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KNAUL, Luana Estefani. Ocorrência de Glifosato e AMPA em méis provenientes de uma região de
agricultura intensiva. 2024. 50 f. Dissertação (Mestrado em Energia e Sustentabilidade) –
Universidade Federal da Integração Latino-Americana, Foz do Iguaçu.

RESUMO

Um fato vivenciado pela agricultura intensiva é a presença no seu entorno, de outras atividades
agrícolas que dividem espaço e recursos naturais, embora não sejam, a uma primeira vista,
compatíveis entre si. O estado do Paraná destaca-se pelo cultivo de soja e milho, sendo o herbicida
glifosato predominantemente utilizado. Por outro lado, a atividade apícola apoiada na agricultura
familiar vem ganhando destaque, e são escassos e incompletos os estudos de ocorrência de glifosato
em méis paranaenses. O objetivo deste trabalho foi validar um método analítico empregando
QuEChERS seguido de análise por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detector de
fluorescência (CLAE-FD) para a análise de glifosato (GLI) e AMPA (ácido aminometilfosfônico)
em amostras de méis de Apis mellifera, e aplicar o método na análise de 44 amostras provenientes
de produção de subsistência em área de agricultura intensiva, com predominância da monocultura
de soja e milho. As amostras de méis de Apis mellifera foram obtidas de 15 apicultores em três
diferentes floradas apícolas. O método analítico apresentou repetibilidade de 20,3% e 25,8%, e
recuperação de 95,3% e 106,9% para glifosato e AMPA, respectivamente. Das amostras analisadas
25 (57,0%) apresentaram a ocorrência de glifosato (acima do LQ de 1,5 µg kg-1), enquanto que
AMPA foi encontrado em 31 (70,0%) amostras (acima do LQ de 1,1 µg kg-1), e ambos os analitos
foram encontrados em conjunto em 20 (46,0%) amostras. Além disso, 15 amostras (34,0%)
apresentaram níveis de glifosato acima do limite máximo de resíduos (LMR) aceitável perante a
legislação Europeia, de 50,0 µg kg-1. Os maiores níveis de glifosato foram encontrados em amostras
coletadas após a safra de soja, já os maiores níveis de AMPA foram localizados em amostras
obtidas após a safra de milho, enfatizando a degradação do glifosato e formação do AMPA. Nas
coletas provenientes de flora silvestre, baixos níveis de GLI e AMPA foram observados,
evidenciando a relação entre o calendário agrícola com a ocorrência de resíduos de agrotóxicos. Por
fim, para que a atividade apícola ocorra em sinergia com outras atividades agrícolas é necessário a
melhoria das técnicas de pulverização dos agrotóxicos, buscando dirimir a contaminação das
colméias com agrotóxicos.

Palavras-chave: Agrotóxicos; Glifosato; AMPA; Apis mellifera; Sustentabilidade.



KNAUL, Luana Estefani. Presencia de Glifosato y AMPA en mieles de una región agrícola
intensiva. 2024. 50 h. Dissertación (Maestría en Energía y Sostenibilidad) – Universidad Federal de
la Integración Latinoamericana, Foz do Iguaçu.

RESUMEN

Un hecho que experimenta la agricultura intensiva es la presencia en su entorno de otras actividades
agrícolas que comparten espacio y recursos naturales, aunque no sean, a primera vista, compatibles
entre sí. El estado de Paraná se destaca por el cultivo de soja y maíz, siendo predominante el
herbicida glifosato. Por otro lado, las actividades apícolas apoyadas en la agricultura familiar vienen
ganando protagonismo y los estudios sobre la presencia de glifosato en mieles de Paraná son
escasos e incompletos. El objetivo de este trabajo fue validar un método analítico utilizando
QuEChERS seguido de análisis por cromatografía líquida de alta resolución acoplado a un detector
de fluorescencia (HPLC-FD) para el análisis de glifosato (GLI) y AMPA (ácido
aminometilfosfónico) en muestras de miel de Apis. mellifera, y aplicar el método al análisis de 44
muestras provenientes de producción de subsistencia en una zona de agricultura intensiva, con
predominio del monocultivo de soja y maíz. Se obtuvieron muestras de miel de Apis mellifera de 15
apicultores en tres floraciones de abejas diferentes. El método analítico mostró una repetibilidad del
20,3% y 25,8%, y una recuperación del 95,3% y 106,9% para glifosato y AMPA, respectivamente.
De las muestras analizadas, 25 (57,0%) presentaron la presencia de glifosato (por encima del LQ de
1,5 µg kg-1), mientras que se encontró AMPA en 31 (70,0%) muestras (por encima del LQ de 1,1 µg
kg-1) y ambos analitos se encontraron juntos en 20 (46,0%) muestras. Además, 15 muestras (34,0%)
mostraron niveles de glifosato superiores al límite máximo de residuos (LMR) aceptable según la
legislación europea, de 50,0 µg kg-1. Los niveles más altos de glifosato se encontraron en muestras
recolectadas después de la cosecha de soja, mientras que los niveles más altos de AMPA se
encontraron en muestras obtenidas después de la cosecha de maíz, destacando la degradación del
glifosato y la formación de AMPA. En colecciones de flora silvestre se observaron bajos niveles de
GLI y AMPA, destacando la relación entre el calendario agrícola y la aparición de residuos de
plaguicidas. Finalmente, para que la apicultura se dé en sinergia con otras actividades agrícolas, es
necesario mejorar las técnicas de fumigación con pesticidas, buscando eliminar la contaminación de
las colmenas con pesticidas.

Palabras-clave: Pesticidas; Glifosato, AMPA; Apis mellifera; Sostenibilidad.



KNAUL, Luana Estefani. Occurrence of Glyphosate and AMPA in honeys from an intensive
agricultural region. 2024. 50 s. Dissertation (Master in Energy and Sustainability) – Federal
University of Latin American Integration, Foz do Iguaçu.

ABSTRACT

A fact experienced by intensive agriculture is the presence in its surroundings of other agricultural
activities that share space and natural resources, although they are not, at first glance, compatible
with each other. The state of Paraná stands out for the cultivation of soybeans and corn, with the
herbicide glyphosate being predominantly used. On the other hand, beekeeping activities supported
by family farming have been gaining prominence, and studies on the occurrence of glyphosate in
honeys from Paraná are scarce and incomplete. The objective of this work was to validate an
analytical method using QuEChERS followed by high-performance liquid chromatography analysis
coupled to a fluorescence detector (HPLC-FD) for the analysis of glyphosate (GLI) and AMPA
(aminomethylphosphonic acid) in Apis honey samples. mellifera, and apply the method to the
analysis of 44 samples from subsistence production in an area of intensive agriculture, with a
predominance of soybean and corn monoculture. Samples of Apis mellifera honey were obtained
from 15 beekeepers in three different bee blooms. The analytical method showed repeatability of
20.3% and 25.8%, and recovery of 95.3% and 106.9% for glyphosate and AMPA, respectively. Of
the samples analyzed, 25 (57.0%) showed the occurrence of glyphosate (above the LQ of 1.5 µg
kg-1), while AMPA was found in 31 (70.0%) samples (above the LQ of 1. 1 µg kg-1), and both
analytes were found together in 20 (46.0%) samples. Furthermore, 15 samples (34.0%) showed
glyphosate levels above the maximum residue limit (MRL) acceptable under European legislation,
of 50.0 µg kg-1. The highest levels of glyphosate were found in samples collected after the soybean
harvest, while the highest levels of AMPA were found in samples obtained after the corn harvest,
emphasizing the degradation of glyphosate and the formation of AMPA. In collections from wild
flora, low levels of GLI and AMPA were observed, highlighting the relationship between the
agricultural calendar and the occurrence of pesticide residues. Finally, for beekeeping to occur in
synergy with other agricultural activities, it is necessary to improve pesticide spraying techniques,
seeking to eliminate the contamination of hives with pesticides.

Keywords: Pesticides; Glyphosate; AMPA; Apis mellifera; Sustainability.
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​1 INTRODUÇÃO

O mel, segundo a Codex Alimentarius (1981) e o Ministério da Agricultura e Abastecimento

(MAPA, 2000), trata-se de uma substância natural caracterizada como sendo doce. Este é produzido

por abelhas melíferas a partir do néctar das flores, plantas ou demais secreções de uma planta viva

(Nunes e Heindrickson, 2019). O mel apresenta complexidade na composição, visto que possui

carboidratos como a classe de compostos majoritários, e outros como lipídios, proteínas, enzimas,

compostos fenólicos, flavonóides, antioxidantes e vitaminas. Há também a ocorrência de compostos

medicinais e terapêuticos contribuindo na inibição do crescimento bacteriano, controle de parasitas,

possui atividades antimutagênicas e antitumorais e a redução dos riscos cardiovasculares (Mukiibi

et al., 2021; El-Nahhal, 2020; Marcolin et al., 2021).

De acordo com o IBGE – Pesquisa Pecuária Municipal (PPM) , no ano de 2022 a produção

nacional brasileira de mel foi maior comparada com a produção do ano de 2021, com 60,9 mil

toneladas em comparação com o ano anterior de 55,6 mil toneladas, desempenhando um papel

importante na economia nacional. Grande parte da produção brasileira de mel é exportada, de

acordo com a Comex, em 2022 cerca de 36,8 mil toneladas foram exportadas, sendo destinado

majoritariamente para os países Estados Unidos, Canadá, Alemanha, Canadá, Austrália, entre

outros. O estado do Paraná ocupou o quarto lugar no ranking de exportação do mel (Comex, 2022).

No entanto, ainda que a apicultura paranaense contribua com um percentual considerável nas

exportações de mel, esta não é a atividade predominante, sendo considerada uma cultura alternativa

frente à geração de renda principal, que é o cultivo de grãos como soja, milho e trigo provenientes

da agricultura intensiva (LIMA, 2005; Heindrickson e Nunes., 2018; Rodrigues e Myskiw., 2022).

Entretanto a agricultura é a principal responsável pela exposição das abelhas a uma

variedade de agrotóxicos, impactando na mortalidade de colônias como também na contaminação

com resíduos de agrotóxico nos produtos provenientes das abelhas, como própolis, cera, mel, pólen

e geleia real (Wang et al., 2022). Os agrotóxicos são empregados na agricultura para diversos fins,

com um objetivo em comum, eliminar e controlar organismos vivos indesejáveis que afetam a

produção de grãos, seja essas plantas daninhas, insetos ou fungos (Hassaan e El Nemr, 2020).

Estudos têm evidenciado a presença de diferentes classes de agrotóxicos em mel, desde inseticidas,

acaricidas, fungicidas, herbicidas, entre outros, nos diferentes continentes, como Ásia, Europa,

América do Norte e do Sul (Bommuraj et al., 2019; El-Nahhal, 2020; Wang et al., 2020). Um mel

contaminado com resíduos de agrotóxicos representa um risco à saúde dos consumidores, visto que

a exposição a glifosato pode causar efeitos adversos no sistema endócrino, reprodutor feminino e
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masculino, potencial carcinogênico, dentre outros impactos na saúde humana (Gandhi et al., 2021;

Muñoz et al., 2023).

Um agrotóxico muito empregado no Brasil e no mundo é o glifosato, visto que é um

herbicida pós emergente, podendo ser aplicado após o surgimento das plantas, e não seletivo no

controle de plantas daninhas, eliminando diversos tipos de plantas. Entretanto, pode causar danos

aos ambientes naturais ao entorno da área agrícola, como em água, plantas, flores e frutos, fontes

estas de alimento e sobrevivência para abelhas, insetos, pássaros, mamíferos, peixes e outros

animais, além de ser transportado para a cadeia alimentar (Carneiro et al., 2015; Pereira et al.,

2019).

O mel é uma importante fonte alimentar, assim, pode ser utilizado como indicador de

contaminação de agrotóxicos, como o glifosato, no ambiente e ao entorno do apiário, além de

contribuir para monitoramento de resíduos de agrotóxicos, proporcionando uma produção e

consumo seguro de mel pelos consumidores. Concomitantemente com o acompanhamento dos méis

potencializa-se a apicultura paranaense mais sustentável, visto que esta supervisão está atrelada

diretamente com os objetivos de desenvolvimento sustentável (ODS).

Deste modo, a atividade apícola e a produção de mel seguro sem resíduos de agrotóxicos

contribui com os seguintes objetivos: Objetivo 2: fome zero e agricultura sustentável exigindo a

segurança alimentar e uma agricultura consciente e sustentável que não afete os ecossistemas ao

entorno; com o Objetivo 3: saúde e bem estar buscando a redução de mortes e doenças por produtos

químicos perigosos como os agrotóxicos; com o Objetivo 12: consumo e produção responsável

frisando por um manejo ambientalmente seguro dos produtos químicos e de seus resíduos; e

Objetivo 15: vida terrestre buscando deter, proteger, recuperar e promover o uso sustentável dos

ecossistemas, florestas e a biodiversidade.

​
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​2 OBJETIVOS

​2.1 OBJETIVO GERAL

​

Validar e aplicar um método analítico empregando QuEChERS seguido de análise por

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detector de fluorescência (CLAE-FD) para a

análise de glifosato (GLI) e AMPA (ácido aminometilfosfônico) em amostras de mel Apis Mellifera

do Oeste do Paraná.

​2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Validar o método de preparo de amostras por extração com QuEChERS seguido de

derivatização e análise por CLAE-FLD para determinação simultânea de glifosato e AMPA em mel;

Demonstrar aplicabilidade do método na determinação de glifosato e AMPA em amostras de

mel obtidas na região Oeste do Paraná;

Avaliar o efeito da sazonalidade agrícola na contaminação de mel por glifosato e AMPA na

região Oeste do Paraná.
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

​3.1 CONTAMINAÇÃO DO MEL

A atividade apícola mundial é considerada, em sua maioria, uma atividade de subsistência

para pequenos produtores rurais e de agricultura familiar, como forma alternativa para

complementar a renda familiar (Schouten e Lloyd., 2019; Schouten., 2020). Isto pois, a apicultura

requer menos trabalho intensivo, flexibilidade no tempo investido, investimentos menores, além de

poder ser realizada concomitantemente com outras atividades agrícolas aumentando a

biodiversidade e preservação das reservas florestais (FAO, 2011; Hinton et al., 2020; Schouten.,

2020).

Entretanto, nas últimas décadas as abelhas, especialmente de Apis mellifera, têm sido

constantemente ameaçadas com a expansão e intensificação das atividades agrícolas devido à

poluição ambiental, redução do habitat natural, escassez de espécies florísticas e árvores nativas,

mudanças climáticas, além do aumento do uso de agrotóxicos, sendo este a principal razão para o

declínio das abelhas (Marcolin et al., 2021; Wang et al., 2022). Estudos anteriores verificaram a

presença de contaminantes e resíduos de agrotóxicos nos diferentes ambientes visitados pelas

abelhas, como nas flores, pólen, néctar e água contaminada (Sgolastra et al., 2019, Toselli e

Sgolastra, 2020).

Estudos já foram realizados a fim de avaliar a presença de resíduos de agrotóxicos nas

colméias, bem como no mel, cera, própolis, pólen, geleia real e outros produtos apícolas em

diversos países e continentes, demonstrando que o agrotóxico pulverizado na agricultura entra na

cadeia alimentar (Wiest et al., 2011, Kasiotis et al., 2014; Al Naggar et al., 2015; Codling et al.,

2016; Orso et al., 2016; Tong et al., 2018; Toselli e Sgolastra, 2020; Murcia-Morales et al., 2022;

Xiao et al., 2022; Wang et al., 2022). A revisão de El Nahhal et al., (2020) demonstrou que 92

resíduos de agrotóxicos já foram encontrados em amostras de mel de 27 países. Um estudo

realizado por Bommuraj et al., (2019) com 32 apiários distintos em Israel, detectou resíduos de

agrotóxicos em todas as amostras de mel e de cera de abelha analisadas. Já Wang et al., (2020)

detectaram agrotóxicos neonicotinóides em 244 de 573 amostras de mel de Apis mellifera de origem

Chinesa. Souza et al., (2021a) analisaram amostras brasileiras, latino-americanas e europeias, e

localizaram resíduos de inseticidas em 37,3% das 51 amostras.

Em amostras brasileiras de Apis mellifera, vários estudos brasileiros relatam a verificação de

outros agrotóxicos em mel, como Orso et al., (2016) que encontraram resíduos de agrotóxicos em

50% das amostras analisadas oriundas diversas regiões do estado do Rio Grande do Sul e que foram
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produzidas próximas às culturas de soja, milho e trigo. Rissato et al., (2007) buscaram analisar 48

agrotóxicos em mel proveniente da cidade de Bauru (estado de São Paulo) e verificaram baixos

níveis de contaminação por resíduos, entretanto um agrotóxico utilizado no controle do mosquito da

dengue foi detectado, demonstrando que não somente a agricultura pode impactar na contaminação

do mel. Um estudo realizado por Junior et al., (2019) no município de Jaguaquara, Bahia, avaliou

méis coletados em três apiários, sendo que um próximos a pastagens e campo, outro próximo a

cultivos de maracujá e milho e um terceiro apiário perto de plantações de cacau, e em todos não

foram detectados nenhum agrotóxico, sendo que foram avaliados para 207 compostos diferentes,

representando um possível reflexo da sazonalidade das aplicações dos agrotóxicos.

​

​3.2 PROBLEMÁTICA DOS AGROTÓXICOS

A utilização de agrotóxicos voltados à agricultura iniciou-se por volta da década de 1950

com a “Revolução Verde”, buscando modernizar e aumentar a produtividade da agricultura. Já no

Brasil o emprego de agrotóxicos iniciou-se na década de 1960 e 1970 estimulado pelo Programa

Nacional de Defensivos Agrícolas (PNDA) que buscava aumentar a produção interna de

agrotóxicos, incentivar o uso e elevar a produtividade (Lopes & Albuquerque, 2018; Lignani &

Brandão, 2022).

No Brasil os agrotóxicos são regulamentados e assegurados pela Lei n° 7.802/1989 e pelo

Decreto n° 4.074/2022 que estabelece como sendo produtos destinados à agricultura, pastagens,

proteção de florestas, ecossistemas, ambientes urbanos, hídricos e industriais. Agrotóxicos são,

portanto, substâncias empregadas na erradicação, controle e prevenção de pragas, plantas daninhas

indesejadas que podem afetar a produtividade de alimentos e referem-se à ampla gama de produtos

químicos empregados na agricultura, incluindo assim os herbicidas, inseticidas, fungicidas,

nematocidas, acaricidas e raticidas (FAO, 2016).

O Brasil, ao longo dos anos, lidera o ranking de maiores consumidores de agrotóxicos do

mundo, tanto é que a comercialização de agrotóxicos pela categoria de produtos formulados

aumentou no decorrer dos anos, como demonstrado na Figura 1, passando de 306,7 mil toneladas

no ano de 2009 para 800,6 mil toneladas no ano de 2022, segundo o Instituto Brasileiro do Meio

Ambiente e dos Recursos - IBAMA (2022) (Sabida et al., 2019; Tavares et al., 2020; Lignani &

Brandão., 2022). Observa-se que no ano de 2022 foi o ano com maiores vendas de agrotóxicos, bem

como o ano com a maior produção de grãos, isto pois na safra de 2022/2023 produziu-se 319,8 mil

toneladas de grãos como pode ser visualizado na Figura 2, conforme levantamento realizado pela
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Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2024), representando uma relação entre o

aumento do consumo de agrotóxicos e elevação na produção de grãos.

Figura 1: Evolução das vendas totais de produtos formulados de agrotóxicos por ano no Brasil.

Fonte: Adaptado de IBAMA (2022).

Figura 2: Avanço na produção de grãos por safras no Brasil.

Fonte: Adaptado de CONAB (2024).

O consumo de agrotóxico pela categoria de ingredientes ativos por região brasileira é

crescente paralelamente à produção de grãos para todas as regiões, como demonstrado na Figura 3
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com a comercialização versus a produção de grãos. A região centro-oeste leva destaque no consumo

de 292,8 mil toneladas no ano de 2022 e recorde de produção na safra 2022/2023 produzindo 162,4

mil toneladas de grãos. O mesmo acontece com a região sul, sendo a segunda região mais produtora

de grãos, bem como a segunda que mais consome agrotóxicos (IBAMA, 2022; CONAB; 2024).

Figura 3: Comercialização de ingredientes ativos dos agrotóxicos no ano de 2022 versus a produção de grãos na safra

2022/2023.

Fonte: Adaptado de IBAMA (2022) e CONAB (2024).

Dentre os ingredientes ativos mais vendidos no Brasil encontra-se a classe dos herbicidas

com 492,3 mil toneladas, correspondendo a um percentual de 61,49% do total de ingredientes ativos

comercializados no ano de 2022. Em seguida, tem-se a classe dos fungicidas com representando

16,05% do total, posteriormente a classe dos inseticidas com 11,09% dos inseticidas mais

consumidos (IBAMA, 2022). Segundo o Painel de Informações sobre a Comercialização de

Agrotóxicos e Afins no Brasil do IBAMA, o agrotóxico mais vendido no ano de 2022 foi o

herbicida Glifosato e seus sais derivados com 382,7 mil toneladas de ingrediente ativo. E este é

consumido em grande monta nos estados do Mato Grosso, Paraná e Rio Grande do Sul, com 47,3

mil, 31,2 mil e 27,1 mil toneladas, respectivamente, os panorama da comercialização de

ingredientes ativos de glifosato nos demais estados encontra-se exposto na Figura 4 (IBAMA,

2022).
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Figura 4: Comercialização de ingrediente ativo de glifosato no ano de 2022 por estado brasileiro.

Fonte: Adaptado de IBAMA (2022)

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina) com fórmula molecular C3H8NO5P é não seletivo,

comum e eficaz contra plantas daninhas, sendo absorvido pelas folhas e atuando em diversos

complexos enzimáticos, bloqueado a síntese de determinados aminoácidos e metabólitos

secundários, ocasionando a dessecação da planta (Nodari & Hess., 2020; Lima et al., 2021). O

emprego de glifosato é registrado para uso em mais de 130 países e autorizado para uso agrícola e

não agrícola, como jardinagens, pastagens e áreas florestais. Mas seu uso principal é na agricultura,

especialmente, nas culturas de soja, milho, trigo, algodão e café, entretanto, outras culturas de

grãos, frutas, cereais, fumo e cana-de-açúcar também fazem uso do mesmo (ANVISA., 2019;

CETESB., 2018; AENDA., 2023). Desde a introdução de soja e milho geneticamente modificado

resistentes ao glifosato, estas passaram a ser as culturas que mais empregam o herbicida, visto que

facilita o plantio direto e substitui a necessidade do manejo do solo não seletivo contra plantas

daninhas (Zadinello et al., 2012; Silva et al., 2020).

Segundo o Pesticide Properties DataBase (PPDB, 2023), o glifosato é altamente solúvel em

água, moderadamente volátil, não lixívia em águas subterrâneas e não persistente no solo.

Entretanto, após a aplicação de glifosato uma parte deste não é absorvida pelas folhas, sendo

dispersa no ambiente, representando um problema, visto que em contato com água, solo e

determinadas condições físicas, químicas e ambientais se degrada entre 1 a 130 dias em outros
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compostos, sendo o principal metabólito formado o Ácido Aminometilfosfônico (AMPA), esta

degradação pode ser visualizada na Figura 5. Este é mais persistente podendo ser degradado de 76 a

633,1 dias, dependendo das condições ambientais (Lima et al., 2021; Zioga et al., 2022; Rampazzo

et al., 2023).

Figura 5: Degradação do Glifosato e formação do principal produto de degradação o AMPA.

Fonte: A autora (2024).

O glifosato não é utilizado somente na agricultura brasileira, mas sim em diversos países

com diferentes nomes e marcas, entretanto o princípio ativo é o mesmo. Diferentemente do Brasil e

dos Estados Unidos que empregam fortemente o glifosato, outros países já proibiram a venda do

mesmo por considerar prejudicial à saúde humana e animal, como por exemplo Áustria, Suécia,

Vietnã, Arabia Saudita, entre outros (Pol et al., 2021). Trabalhos têm relatado que a exposição de

glifosato aos humanos pode ocasionar inflamações, alterações nos linfócitos, sistema imunológico,

câncer, acumulação em órgãos como rins, fígado, coração, cólon, intestino delgado, urina, sangue e

até no leite materno (Peillex & Pelletier., 2020; Ward et al., 2023). Estudos que enfatizam que a

ingestão de glifosato podem acontecer por meio do consumo de alimentos com resíduos até a

exposição ambiental do mesmo pela água, ar e poeira (Pol et al., 2021; López et al., 2024).

Outras pesquisas demonstraram que não somente os humanos são contaminados com

resíduos de glifosato, mas também os animais, por exemplo as abelhas, visto que evidenciaram a

contaminação de várias espécies de abelhas e mel por glifosato e AMPA (Boilly et al., 2013, Rubio

et al., 2014, Balbuena et al., 2015, Berg et al., 2018, Blot et al., 2019, Thompson et al., 2019, El

Agrebi et al., 2020, El Nahhal, 2020, Battisti et al., 2021; Ward et al., 2023; Makni et al., 2023). Na

Tabela 1, estão apresentadas algumas ocorrências de glifosato em amostras de mel em diversos

países do mundo.
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Tabela 1: Ocorrência de glifosato em mel.

Amostras

Referência Origem Analisadas Positivas (%)¹

Rubio et al., (2014) Estados Unidos 69 59,0

Karise et al., (2017) Estônia 33 21,0

Zoller et al., (2018) Suiça 16 94,0

Berg et al., (2018) Havai 59 27,0

Thompson et al., (2019) Canadá 200 98,8

Pareja et al., (2019) Europa e da América do Sul 32 81,0

El Agrebi et al., (2020) Bélgica 10 20,0

Bergero et al., (2021) Itália 84 50,0

Souza et al., (2021b) Brasil 40 37,5

Medici et al., (2022) Argentina 30 50,0
Legenda: ¹percentual de amostras positivas para glifosato. Fonte: A autora (2024).

Devido aos frequentes estudos evidenciando a presença de agrotóxicos em alimentos, em

especial o mel, os órgãos regulatórios buscaram estabelecer limites máximos de resíduos (LMR)

com o intuito de proteger e assegurar a saúde humana e ambiental. Alguns exemplos de países e os

LMR estabelecidos encontram-se na Tabela 2. No Brasil, segundo o Ministério da Agricultura,

Pecuária e Abastecimento (MAPA) em mel são monitoradas frente ao Plano Nacional de Controle

de Resíduos e Contaminantes (PNCRC) as categorias: cloranfenicol, nitrofuranos, antimicrobianos,

carbamatos, piretróides, organofosforados e contaminantes inorgânicos, entretanto, o herbicida

glifosato mais consumido no Brasil não é monitorado individualmente e não possui um limite

máximo estabelecido, como também nenhum dos seus produtos de degradação como o AMPA

(MAPA, 2019).

Tabela 2: Limites Máximos de Resíduos em mel determinados países e os analitos monitorados.

País Analito LMR (µg kg-1)

UE Glifosato 50

Japão Glifosato (soma de glifosato e N-acetil-glifosato) 50

Austrália Glifosato (soma de glifosato, N-acetil-glifosato e AMPA) 200

Nova Zelândia Glifosato (soma de glifosato, N-acetil-glifosato e AMPA) 200
Fonte: Adaptado de Rampazzo et al., (2023).
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​3.3 DETERMINAÇÃO DE GLIFOSATO E AMPA EM MEL

​
Em uma análise química é crucial a elaboração e aplicação de um método focado em obter

resultados confiáveis e isentos de interferências indesejáveis presentes na matriz. Neste sentido,

analisando a matriz de mel, esta possui uma vasta composição, necessitando de etapas prévias de

preparação e extração da amostra para a análise. Além disso, o glifosato e AMPA apresentam um

pequeno tamanho molecular, alta polaridade, falta de absorção ultravioleta, alta solubilidade em

água, baixa volatilidade e baixa ionização dificultando a extração seletiva e resultando um forte

efeito de matriz (Rubio et al., 2014; Rampazzo et al., 2023). Um método muito empregado para

limpeza e extração de amostras de mel buscando a análise de diferentes resíduos de agrotóxicos,

inclusive de glifosato e AMPA, é o QuEChERS (do inglês Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,

and Safe, ou seja, rápido, fácil, barato, eficaz, robusto e seguro). Este foi proposto por

Anastassiades et al., (2003) e apresenta várias vantagens visto que é um método simples, barato e

emprega pequenas quantidades de solvente (Orso et al., 2016; Souza et al., 2021a; Marcolin et al.,

2021; Wang et al., 2022; Makni et al., 2023).

Após as etapas prévias de limpeza e extração dos analitos, a detecção de glifosato e AMPA

em amostras de mel é realizada, na Tabela 3 encontram-se alguns estudos realizados em mel, os

analíticos de interesse bem como se houve a existência de derivatização e a instrumentação

empregada. Nota-se que os métodos de detecção estão principalmente atrelados a cromatografia

iônica acoplada à espectrometria de massa de alta resolução (IC-HRMS), cromatografia líquida

acoplada ao detector de fluorescência (CLAE-FLD), cromatografia líquida acoplada à

espectrometria de massas (LC-MS/MS) e método ELISA da Abraxis. Portanto os métodos mais

empregados para determinação de glifosato e AMPA em mel são por meio de cromatografia líquida,

visto que ambos são termolábeis o que dificulta a análise por outros métodos.

Tabela 3: Métodos analíticos para determinação de glifosato, AMPA e Glufosinato em mel.

Analito Derivatização Instrumentação Referência

Glifosato e AMPA FMOC-Cl LC-MS/MS Medici et al., (2022)

Glifosato, AMPA e
Glufosinato

Cloreto de
dansila

LC-MS/MS Jansons et al., (2021)

Glifosato e AMPA - LC-MS/MS Zoller et al., (2018)

Glifosato - LC-MS/MS Chamkasem et al., (2017)

Glifosato - LC-MS/MS Karise et al., (2017)



27

Glifosato, AMPA e
Glufosinato

FMOC-Cl LC-MS/MS Thompson et al., (2019)

Glifosato - ELISA Berg et al., (2018)

Glifosato - ELISA John et al., (2018)

Glifosato - ELISA Rubio et al., (2018)

Glifosato e AMPA OPA CLAE-FLD Souza et al., (2021b)

Glifosato, AMPA e
Glufosinato

- IC-HRMS Chiesa et al., (2019)

Glifosato e AMPA - IC-HRMS Pareja et al., (2019)

Legenda: - : Não utilizou método de derivatização. Fonte: Adaptado de Rampazzo et al., (2023).

Alguns métodos empregam o uso de derivatização, esta técnica possibilita melhorias no

processo de identificação do glifosato e AMPA. O agente derivatizante FMOC-Cl se destaca como

sendo o mais empregado por tornar o glifosato e AMPA fluorescente sendo assim possível sua

detecção por detectores de fluorescência (Souza et al., 2021b; Rampazzo et al., 2023). A reação de

derivatização do glifosato e AMPA com FMOC-Cl pode ser visualizada na Figura 6.

Figura 6: Reação de derivatização do glifosato e AMPA usando FMOC-Cl

Fonte: A autora (2024).
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4 METODOLOGIA

Nesta seção encontra-se descrito os materiais utilizados e os procedimentos metodológicos

empregados na realização deste trabalho. Baseia-se em um projeto de pesquisa experimental no qual

validou-se um método análitico para a análise de glifosato e AMPA em amostras de méis de Apis

mellifera provenientes de produção de subsistência em área de agricultura intensiva, com

predominância da monocultura de soja e milho coletadas na região Oeste do Paraná, resultando em

uma análise de dados quantitativos. O trabalho foi dividido em três principais etapas: coleta das

amostras, adaptação do método de preparação e análise de glifosato e AMPA em mel, validação do

mesmo frente aos parâmetros do INMETRO e AOAC. Por fim, análise das amostras reais de méis.

4.1 REAGENTES QUÍMICOS UTILIZADOS

Os reagentes utilizados foram: glifosato padrão (GLI) (99,70%, CAS: 1071-83-6) e ácido

aminometilfosfônico padrão (AMPA) (98,00%, CAS: 1066-51-9) foram adquiridos da empresa

Sigma-Aldrich (EUA), cloreto de fluorenilmetiloxicarbonila padrão (FMOC-Cl) (99,00%, CAS:

28920-43-6) foi adquirido da FlukaVR Analytical (EUA). Acetonitrila (grau CLAE 99,90%, CAS:

75-05-8) foi obtida da Sigma-Aldrich VR (EUA), ácido orto-fosfórico (85,00% em peso H2O,

99,90% traço base de metais, CAS: 7664-38-2) foi obtido da Merck (Alemanha). Borato de sódio

(Bórax, P.A, CAS: 1303-96-4) foi adquirido da Dinâmica (Brasil). Os sais sulfato de magnésio

anidro (MgSO4) (CAS: 7487-88-9) foi obtido da Êxodo Científica (Brasil) e cloreto de sódio (NaCl)

(CAS: 7647-14-5) da marca Dinâmica (Brasil). Água ultrapura foi obtida com um Purelab®

Ultra-purifier (Options-Q). Cromatógrafo líquido de ultra eficiência empregando o modo CLAE,

com uma bomba de dois pistões, desgaseificador, amostrador automático acoplado a um detector de

fluorescência (FLD) (Modelo Dionex UltiMate 3000, Thermo Scientific, Alemanha), vórtex

(Phoenix, Brasil); centrífuga (rotina 380, Hettich, Alemanha).

​4.2 AMOSTRAGEM

​
​ Foram coletadas 44 amostras na região Oeste do Paraná em 15 diferentes apiários durante o

ano de 2022. Foram realizadas três coletas, sendo elas após a florada da soja safra 2021/2022

(coleta 1 - janeiro/2022), a safra de milho (coleta 2 - maio/2022), e a safra silvestre (coleta 3 -

dezembro/2022). Esta última safra foi compreendida pelo vazio sanitário até depois do plantio da

soja safra 2022/2023, isto pois, naquele período houve uma escassez de água e recursos florais

fazendo com que as abelhas não produzissem mel suficiente para ser retirado. Vale ressaltar que o
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vazio sanitário compreende a um período de 90 dias, sendo do dia 10 de junho à 10 de setembro em

que é proibido manter plantas de soja vivas na lavoura com o objetivo de minimizar casos de

ferrugem-asiática da soja, evitando o surgimento da doença na safra.

​ A área de estudo e os pontos amostrais foram nos municípios de Foz do Iguaçu (n=9), Santa

Terezinha de Itaipu (n=2), São Miguel do Oeste (n=1), São Pedro do Iguaçu (n=1) e Matelândia

(n=2). Na Figura 7 encontra-se disposto os pontos amostrais, a qual foi gerada pelo Software QGIS

3.32.2 com os base catalográfica oriundas do IBGE (2021). Coletou-se 44 amostras, pois na coleta 3

um apiário não produziu mel o suficiente para ser retirado. A coleta amostral foi realizada pelos

apicultores de modo que um mesmo apiário, constituído como um ponto amostral, possuía várias

colméias, variando de 10 a 30 colméias. Os méis de cada apiário foram coletados, centrifugados e

envasados em frascos de polietileno, após transportados para o Laboratório de Estudos

Interdisciplinar em Meio Ambiente e Alimentos (LEIMAA), sendo as amostras mantidas à

temperatura ambiente e mantidas sob proteção de luz.

​
​Figura 7: Localização das amostras coletadas neste estudo.

​

​Fonte: A autora (2024).

​4.3 METODOLOGIA DE ANÁLISE

As soluções padrões de estoque de glifosato, AMPA, FMOC-Cl, borato de sódio foram
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individualmente preparadas. Para ambas, glifosato e AMPA preparou-se solução estoque

individuais (solução I) a 1000 mg L-1 em acetonitrila e água (1:1 v/v). Uma solução intermediária

(solução II) foi preparada contendo ambos os analitos a 25 mg L-1, cada um, em água ultra pura. A

partir desta preparou-se a solução final (solução III) a 400 µg L-1 de glifosato e AMPA em água

ultrapura, sendo utilizada para a construção da curva analítica. A solução estoque de FMOC-Cl foi

preparada na concentração de 1,60 mg mL-1 em acetonitrila, já a solução de borato de sódio foi

preparado em água ultra pura a 40 mmol L-1, a pH igual a 9. As soluções estoque de glifosato,

AMPA e FMOC-Cl foram armazenadas em frasco de vidro âmbar e em freezer a - 23 ºC para evitar

a degradação dos compostos e formação de co-produtos. Já a solução de borato de sódio foi

armazenada em frasco de vidro âmbar em geladeira a 5 ºC.

O preparo de amostras empregou o método de QuEChERS para extração e limpeza,

seguindo a metodologia de Viera et al., (2017) com pequenas adaptações. Pesou-se 5 g de mel

diretamente em um tubo falcon de polipropileno cônico de 50 mL. Posteriormente adicionou-se 5

mL de água ultrapura e homogeneizou-se em agitador tipo vórtex por 1 min. Em seguida,

adicionou-se 10 mL de acetonitrila e realizou-se novamente vórtex por 1 min. Ainda no tubo de

polipropileno de 50 mL, adicionou-se 4 g MgSO4 e 1 g de NaCl, seguido de agitação em vórtex por

1 minuto e centrifugação a 4000 rpm por 15 min. Sequentemente, transferiu-se 2 mL do

sobrenadante para um segundo tubo de polipropileno de 15 mL, ao qual acrescentou-se 300 mg de

MgSO4, agitou-se por 1 min em vórtex e centrifugou-se a 4000 rpm por 15 min. Após a

centrifugação, coletou-se uma alíquota de 1 mL do sobrenadante em um vial de 1,50 mL, a qual foi

evaporada sob fluxo de nitrogênio usando um evaporador. Após seco ressuspendeu-se em 500 µL

de acetonitrila, agitou-se em vórtex por 1 min.
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Figura 8: Etapas de extração, partição, limpeza e concentração da amostra de mel.

Fonte: A Autora (2024).

Com a amostra ressuspendida, iniciou-se a etapa de derivatização que seguiu a metodologia

descrita por Mendonça et al., (2020) com algumas adaptações, estas podem ser consultadas na

Figura 9. As amostras e os pontos da curva analítica foram derivatizados diretamente nos vials de

1,50 mL contendo o material ressuspendido, pela adição de 60 µL de tampão borato, 200 µL de

acetonitrila e 30 µL de FMOC-Cl. O vial foi agitado por 30 segundos em vórtex e mantido em

repouso a temperatura ambiente por 30 min, após esse período uma porção de 500 µL do

derivatizado foi transferido para um segundo vial de 1,50 mL e acrescentado 500 µL de água ultra

pura, seguido de vórtex por 30 segundos. Posteriormente, todo o conteúdo foi transferido para uma

seringa acoplada a um filtro de seringa de 0,22 µm de politetrafluoretileno (PTFE) sendo filtrado

para um terceiro vial de 1,50 mL, o qual foi armazenado a 4 ºC e em seguida foi feita a análise

cromatográfica.

Figura 9: Etapas de derivatização até a injeção em CLAE-FLD.

Fonte: A Autora (2024).
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​4.4 ANÁLISE CROMATOGRÁFICA

A instrumentação, o método cromatográfico e suas condições foram baseados no trabalho de

Mendonça et al., (2020), sendo realizadas em um cromatógrafo líquido de ultra eficiência

empregando o modo CLAE, com uma bomba de dois pistões, desgaseificador, amostrador

automático acoplado a um detector de fluorescência (FLD) (Modelo Dionex UltiMate 3000,

Thermo Scientific, Alemanha). A separação ocorreu com uma coluna de fase reversa (Ace 5 C18,

5,00 lm, 250 4,60 mm i.d.) com coluna de guarda (Ace 5 C18). A fase móvel aquosa de 0,05% de

ácido fosfórico (H3PO4), pH 2,50 (solvente A) e acetonitrila (solvente B) com uma vazão de 1 mL

min-1. A eluição foi por gradiente que consistia em 0 min 5% de B, 23 min 45% de B; 28 min 95%

de B; 33 min 5% de B, restabelecendo as condições iniciais em 5% até atingir 36 min de tempo de

corrida conforme pode ser visualizado na Figura 10, abaixo.

Figura 10: Avanço da eluição por gradiente.

Fonte: A Autora (2024).

Manteve-se constante a temperatura da coluna e do injetor a 25 ºC e o volume de injeções

aplicadas foi de 20,00 µL. Quanto à detecção dos analitos empregou-se os comprimentos de onda

de excitação de 260 nm e de emissão de 317 nm. A aquisição dos cromatogramas e demais dados

ocorreu pelo software Cromelion VR 7.2. A confirmação dos tempos de retenção foram obtidos por

meio da injeção de padrões derivatizados de GLI-FMOC e AMPA-FMOC.

​

​4.5 PARÂMETROS DE VALIDAÇÃO DO MÉTODO

A validação analítica seguiu conforme as diretrizes do Instituto Nacional de Metrologia,

Qualidade e Tecnologia e da Association of Official Analytical Chemists para 1 ppb (µg kg-1), em

que se avaliou o desempenho do método de preparação e análise frente aos seguintes parâmetros:

seletividade, linearidade, homocedasticidade, limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ),
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recuperação, repetibilidade e precisão intermediária.

A seletividade refere-se ao grau em que o método pode quantificar o analito desejado na

presença de outros analitos, matrizes ou de outro material interferente. Foram avaliadas amostras de

méis com e sem a adição de concentrações conhecidas de glifosato e AMPA, sendo avaliado o perfil

cromatográfico. Para avaliar a presença do efeito de matriz, prepararam-se duas curvas analíticas,

uma em água ultrapura e outra diretamente na matriz de mel, com quatro níveis de concentração e o

braco da amostra sendo estas: 0, 1,80, 3,60, 10,90, 21,70 µg kg-1 e com três replicatas de cada nível.

As inclinações das curvas foram comparadas pelo teste t de Student a 99,0% e a 95,0%.

O limite de detecção (LD) foi determinado pelo método simplificado previsto pela

normativa DOQ-CGCRE-008 do INMETRO e pelo Appendix F da AOAC, em que pode ser

estimado pela equação (1). Já o limite de quantificação (LQ) refere-se a menor quantidade de

analito quantificáveis na amostra. Este foi determinado pela equação (2).

LD: 3,3 s/b (1) LQ: 10 s/b (2)

Em que s corresponde ao desvio padrão da resposta do branco e b o coeficiente angular da curva.

Para determinação de repetibilidade, preparou-se três concentrações da faixa de trabalho

sendo estas baixa (3,60 µg kg-1), média (10,90 µg kg-1) e alta (21,70 µg kg-1) com 8 repetições para

cada nível de concentração. Já o parâmetro de precisão intermediária foi avaliado em três

concentrações da faixa de trabalho: baixa (3,60 µg kg-1), média (10,90 µg kg-1) e alta (21,70 µg kg-1)

com 8 repetições para cada nível de concentração em dias diferentes de análise. Ambos os

parâmetros citados acima foram avaliados pela planilha de Ribeiro et al., (2008).

O parâmetro de recuperação foi determinado pela fortificação de amostras de mel com o

analito em três diferentes concentrações da faixa de trabalho do método proposto, sendo estas 3,60,

14,50, 29,00 µg kg-1, e foi calculada pela equação (3):

Recuperação (%) = (3)
𝐶

1
−𝐶

2

𝐶
3

( )𝑋 100

Em que C1 refere-se a concentração do analito na amostra fortificada, C2 refere-se a concentração

do analito na amostra não fortificada e C3 a concentração do analito adicionado à amostra

fortificada.

Todas representações gráficas e análises de dados foram realizadas usando o Microsoft

Excel 2016 e o Software Origin (Pro), versão 2022.

​

​
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​5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

​5.1 VALIDAÇÃO DA METODOLOGIA

A seletividade foi avaliada por meio da injeção de padrões de glifosato e AMPA preparados

em mel nas concentrações de nula, média e alta (10,9 e 21,7 µg kg-1) para identificação dos sinais,

com os tempo de retenção em 23,9 min para glifosato e 24,74 min para AMPA, como demonstrado

na Figura 11. A partir desta constatou-se a presença de sinais analíticos bem resolvidos para

glifosato e AMPA destacando-se claramente das demais respostas analíticas, o que possibilita a

distinguir dos sinais de interesse dos demais sinais existentes no mel. Demonstrando ainda a não

interferência dos componentes da matriz e assim, assegurando sinais exclusivos do glifosato e

AMPA nos respectivos tempos de retenção.

O efeito de interferência da matriz foi verificado e está disposto nas Figuras 12 (A e B) pela

comparação dos coeficientes angulares das curvas analíticas preparadas em água ultrapura e em mel

pelo teste t de Student (p < 0,05). Os valores obtidos foram de 192,06 e 528,55 para glifosato e

AMPA, respectivamente, ambos acima do Tcrítico = 3,18 (f = 3), assim as curvas preparadas em água

ultrapura e na matriz de mel são diferentes, logo existe a presença de efeito de matriz, visto que a

matriz suprime o sinal do glifosato e do AMPA Portanto, a curva analítica a ser utilizada para

determinação de glifosato e AMPA em amostras de mel foi preparada na matriz de mel.

Figura 11: Cromatograma do glifosato e AMPA preparados em mel nas concentrações de: (a) 0 µg kg-1, (b) 10,90 µg

kg-1 e (c) 21,70 µg kg-1.

Fonte: A Autora (2024).
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Figura 12: (A) Curva analítica do glifosato em água ultrapura e em mel; (B) Curva analítica do AMPA em água

ultrapura e em mel.

Legenda: (A) Curvas analíticas para glifosato em água ultrapura (18647,00 x + 43228,00; R2 = 0,99) e na matriz – mel

(3869,00 x + 23420,00; R2 = 0,98); (B) Curvas analíticas para AMPA em água ultrapura (56501,00 x - 15001,00; R2 =

0,99) e na matriz – mel (3472,00 x + 59399,00; R2 = 0,98). Fonte: A Autora (2024).

O método proposto para a determinação de glifosato e AMPA em mel apresentou curvas

analíticas dispostas da Figura 13 com coeficientes de determinação (R²) superiores a 0,99 para

glifosato e 0,98 para AMPA, apresentando-se linearidade válida de acordo com o teste de variância

a 95%. Os gráficos de resíduos, Figuras 14 e 15, das duas curvas analíticas apresentaram

comportamento aleatório e sem a presença de pontos atípicos em ambos.

Figura 13: Curvas analíticas do glifosato e AMPA preparadas em mel.

Legenda: glifosato (3379 x + 28573; R² = 0,99) e AMPA (3861 x + 69429; R² = 0,98). Fonte: A Autora (2024).
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Figura 14: Gráfico de resíduos para glifosato.

Fonte: A Autora (2024).

Figura 15: Gráfico de resíduos para AMPA.

Fonte: A Autora (2024).

Os limites de detecção (LD) para glifosato e AMPA foram de 0,52 e 0,36 µg kg-1,

respectivamente. Já os limites de quantificação (LQ) obtidos para glifosato e AMPA foram de 1,57

e 1,10, respectivamente. Analisando os parâmetros de LD e LQ de outros métodos de determinação
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de glifosato e AMPA em mel, estes variam muito e, em alguns casos, sendo estabelecidos próximos

ao limite máximo estabelecido pela União Europeia. Souza et al., (2021b) empregou a determinação

por CLAE-FLD e obteve para glifosato e AMPA um LD de 20,00 µg kg-1 e um LQ de 40,00 µg

kg-1. Assim, o método proposto neste trabalho obteve valores menores de LD e LQ, demonstrando

eficiência na detecção e quantificação dos resíduos em níveis mais baixos.

As recuperações médias obtidas para glifosato e AMPA foram de 95,26% e 106,89%,

respectivamente, já as recuperações individuais encontram-se dispostas na Tabela 4. O valor médio

para a recuperação frente às recomendações do INMETRO e a AOAC é entre 40% a 120% para 1

ppb (µg kg-1), confirmando que o presente método se enquadra nas taxas de recuperação, as

recuperações nos três níveis de concentração podem ser consultados na na Tabela 4.

O critério de repetibilidade segundo o INMETRO e a AOAC é que para 1 µg kg-1 o

percentual médio de DPR não deve ser superior a 30%. A repetibilidade média obtida foi de 20,30%

para glifosato e 25,80% para AMPA, o níveis e a respectiva repetibilidade individual encontra-se

dispostas na Tabela 4, estando de acordo com as recomendações.

A precisão intermediária foi avaliada entre dois dias de análise diferentes com intervalo de

duas semanas entre os dias, obtendo-se um desvio padrão relativo (DPR) médio para o glifosato de

18,96% e para o AMPA um DPR médio de 14,09%, o percentual médio de DPR não é superior a

30%, como exibido na Tabela 4. Portanto, não houveram diferenças significativas entre as

concentrações obtidas nos dois dias de análise evidenciando a precisão intermediária do método

proposto.

Tabela 4: Parâmetros de validação do método para análise de glifosato e AMPA em méis.

Parâmetros Glifosato AMPA

Curva analítica (µg kg-1) 1,80 - 29,00 1,80 - 29,00

Equação da reta y = 3379 x + 28573 y = 3861 x + 69429

Linearidade (R2) 0,99 0,98

LD (µg kg-1) 0,52 0,36

LQ (µg kg-1) 1,57 1,10

Recuperação (%)
3,60 (µg kg-1)
14,50 (µg kg-1)
29,00 (µg kg-1)

110,24
95,26
90,11

106,89
115,96
104,49

Repetibilidade (%)
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3,60 (µg kg-1)
10,90 (µg kg-1)
21,70 (µg kg-1)

22,40
20,30
16,92

25,80
23,28
25,87

Precisão Intermediária (%)
3,60 (µg kg-1)
10,90 (µg kg-1)
21,70 (µg kg-1)

19,97
18,96
15,67

19,85
14,09
13,96

Legenda: LD: Limite de detecção; LQ: Limite de quantificação. Fonte: A Autora (2024).

​

​5.2 ANÁLISE DE GLIFOSATO E AMPA EM MÉIS DE APIS MELLIFERA

Após a execução dos testes de validação do método de análise, 44 amostras de mel foram

analisadas. A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para glifosato e AMPA.

Tabela 5: Determinação de glifosato e AMPA (µg kg-1) em 44 amostras de mel coletadas em três
safras apícolas do ano de 2022.

Amostra Localização

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3

Janeiro/2022 Maio/2022 Dezembro/2022

Glifosato AMPA Glifosato AMPA Glifosato AMPA

1 Foz do Iguaçu n.d 9,57 3,26 19,4 n.d n.d

2 Foz do Iguaçu n.d n.d 623,14 11,23 7,64 10,61

3 Foz do Iguaçu n.d 15,94 n.d 6,71 66,02 72,45

4 Foz do Iguaçu n.d 7,07 n.d 15,94 2,48 81,63

6 Foz do Iguaçu 5,81 t 10,69 2,3 n.d n.d

7 Foz do Iguaçu 7,4 19,96 35,48 16,28 n.d n.d

11 Foz do Iguaçu n.d 4,71 n.d t - -

12 Foz do Iguaçu 3490,68 7,58 3,65 26,03 n.d n.d

13 Foz do Iguaçu 1037,44 5,2 n.d 6,79 13,58 5,71

5 Santa Terezinha de Itaipu 1189,5 n.d 1995,38 n.d n.d n.d

15 Santa Terezinha de Itaipu 539,53 22,66 15,8 26,21 110,47 52,8

9 Matelândia 2,32 13,98 92,82 n.d n.d t

14 Matelândia n.d 16,12 24,46 26,46 42,32 68,27

8 São Pedo do Iguaçu 119,74 9,19 12 9,42 n.d t

10 São Miguel do Oeste n.d 7,24 137,11 1,42 n.d 3,94

Legenda: n.d: não detectado (abaixo do LD 0,52 µg kg-1 para glifosato e 0,36 µg kg-1 para AMPA);
t: analito traço detectado abaixo do LQ (1,57 µg kg-1 para glifosato e 1,10 µg kg-1 para AMPA); - :
amostra não coletada. Fonte: A Autora (2024).
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Dos pontos amostrados, somente a amostra 11 proveniente da coleta 3 não pode ser obtida,

visto que naquele período amostral compreendido pelo vazio sanitário as abelhas do apiário de

estudo não produziram mel suficiente. Este fato pode estar relacionado com a escassez de recursos

florais, visto que o estudo de Requier et al., (2016) demonstrou que na primavera

(setembro-dezembro) ocorre um declínio de pólen disponível, e com isso a colônia passa a procurar

mais pólen ao invés de néctar, a matéria prima do mel, consequentemente tem-se um declínio da

produção de mel na colméia.

Das 44 amostras analisadas 57,0% apresentaram a ocorrência de glifosato e 43,2%

apresentaram níveis abaixo do LD do método. O AMPA foi encontrado em 70,00% das amostras, e

abaixo do LD do método em 20,5% das amostras de méis. Glifosato e AMPA foram encontrados

em conjunto em 46,0% das amostras analisadas. Apenas a amostra 15 apresentou glifosato e AMPA

em todos os períodos coletados.

A coleta amostral 1 realizada após a safra de soja 2021/2022 apresentou os maiores níveis

de glifosato, se somados e comparado com as demais coletas, e níveis menores para AMPA, este

fato pode estar relacionado com as intensas aplicações de glifosato na cultura de soja expondo as

abelhas a resíduos tanto em corpos d’água, bem como flores contaminadas não alvo e deriva da

pulverização, por exemplo. Já na coleta 2 realizada posterior à safra de milho localiza-se níveis de

glifosato somados inferiores aos da coleta anterior. Diferentemente do AMPA se comparado com a

coleta 1, visto que grande parte das amostras tem seu nível de AMPA elevado da coleta 1 para a 2,

representando uma possível degradação e formação do AMPA. Por fim, na coleta amostral 3, (mel

produzido entre os meses junho e dezembro de 2022) localizou-se em apenas 6 amostras níveis de

glifosato e 8 amostras abaixo do LD de 0,52 µg kg-1, para o AMPA esta coleta 3 apresentou o maior

número de amostras abaixo do LD de 0,36 µg kg-1, enfatizando uma diminuição da presença de

glifosato AMPA.

Localizou-se neste estudo 11 amostras que ultrapassaram o limite máximo de resíduos

(LMR) estabelecido para glifosato em mel pela União Europeia de 50,00 µg kg-1, sendo 5 amostras

obtidas após a safra de soja, 4 após a safra de milho e 2 após o vazio sanitário. No estudo realizado

por Souza et al., (2021b) 40 amostras de mel brasileiro foram analisadas e destas 15 amostras

possuíam glifosato igual ou acima do LQ do método desenvolvido. Vale ressaltar que neste estudo

em que 4 amostras de um total de 5 provenientes do Paraná apresentaram níveis de glifosato acima

do limite máximo de resíduos estabelecido pela União Europeia de 50,00 µg kg-1. A presença de

glifosato em mel paranaense pode estar relacionada com o fato do Paraná ser o segundo maior

produtor de soja e um grande produtor de milho, além de possuir um histórico de consumo

crescente nos últimos anos de glifosato (IBAMA, 2022; Embrapa, 2023).
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Portanto, fatores como a intensificação da agricultura como foco no cultivo de soja e milho,

a diminuição das florestas, bem como áreas de preservação ambiental tem contribuído na

contaminação do mel e dos demais produtos apícolas. Vale ressaltar que a exposição das abelhas à

glifosato pode ocorrer pela contaminação de corpos d’água localizados próximos das áreas agrícolas

e dos apiários, outras culturas ou vegetações nativas não alvo, varroa residual da pulverização ou

poeira contaminada, como já discorrido pelos trabalhos de Florencia et al., (2017), Farina et al.,

(2019), Lupi et al., (2019), Mendonça et al., (2020).

Rubio et al., (2014) avaliaram méis adquiridos na Filadélfia (EUA) e observaram que 59%

dos méis apresentaram concentrações de glifosato, sendo que 45% destas eram considerados

produtos orgânicos e os demais méis não orgânicos, demonstrando fragilidade no sistema orgânico

de produção de mel frente a presença de resíduos de glifosato. Rampazzo et al., (2023) realizaram

um levantamento bibliográfico em 20 estudos, com um total de 1965 amostras analisadas, destas,

625 amostras (32%) apresentavam glifosato variando entre 2,0 µg kg-1 até 5.500 µg kg-1, já em 9

estudos com um total de 471 amostras analisadas, 208 (44%) amostras apresentaram AMPA em

níveis entre 1,9 µg kg-1 a 100 µg kg-1.

Bergero et al., (2021) investigaram o pão de abelha e mel e relataram a ocorrência de

glifosato e AMPA em ambas as matrizes, com níveis mais altos em pão de abelha oriundo de áreas

agrícolas. A cera, outro produto apícola, também têm sido investigada quanto a presença de

glifosato e AMPA, um estudo amplo de El Agrebi et al., (2020) analisaram 10 méis provenientes de

apiários que apresentaram resíduos de glifosato e AMPA na cera, e apenas duas amostra possuía

resíduos de glifosato no mel, entretanto nenhum resíduo de AMPA foi detectado nas amostras,

demonstrando que não ocorre a transferência de glifosato e AMPA da cera para o mel.
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

O método analítico validado para análise de glifosato e AMPA em mel foi adequado e

eficiente na quantificação dos resíduos do herbicida, apresentando baixos limites de determinação e

quantificação possibilitando a determinação e quantificação em um maior número de amostras

mesmo contendo concentrações baixas de glifosato e AMPA. A análise das amostras reais de mel

do Oeste Paranaense demonstrou a aplicabilidade do método proposto e os resultados demonstram

contaminação de mel por glifosato e AMPA, em que foram observados ambos os analitos em

conjunto em 20 amostras. Já os valores mais elevados, acima do LMR estabelecido pela União

Europeia, para glifosato foram encontrados em 11 amostras enfatizando fragilidade no resguardo

das abelhas e no processo de fabricação de mel. Estes resultados revelam a importância do

monitoramento da presença de glifosato e AMPA em mel a fim de garantir segurança para o

consumidor. Mais investigações são necessárias em busca das possíveis fontes de contaminação do

mel por glifosato e AMPA para evitar e minimizar os níveis de resíduos de agrotóxicos em mel. É

de suma importância a divulgação científica destes resultados a fim de alertar os apicultores dos

possíveis riscos associados à produção de um mel contaminado. Também é crucial buscar por

políticas públicas que enfatizem melhorias na gestão e acompanhamento do uso de agrotóxicos na

agricultura do oeste do Paraná, para evitar e minimizar os níveis de resíduos de glifosato e AMPA

em mel.
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