeriram uma dose cumulativa de 0,01 ng/abelha por 8 dias (SUCHAIL et
al ., 2001).

O imidacloprido pode reduzir a resisténcia das abelhas a patégenos (ALAUXet
al., 2010; PETTIS et al., 2012). Doses tdo baixas quanto 5 ppb administradas para as
abelhas misturadas ao xarope de sacarose aumentaram o nudmero de esporos por abelha
do patogeno intestinal Nosema (PETTIS et al., 2012). Além dos efeitos
imunossupressores, imidacloprido também promove distdrbios comportamentais. As
abelhas que ingeriram 50 ppb de imidacloprido na sua alimentacdo voaram menores
distancias e passaram mais tempo perto das fontes de alimento (TEETERS et al., 2012).
Além disso, este composto reduziu a memoria olfativa de abelhas, na dose de 12 ng por
abelha (DECOURTYE et al., 2004, 2005). Em outro estudo, abelhas Apis cerana
alimentadas com néctar com 34 ppb de imidacloprido apresentaram reducdo da evaséo a
inseto predador, e aqueles alimentados com 17 ppb ou 34 ppb coletaram um volume
menor de néctar (TAN et al., 2014). Como o mel das abelhas usadas para polinizar
meldo apresentaram até 106,0 ppb de imidacloprido, essas abelhas podem apresentar

mudangas de comportamento de forrageamento e imunossupressdo. Além disso, o
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imidacloprido residual pode persistir no mel contaminado por varios meses,
aumentando ainda mais o risco para estas abelhas (RORTAIS et al., 2005).

Em nosso estudo, o piretroide bifentrina foi encontrado no mel de abelhas A.
mellifera e abelhas jandaira que se alimentaram na floresta. Os piretroides, incluindo
bifentrina, sdo conhecidos por diminuir a excitabilidade neuronal de neur6nios no
cérebro das abelhas, diminuindo as correntes de sddio (ZHOU et al., 2011). As abelhas
sd80 muito sensiveis a bifentrina, e a exposicdo pode ser letal (QUALLS et al., 2010).
Além disso, foi relatado que a bifentrina afeta negativamente as abelhas, reduzindo a
fecundidade e o crescimento, prolongando as fases imaturas de vida (DA et al., 2010).
Em nosso estudo, a concentracdo de bifentrina no mel foi muito baixa (inferior a 5 ppb);
no entanto, a sua presenca no mel é indicativo de contaminacdo do meio ambiente ap6s
0 uso inadequado como inseticida.

Quatro dos compostos detectados no mel de abelhas que se alimentavam na
floresta atuam como fungicidas: azoxistrobina (estrobilurina), iprodiona (carboxamida),
miclobutanil (triazol) e tiofanato (benzimidazol). A iprodiona foi descrita como nao
toxico para as abelhas A. mellifera e Osmia lignaria (uma espécie de abelha solitéria)
apos contato direto e exposicdo oral (LADURNER et al., 2005), mas as sensibilidades
das abelhas para a azoxistrobina, o miclobutanil e o tiofanato sdo atualmente
desconhecidas. No entanto, os fungicidas podem afetar abelhas indiretamente através da
reducdo das populacbes de fungos que sdo benéficos para as abelhas. Estes fungos
convertem o polen armazenado por fermentacdo em alimento para larvas, conhecidas
como péo da abelha (YODER et al., 2013).

A concentracdo de carbaril, clorpirifos e parationa-etilica em algumas amostras
de mel que polinizavam as planta¢Ges de meldo, em nosso estudo, foram 139,1, 21,8 e

880,0 ppb respectivamente. Estes valores sdo maiores que o limite maximo de residuo
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(20 ppb), estabelecido no Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
que este alimento pode ter, sem prejudicar a integridade orgéanica de seres humano e
animais (BRASIL, 2014). Isto implica em consequéncia negativa para comercializacéo,
pois existe uma tendéncia de que a exportacdo do mel seja comprometida em funcédo as
restrices impostas pelo mercado externo, sobretudo o europeu, que tem apresentado
um controle muito rigido frente a contaminantes (SILVA, 2007).

Além disso, uma exposi¢do prolongada a doses relativamente baixas de um ou
mais agrotdxicos, pode ser considerado como uma condic¢do potencialmente associada a
etiologia do cancer, por sua possivel atuacdo na alteracdo do DNA de uma célula e/ou
estimulando a célula alterada a se dividir (WUNSCH-FILHO e KOIFMAN, 2003).
Pode-se destacar alguns estudos no Brasil relacionados a disturbios reprodutivos
(GIBSON e KOIFMAN, 2008), a alteragdes psiquiatricas (PIRES et al., 2005), a efeitos
neurotdxicos/teratogénicos (MEYER, et al., 2004) e ao cancer (CHRISMAN et al.,
2009). Isto tem determinado uma tendéncia irreversivel de consumir produtos cada vez
menos contaminados com principios ativos de agrotoxicos.

Neste sentido, a determinacdo de residuos de agrotoxicos adquiriu um maior
nivel de importancia por estarem diretamente ligados aos riscos a salde humana
(BRASIL, 2014). Assim, a presenca de residuos no mel analizado além de revelar o
controle de qualidade do mesmo para 0 consumo humano, também serviu como
indicador de possivel poluicdo ambiental nas proximidades das &reas de intensa
producdo de meldo, onde se localizavam os apiarios. O potencial do mel como
bioindicador foi demostrado com Apis mellifera L. em reserva ecologica a 3km de uma

extensa area de horticultura (RISSATO et al., 2006).
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2.7 CONCLUSOES

As amostras de mel do presente estudo apresentaram 19 pesticidas diferentes, 13
dos quais estavam presentes no mel das abelhas que polinizavam culturas de meldo. Os
niveis de alguns compostos eram suficientemente elevados para provocar efeitos
adversos nas abelhas. Assim, a polinizagédo das culturas pode oferecer um grande risco
de toxicidade para as abelhas e poderia contribuir para colapso das colénias.

A determinacdo de residuo de pesticidas no mel de abelhas criadas na regido do
estudo deve ser realizada por representar um excelente indicador da poluigdo ambiental
e estar diretamente ligada a salde humana, & satde das abelhas e a comercializagdo do

mel.
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