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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos toxicos do fungicida difenoconazol
em abelhas Scaptotrigona postica, utilizando a aplicagdo tdpica como metodologia de

exposicao. A pesquisa incluiu a andlise da mortalidade das abelhas em diferentes

concentragcdoes do composto (1 a 41 pg. L_l) e periodos de exposicao (4 h a 96 h). Os dados

indicaram uma relacdo dose-resposta clara, com mortalidade crescente em concentracdes mais

altas, sendo o DL50 estimado em 22,96 pg. L apos 96 horas. Por meio da cromatografia
liquida de alta eficiéncia, foi possivel quantificar a presenca do difenoconazol nas abelhas
expostas, com maior intensidade dos picos em concentragdes mais altas e em amostras nao
liofilizadas. As diferencas observadas entre amostras liofilizadas ¢ nao liofilizadas indicam
que o preparo das amostras pode influenciar os resultados analiticos. Além disso,
concentragdes subletais podem causar efeitos comportamentais adversos, comprometendo a
sobrevivéncia das colonias e os servicos ecossistémicos de polinizagdo. Os resultados
destacam a importancia de regulamentar o uso do difenoconazol em ambientes agricolas para

proteger polinizadores e garantir a sustentabilidade ambiental.

Palavras-chave: Scaptotrigona postica, difenoconazol, toxicidade, aplicacao topica.



ABSTRACT

This study aimed at evaluating the toxic effects of the fungicide difenoconazole on

Scaptotrigona postica bees using topical application as an exposure method. The research

analyzed bee mortality at different concentrations of the compound (1 to 41 pg. L_l) and

exposure periods (4 h to 96 h). The data indicated a clear dose-response relationship, with

increasing mortality at higher concentrations, and the DL50 was estimated at 22,9 pg. L
after 96 hours. Through high-performance liquid chromatography, the presence of
difenoconazole in exposed bees was quantified, showing higher peak intensities at higher
concentrations and in non-lyophilized samples. Differences between lyophilized and
non-lyophilized samples suggest that sample preparation can influence analytical results.
Additionally, sublethal concentrations may cause adverse behavioral effects, compromising
colony survival and pollination ecosystem services. The results highlight the importance of
regulating difenoconazole use in agricultural environments to protect pollinators and ensure

environmental sustainability.

Keywords: Scaptotrigona postica, difenoconazole, toxicity, topical application.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a humanidade tem enfrentado desafios ambientais sem
precedentes. Problemas como as mudancas climaticas, a destruicdo de ecossistemas e a
contaminag¢do de recursos naturais refletem o impacto das atividades humanas, especialmente
na agricultura. Apesar de avangos em diversas areas, o mundo natural ainda sofre com as
acOes prejudiciais do homem na natureza: "A biodiversidade estd desaparecendo em uma
velocidade sem precedentes na historia da humanidade. Mais de 1 milhdo de espécies estao
ameacadas de extingdo devido as atividades humanas." (NACOES UNIDAS, 2020). Essa
perda maciga reflete o impacto direto das atividades humanas, como desmatamento e
urbaniza¢do descontrolada, que comprometem o equilibrio ecoldgico global. De acordo com o
relatorio do IPCC, as mudangas climaticas estdo exacerbando os impactos ambientais globais,
como eventos climaticos extremos, perda de ecossistemas e declinio de espécies, o que agrava
a crise ambiental j4 intensificada pelas atividades humanas (WRI BRASIL, 2023).

Conforme ilustrado na Figura 1, os impactos das mudancas climaticas ja sdo evidentes
em diversos indicadores ambientais, como o aumento do nivel do mar, o recuo das geleiras ¢ o
aquecimento dos oceanos (IPCC, 2023). Esses fatores intensificam a crise ambiental e afetam

diretamente a biodiversidade, incluindo espécies essenciais como as abelhas.



Figura 1 - Impactos Observados do Aquecimento Global

Evidéncias do aquecimento global ja em andamento

Concentragdes de C02
sem precedentes nos iltimos
2 milhdes de anos

Recuo das geleiras sem precedentes
nos lltimos 2 mil anos

A iltima década foi mais quente
do que qualquer periodo
nos dltimos 125 mil anos

Nivel do mar aumentou
mais rapido do que em qualquer
século nos dltimos 3 mil anos

Cobertura de gelo no verdo do Artico
é a menor dos dltimos mil anos

Aguecimento ocednico
mais ripido do que em qualquer
periodo desde a era do gelo

Acidificacdo ocednica atingiu o nivel
mais alto dos (ltimos 26 mil anos

Fonte: IPCC. Sexto Relatorio de Avalia¢do (AR6). Adaptado por WRI Brasil. Disponivel em:

https://www.wribrasil.org.br.

Entre esses desafios observados, destaca-se o uso intensivo de agrotoxicos, que
contribui significativamente para a degradacdo ambiental e a perda de biodiversidade.
Segundo o site Agrolink (s.d.), o Brasil se destaca como um dos maiores consumidores de
agrotoxicos no mundo, sendo que o uso intensivo desses produtos ¢ impulsionado pela grande
extensdo agricola do pais e pela busca por maior produtividade. Conforme ilustrado na Figura
2, esse dado reflete a dependéncia da agricultura brasileira em insumos quimicos, o que gera

preocupacoes sobre seus impactos ambientais e na biodiversidade.



Figura 2 - Paises com maiores consumos de agrotoxicos (toneladas)
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Fonte: Adaptado de Agrolink. Cenario atual do uso dos agrotoxicos. Disponivel em: https://www.agrolink.com.br.

Esse alto consumo reflete o modelo agricola extensivo adotado pelo pais e aponta para
potenciais riscos ambientais e ecologicos, como a contaminac¢do do solo e da 4gua e os

impactos sobre espécies sensiveis, como polinizadores.

1.1 Agrotoxicos

Os agrotoxicos, sdo substancias quimicas amplamente utilizadas na agricultura para
controlar pragas, doengas e plantas daninhas que comprometem a produtividade das culturas.
Cada tipo de defensivo agricola tem uma fungdo especifica: os inseticidas combatem os
insetos que danificam as culturas, os fungicidas atuam contra doencas causadas por fungos e
os herbicidas sdo aplicados para eliminar ervas daninhas que competem com as plantas por
nutrientes." (BELAGRO, 2018). O uso de agrotdxicos, no geral, tornou-se essencial para
garantir o abastecimento de alimentos em escala global, principalmente devido a crescente
demanda por produtos agricolas." (INFOESCOLA, s.d.).

De acordo com a Embrapa, os agrotoxicos desempenham um papel crucial na
producdo agricola global, garantindo a produtividade necessaria para atender a demanda
crescente por alimentos e outros produtos essenciais. Porém, apesar de sua importancia para

garantir a produtividade agricola, o uso de agrotdxicos apresenta desafios significativos,
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especialmente quando aplicados de forma indiscriminada ou inadequada, "O uso excessivo ¢
inadequado de agrotoxicos tem gerado impactos negativos, como a contaminacao de solos,
aguas superficiais e subterraneas, além de representar risco a saude humana e a
biodiversidade." (EMBRAPA, 2014). Dos riscos a saide humana, se destacam a possibilidade
de intoxicacdes agudas, distirbios neuroldgicos e doengas cronicas, como o cancer. Uma das
formas de aplicacdo mais controversas, ilustrada na Figura 3, é a pulverizagdo aérea de
agrotoxicos, que, embora eficiente para grandes areas, favorece a dispersdo dos produtos
quimicos para além da &rea-alvo, contaminando solos, 4aguas e comprometendo a

sobrevivéncia de espécies locais (EMBRAPA, 2014).

Figura 3 - Pulverizacdo aérea de agrotdxicos sobre plantagao.

Fonte: BRASIL DE FATO. Estamos vivendo um retrocesso na regulamentagdo dos agrotoéxicos, diz militante.

Disponivel em: https://www.brasildefato.com.br.
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1.1.2 Difenoconazol

Entre as diversas ameacas enfrentadas pelas abelhas mandaguari, o uso de agrotoxicos
¢ um dos fatores mais preocupantes, especialmente os fungicidas amplamente utilizados na

agricultura. A Figura 4 apresenta o difenoconazol, um composto quimico com foérmula
molecular C L 9H 17(] l 2N 30 5 © Mmassa molar de 406, 26 g. mol_l, apresenta baixa solubilidade

em agua e alta lipofilicidade, o que facilita sua adsor¢do em materiais organicos. A Tabela 1

demonstra algumas de suas propriedades fisico-quimicas.

Tabela 1 - — Propriedades fisicas e quimicas do difenoconazol.

Propriedade Valor

Farmula molecular C19H17CI2ZN303
Massa molecular 406,26 g mol-1
Ponto de fuséo 4°C

Ponto de ebulicao 547 °C

Densidade 1,33 g/cm® (20 *C)
Constante de dissociacao (pKa) a 20 °C pKa = 1,1

Pressao de vapora 25 °C 11 mmHg

pH 8,3(20°C)

Fonte: (IBAMA, 2019)

Sua estabilidade ¢ notdvel, com ponto de fusdo de 74 °C e resisténcia a hidrdlise e
fotolise em amplas condigdes ambientais. O valor de pKa de 1,1 indica que o composto
possui carater basico moderado, sendo estavel mesmo em variagdes de pH (ANVISA, 2019).
Ele ¢ pertencente a classe dos triazois, tem ganhado destaque por seu uso em grandes culturas
agricolas. Contudo, os efeitos desse fungicida em espécies de polinizadores, como a

Scaptotrigona postica, ainda sdo pouco compreendidos.
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Figura 4 - Estrutura quimica do difenoconazol.
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https://cdn.nufarm.com/wp-content/uploads/sites/50/2018/11/02032014/Disco_f.tecnica.pdf.

Fonte: Nufarm. Disponivel em:

Sua estrutura molecular ¢ composta por anéis aromaticos substituidos e um anel de
triazol. Essas caracteristicas quimicas conferem ao difenoconazol sua capacidade de inibir a
biossintese de esterdis, essenciais para o crescimento de fungos patogénicos(NUFARM,
2018).

De acordo com Agrolink (s.d.), o difenoconazol ¢ amplamente aplicado no manejo de
doencas em culturas como soja, milho e trigo, sendo essencial para evitar perdas de
produtividade causadas por fungos. "O produto ¢ um fungicida sistémico do grupo dos
triaz6is, com agdo predominantemente preventiva. Atua como inibidor do transporte de
elétrons nas mitocondrias das células dos fungos, inibindo a formacao de ATP, essencial nos
processos metabodlicos dos fungos. Sua excelente acdo preventiva se apresenta devido a
atuacdo na inibi¢do da germinag¢do dos esporos, desenvolvimentos e penetragdo dos tubos
germinativos"(AGROLINK, s.d.).

De acordo com eCycle (s.d.), o uso indiscriminado do difenoconazol esta associado a
riscos ambientais, como poluicdo de corpos d'dgua e solos, bem como possiveis efeitos
nocivos a saude humana. Ele ¢ enquadrado na classificagdo do potencial de periculosidade
ambiental II. Esse fungicida ¢ altamente persistente, permanecendo por muito tempo nos
ecossistemas devido a sua dificil degrada¢dao. O difenoconazol também ¢é bioacumulado no
ambiente, o que provoca um aumento da sua concentracao nos ecossistemas ao longo do
tempo. A bioacumulacdo ocorre quando o difenoconazol se acumula nos organismos vivos,

especialmente em cadeias alimentares aquaticas, o que pode levar a efeitos toxicos em niveis
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tréficos mais elevados. Sua persisténcia ambiental também dificulta a recuperacdo dos
ecossistemas contaminados, aumentando os riscos para espécies nao-alvo. Ele atua como um
interferente endocrino em ambientes aquaticos, afetando o equilibrio ecossistémico(ECYCLE,
s.d.).

Dado o amplo uso do difenoconazol na agricultura e seu potencial de causar impactos
negativos ao meio ambiente e as espécies polinizadoras, como a Scaptotrigona postica, €
essencial aprofundar os estudos sobre seus efeitos ecoldgicos. Essa investigacdo pode
subsidiar politicas de uso mais sustentdvel e praticas agricolas menos prejudiciais ao

equilibrio ambiental.

1.2 Abelhas e sua importancia

Além dos impactos diretos na saide humana e no meio ambiente, o uso indiscriminado
de agrotdxicos afeta significativamente as populagdes de abelhas, insetos fundamentais para a
polinizacdo de diversas culturas agricolas. A reducdo dessas populagdes compromete a
produtividade agricola e a biodiversidade. As abelhas desempenham um papel indispensavel
na polinizagdo, sendo responsaveis por cerca de 73% das espécies cultivadas no mundo. Sua
atuacdo melhora ndo apenas a produtividade, mas também a qualidade dos alimentos
produzidos (AEGRO, 2019). A importancia das abelhas para a agricultura vai além da
polinizagdo; elas contribuem diretamente para a produtividade e a qualidade de diversas
culturas, muitas das quais tém alta dependéncia da polinizagdo. A Tabela 2 destaca exemplos
de culturas agricolas no Brasil, evidenciando o impacto econdmico da polinizagdo em
produtos como café, cacau e melancia, que dependem significativamente dos servigos

prestados por abelhas.



Tabela 2 - Impacto econémico da polinizagdo em diferentes culturas agricolas no Brasil.

Produgao anual (US$)

Valor da polinizagao

Cultura Taxa de dependéncia (Fonte: IBGE)"

1. café 0.25 7.596.003.636 1.899.000.909
2. algodao herbaceo 0.25 3.697.680.455 924.420.114
3. cacau 0.95 560.980.455 532.931.432
4, laranja 0.25 2.089.013.636 522.253.409
5. melancia 0.95 453.730.000 431.043.500
6. tomate 0.25 1.625.605.000 381.401.250
7. maracuja 0.95 389.815.909 370.325.114
8. maga 0.65 440.800.000 286.520.000
9. meldo 0.95 216.216.364 205.405.545
10. feijao 0.05 2.825.852.727 141.292.636
11. coco 0.25 408.035.455 102.008.864
12. goiaba 0.65 1560.857.727 98.057.523
13. péssego 0.85 133.571.818 86.821.682
14. abacate 0.65 55.935.000 36.357.750

14

Fonte: IBGE. Disponivel em: https://blog.aegro.com.br.

Como ¢ observado na Tabela 2, a polinizacdo realizada por abelhas e outros
polinizadores ¢ avaliada em bilhdes de dodlares anuais, mostrando que a preservagdo desses
insetos ¢ essencial ndo apenas para o equilibrio ecoldgico, mas também para a economia
global (AEGRO, s.d.).

Contudo, apesar da sua importancia ecologica ¢ econOmica, as abelhas enfrentam
sérios desafios devido ao uso intensivo de agrotoxicos, que comprometem tanto sua
sobrevivéncia quanto sua capacidade de realizar a polinizagao.

Os agrotoxicos afetam as abelhas de diversas maneiras. De acordo com a Agéncia
Brasil (2019), os neonicotindides, uma classe de agrotoxicos amplamente utilizada,
comprometem as habilidades cognitivas desses insetos, dificultando atividades essenciais
como a navegagao e o retorno as colmeias. Além disso, a exposi¢ao a esses produtos encurta
significativamente o tempo de vida das abelhas, impactando diretamente a organizacdo e a
sustentabilidade das colonias. Esses prejuizos ao comportamento ¢ a saude das abelhas
refletem negativamente na polinizacdo, um processo fundamental para a produtividade de
diversas culturas agricolas.

Atualmente, a mortalidade de abelhas ¢ um problema critico no Brasil e no mundo,

agravado pelo uso indiscriminado de agrotoxicos. Entre 2022 e 2023, mais de 300 milhdes de
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abelhas morreram no Brasil, com destaque para o impacto do inseticida fipronil, proibido na
Unido Europeia devido a sua toxicidade (UM SO PLANETA, 2024).

A preservagdao das abelhas ¢, portanto, crucial para a biodiversidade, a seguranga
alimentar e a economia. A adocdo de praticas agricolas mais sustentaveis e regulamentacdes
rigorosas sobre o uso de agrotoxicos sdo passos fundamentais para garantir a sobrevivéncia

desses polinizadores indispensaveis.

1.2.1 Abelha Mandaguari

A Scaptotrigona postica, também conhecida como abelha mandaguari, ¢ uma espécie
de abelha nativa do Brasil, ela pertence a familia Meliponini ¢ ¢ considerada uma das
polinizadoras mais importantes da flora brasileira, ela possui um tamanho médio, variando
entre 6 ¢ 8 milimetros de comprimento, e ¢ uma abelha sem ferrdo, entdo nio representa um
risco significativo para a saide humana.. Sua coloracdo ¢ predominantemente preta, com
algumas manchas amarelas no abdomen, como pode ser observado na Figura 5. Essa espécie
de abelha possui uma lingua longa, adaptada para coletar néctar de flores com corolas longas

e estreitas.(APISMEL, s.d.).
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Figura 5 - Abelha mandaguari (Scaptotrigona postica).

Fonte: Biodiversity4All. Disponivel em: https://www.biodiversity4all.org/taxa/418525-Scaptotrigona-postica.

De acordo com (APISMEL, s.d.), ela vive em colonias organizadas. Cada colonia ¢
composta por uma rainha, operdrias e zangdes. A rainha ¢ responsavel pela reprodugdo,
enquanto as operarias sdo encarregadas de coletar alimentos, construir e manter o ninho. Os
zangdes, por sua vez, sao os machos responsaveis pela fecundagdo da rainha. Ela é conhecida
por construir seus ninhos em ocos de arvores, cupinzeiros abandonados e outros locais
protegidos. Os ninhos sdo compostos por células de cera, onde sdo depositados os ovos e
armazenado o alimento para as larvas. Sdo encontradas normalmente nos estados da Bahia,
Ceara, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pari,
Pernambuco, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins. A Figura 6 ilustra um tipico ninho construido em

ocos de arvores, uma caracteristica comum dessa espécie.
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Figura 6 - Ninho de abelhas mandagu
Y T ,‘"}'r"

Lo

(Scaptotrigona postica) em ocos de arvores.

Fonte: Biodiversity4All. Disponivel em: https://www.biodiversity4all.org/taxa/418525-Scaptotrigona-postica.

De acordo com (APISMEL, s.d.), a Abelha mandaguari se alimenta principalmente de
néctar e polen de flores. Essa espécie desempenha um papel fundamental na polinizagio de
diversas plantas, contribuindo para a reproducao e diversidade da flora brasileira. Além disso,
as abelhas mandaguari também coletam resinas vegetais, que sao utilizadas na construgado e
manutencao do ninho.

Elas desempenham um papel crucial na polinizagdo de plantas nativas, incluindo
espécies frutiferas e ornamentais. Por meio da coleta de néctar e podlen, essas abelhas
contribuem para a reproducao das plantas, garantindo a produgdo de frutos e sementes. Além
disso, a polinizagdo realizada pelas abelhas mandaguari também promove a diversidade

genética das plantas, favorecendo a adaptagdo e sobrevivéncia das espécies(APISMEL, s.d.).
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Mesmo com sua importancia ecoldgica, a abelha mandaguari enfrenta diversas
ameacas que colocam em risco sua sobrevivéncia. A destrui¢do e fragmentacdo de habitats
naturais, o uso indiscriminado de agrotoxicos € a competicdo com espécies exoticas sao
alguns dos principais fatores que afetam as populagdes dessa abelha(APISMEL, s.d.).

O foco deste estudo ¢ compreender os efeitos do difenoconazol na Scaptotrigona
postica, uma espécie que se prova de vital importancia ecoldgica para a polinizacdo de plantas
nativas e cultivadas no Brasil. Dada sua vulnerabilidade diante da destruicao de habitats, uso
indiscriminado de agrotdxicos e competicdo com espécies exodticas, torna-se urgente

investigar as consequéncias dessas ameagas para garantir sua preservagao.

1.3 Método QUEChERS de preparo de amostra e técnica analitica para a detecciao do

difenoconazol

Neste trabalho, utilizou-se 0 método QuUEChERS, amplamente empregado na extragao
e purificacdo de residuos de agrotdxicos, aliado a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (do inglés high performance liquid chromatography, HPLC), para analisar os
efeitos do difenoconazol em Scaptotrigona postica. Essas técnicas foram escolhidas por sua
alta sensibilidade e eficiéncia na detec¢do de compostos quimicos em amostras ambientais.

O método QuEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), foi
desenvolvido em 2003 por Anastassiades e colaboradores, com o objetivo de superar as
limitagcdes praticas dos métodos multirresiduos de extragdo de agrotoxicos em alimentos
disponiveis na época. O método destaca-se por ser rapido, facil, econdomico, eficaz, robusto e
seguro, além de ser um procedimento dindmico que pode ser realizado em diversos
laboratérios. O método QUEChERS foi originalmente proposto para a extracao de residuos de
agrotoxicos em frutas e vegetais, porém tem sido amplamente estudado para a determinagao
de diferentes compostos nas mais diversas matrizes.(LACOM, n.d.)

ApoOs a extragao e purificagdo do difenoconazol com o método QuEChERS, as
amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), garantindo
alta precisdo na separacao e identificagdo dos compostos quimicos presentes. A cromatografia
liquida ¢ uma técnica analitica utilizada na separacdo, identificagdo e purificagdo de
compostos quimicos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi introduzida na década de
1960, proporcionando uma maior resolugdo e eficiéncia na separacdo dos componentes. A

HPLC utiliza uma fase estaciondria, como uma coluna recheada com particulas porosas, ¢
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uma fase movel, geralmente um solvente liquido, para separar os analitos. (MODUMTECH,
2023)

Assim, a integracao do método QUEChERS com a técnica de HPLC foi utilizada para
investigar a presenga de residuos de difenoconazol em amostras ambientais, contribuindo para
a andlise do impacto desse fungicida. Essas técnicas foram aplicadas com o objetivo de
avaliar sua eficiéncia na obten¢do de dados precisos e confidveis sobre os impactos do

fungicida nos polinizadores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da aplicacdo topica do fungicida difenoconazol nas abelhas
Scaptotrigona postica, considerando suas caracteristicas fisioldgicas, comportamentais e

ecoldgicas, com base em analises realizadas utilizando as técnicas QUEChERS e HPLC.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar a presenga e quantificar os residuos de difenoconazol em amostras de
abelhas Scaptotrigona postica utilizando o método QUEChERS e a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC);

e Avaliar os possiveis impactos do difenoconazol sobre a sobrevivéncia, comportamento
e organizacdo das colonias de abelhas Scaptotrigona postica;

e Relacionar os resultados obtidos com os riscos ambientais associados ao uso de

difenoconazol e discutir possiveis implicagdes para a conservacao de polinizadores.
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3 EXPERIMENTAL

A parte experimental do estudo consistiu em quatro etapas principais: coleta de
abelhas, aplicagdo topica, extracdo pelo método QuEChERS e andlise por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

3.1 Coleta de Abelhas

A coleta das abelhas foi realizada seguindo as diretrizes da OECD 214.

Foram escolhidas abelhas, provenientes de colonias saudaveis, sem sinais de doengas
ou exposi¢cdo recente a pesticidas. Para garantir uniformidade nos testes, apenas abelhas de
idade similar foram selecionadas.

A coleta ocorreu pela manha, hordrio em que as abelhas apresentam maior atividade,
sob condicdes climaticas favoraveis, evitando periodos de chuva, ventos fortes ou
temperaturas extremas.

As abelhas foram coletadas manualmente e transportadas em recipientes de plastico
ventilados, com furos na tampa e laterais. Durante a coleta, os recipientes ventilados foram
posicionados nas proximidades da entrada da colmeia, permitindo que as abelhas, atraidas
pela abertura, entrassem espontaneamente nos recipientes. Esse método evitou o uso de
intervengdes mais invasivas, minimizando o estresse das abelhas coletadas e preservando o
comportamento natural da colonia. Durante o transporte e o armazenamento, as abelhas foram
mantidas em temperaturas controladas (25 + 2°C), umidade relativa entre 50-70% e
alimentadas com solugao de sacarose a 50%.

A coleta foi dividida em 8 grupos, sendo 6 deles para as aplicagdes de diferentes
contracdes do difenoconazol, e 2 deles para as aplicacdes com 4gua e acetonitrila. Cada grupo
teve 4 recipientes com abelhas. O numero exato em cada recipiente para cada grupo ¢ descrito

na Tabela 3.
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Tabela 3 - Quantidade de Abelhas por Grupo Experimental

pg.L-1 h20 acn 1 5 10 15 30 41
1 13 14 16 15 13 9 17 7
2 13 14 10 10 9 12 11 9
3 10 11 10 12 8 12 14 13
4 9 9 12 7 12 12 11 10
Total 45 48 48 44 42 45 53 39

Fonte: Autoria prépria

Antes do inicio dos testes, as abelhas passaram por um periodo de estabilizagdo de 4

horas, garantindo aclimatag@o e recuperagdo do estresse causado pelo transporte.

3.2 Aplicacao topica do difenoconazol sobre o dorso das abelhas

Este estudo foi conduzido como um teste toxicoldgico agudo, seguindo as diretrizes da
Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 1998). Testes agudos
sdo projetados para avaliar os efeitos de uma exposicdo de curta duragdo, a diferentes
concentragdes de um composto quimico, com o objetivo de determinar pardmetros como a
mortalidade ¢ a DL50. E importante destacar que a abelha Scaptotrigona postica apresenta
um tempo de vida médio de até 90 dias, dependendo de fatores ambientais e de sua fungao na
colonia (HEBORA MEL DO BRASIL, 2024). Assim, o periodo de 96 horas corresponde a
uma pequena fracdo de sua vida total, caracterizando o estudo como um teste de toxicidade

aguda voltado para efeitos imediatos.

Para os testes, foi utilizada uma solugdo estoque de difenoconazol a 1000 ppm (1

mg/mL). A partir dessa solucdo, foram realizadas dilui¢cdes seriadas para obter concentragdes

finais de 41; 30; 15; 10; 5; e 1 pg. L' Além disso, dois controles foram incluidos: dgua
destilada e acetonitrila (ACN), o solvente utilizado para dissolver o difenoconazol.

A acetonitrila ¢ utilizada pois ela ¢ o solvente que dilui o difenoconazol, entdo, o
grupo ACN serve para avaliar se o solvente por si s (sem o composto ativo) causa efeitos

toxicos nas abelhas. E a agua ¢ utilizada como um controle negativo absoluto, ou seja, um
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grupo controle para verificar os efeitos das condigdes experimentais sem a interferéncia de

nenhum composto quimico, nem mesmo solventes como a acetonitrila.

A escolha das faixas de concentracdo de 1 a 41 ug.L_1 foi baseada em dados da
literatura e em estudos prévios realizados com abelhas nativas. Trabalhos anteriores, como o
de Scavassa (2019) e Medina (2021), demonstraram que abelhas nativas, como Melipona
scutellaris e Tetragonisca angustula, apresentam maior sensibilidade a agrotoxicos em
comparagdo com a abelha africanizada Apis mellifera. Isso reforga a importancia de utilizar
faixas de concentracao que englobam tanto niveis subletais quanto letais para espécies nativas
de interesse. As faixas escolhidas incluem concentragdes que refletem cenarios de
contaminacdo ambiental realista, além de permitirem a determinacdo de parametros

importantes, como a Dose Letal 50%. Testes realizados anteriormente indicaram que
~ - -1 . . o
concentragdes proximas a 1 pg.L = podem apresentar efeitos subletais, como alteragdes

. .. . o .
comportamentais, enquanto niveis mais altos, como 41 pg.L , s3o importantes para avaliar
os impactos letais diretos.

As abelhas foram anestesiadas com CO2 antes da aplicagdo tdpica, utilizando

micropipetas de precisao.

Foram feitas no total, aplicacdes em 8 grupos diferentes, 6 deles sendo as
concentragdes de difenoconazol diluidas, um com 4gua e um ultimo com acetonitrila (ACN).
Em cada um dos grupos foram feitos 4 testes com nimeros de abelhas variados.

Apos a aplicagdo, as abelhas foram armazenadas no escuro, sob as condigdes ja
mencionadas. As taxas de mortalidade foram registradas em intervalos de 4, 24, 48, 72 e 96
horas. Os tempos de monitoramento foram escolhidos com base em protocolos experimentais
estabelecidos pela Organizagdo para Cooperagdao e Desenvolvimento Economico (OECD,
1998), adaptados para avaliagdao de toxicidade em abelhas. Essa abordagem permite capturar
tanto os efeitos imediatos quanto os retardados da exposi¢ao ao difenoconazol. Estudos
anteriores mostram que a mortalidade aguda pode ocorrer nas primeiras 24 horas, enquanto os
efeitos cumulativos e subletais se tornam mais evidentes em tempos mais longos, como 72 ou
96 horas (SCAVASSA, 2019). O critério de mortalidade utilizado foi a auséncia de resposta a
estimulos externos, como um leve toque ou o chacoalhar do recipiente.

Com a taxa de mortalidade, foi feito o percentual de mortalidade e foi realizada uma

analise estatistica para determinar a DL5 0 (Dose Letal para 50% das abelhas).
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3.3 Extracao pelo método QUEChERS

Apds o término do tempo de aplicacdo tdpica, os corpos das abelhas foram triturados e
submetidos a0 método QUEChERS, que utiliza sais especificos para promover a separagao
das fases orgdnica e aquosa, maximizando a recuperacdo dos compostos de interesse e

minimizando as interferéncias da matriz.

Foram realizadas trés variagcdes do método QuUEChERS, denominadas A, B ¢ C, com
subdivisdes em Al (abelhas in natura) e A2 (abelhas liofilizadas), e assim por diante. As

extragdes foram realizadas com dois tubos distintos:

° Tubo 1 (purificagdo): Contendo 50 mg de PSA, 50 mg de C18 ¢ 0,15 g de
MgSO4.
° Tubo 2 (extragao): Contendo 0,4 g de MgSOs e 0,1 g de sal especifico para

cada analise:

° NacCl (analise A): Facilita a separacao de fases pelo efeito salting-out.

° Citrato de sodio (andlise B): Ajusta a solu¢cdo em pH acido (4-5).

° Acetato de sodio (analise C): Ajusta o pH para uma faixa levemente alcalina
(8-9).

O efeito salting-out ¢ um efeito que ocorre quando sais, como NaCl, sdo adicionados a
uma solugdo para reduzir a solubilidade de compostos organicos na fase aquosa. Isso forga os
compostos de interesse a se concentrarem na fase organica (UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO, 2022). Para este experimento especifico, o NaCl adicionado, aumenta a forga idnica
da solugdo aquosa, o que reduz a interagdo entre as moléculas de agua e os compostos
organicos, "empurrando” os compostos lipofilicos (difenoconazol) para a fase organica. Como
resultado, a separacdo entre as fases aquosa e organica se torna mais eficiente, permitindo

uma extra¢do mais limpa e eficaz dos residuos do fungicida.

O ajuste do pH nas analises B e C foi incluido como um teste metodologico baseado
no protocolo padrdo QUEChERS, que se propde a realizar extra¢des de diversos compostos,

incluindo aqueles menos estaveis que o difenoconazol.

A andlise Al utilizou abelhas in natura, enquanto a analise A2 empregou abelhas

liofilizadas. A liofilizagdo foi realizada para garantir uma matriz mais homogénea e reduzir
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interferéncias hidrossoliveis, melhorando a eficiéncia de extragdo de residuos de

difenoconazol.

Na etapa de extragdo, as amostras foram misturadas com 10 mL de acetonitrila (ACN),
solvente selecionado por sua eficiéncia na extracdo de compostos de diferentes polaridades. A
mistura foi agitada manualmente por 1 minuto em Vortex. Em seguida, foi adicionado o
conteido do Tubo 2, conforme o sal correspondente a analise (NaCl, citrato de sédio ou
acetato de sodio), promovendo a separacao de fases. ApoOs agitacdo adicional, a fase organica

(sobrenadante) foi coletada.

A fase organica foi submetida a purificagdo (clean-up) com extracdo em fase solida
dispersiva (D-SPE), utilizando o contetido do Tubo 1 (MgSOs4, PSA e C18). O PSA removeu
compostos polares, como acidos graxos e acgucares, enquanto o CI8 eliminou gorduras,

lipideos e ceras, garantindo um extrato limpo.

Apds o clean-up, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 5 minutos para
separar o sobrenadante purificado. O sobrenadante foi evaporado em evaporador a 40°C e
reconstituido em fase movel apropriada para anélise por HPLC. Essa etapa final assegurou a

compatibilidade do extrato com a andlise cromatografica.

3.4 Técnica analitica HPLC

ApOs a etapa de purificagdo pelo método QUEChERS, os extratos foram analisados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), utilizando pardmetros otimizados para a

detec¢do e quantificacdo do difenoconazol.

As andlises foram realizadas utilizando um cromatografo liquido acoplado a um
detector UV-Vis, equipado com uma coluna de fase estacionaria C18 (250 mm % 4,6 mm, 5

um). A fase movel consistiu em uma mistura de dgua destilada e acetonitrila (60:40, v/v),

acidificada com 0,1% de acido formico, operando a uma vazao de 1mlL. min_l. Os
comprimentos de onda analisados foram 230, 233, 244 e 246 nm, escolhidos para maximizar
a deteccao do difenoconazol e de possiveis interferentes. A escolha de testar diferentes
comprimentos de onda foi baseada na necessidade de identificar aquele que oferecesse maior
sensibilidade para a detec¢do do difenoconazol, ao mesmo tempo em que minimizasse

interferéncias de matriz. Trabalhos anteriores indicaram que o difenoconazol apresenta picos
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de absorbancia significativos em torno de 230 nm, mas outros comprimentos de onda
proximos também podem ser explorados para melhorar a confiabilidade analitica em matrizes
complexas (SCAVASSA, 2019). O volume de injecdo foi de 20 pL por amostra. A

quantificagdo baseou-se em uma curva de calibrac¢do linear construida com padrdes analiticos
de 2000 ug. L~ (2mg. L), 1000 pg. L~ (1 mg.L™ ") e 500 pg. L~ (0,5 mg.L™").

As amostras reconstituidas na fase movel foram injetadas diretamente no HPLC, e o
tempo de retencdo do difenoconazol foi comparado ao padriao analitico para identificagdo,
enquanto a quantificagao utilizou a resposta relativa do analito em relagdo a curva de
calibrag¢do. Controles de qualidade, como amostras de recuperacdo e duplicatas, garantiram a

precisdo e a exatidao do método.

A coluna Cl18 foi escolhida pela sua eficiéncia na separagdo de compostos
moderadamente apolares, como o difenoconazol, de interferentes presentes na matriz
bioldgica (Valente, 2006). A mistura de acetonitrila e agua acidificada foi selecionada por ser
adequada para pesticidas, promovendo separacdes eficientes e reduzindo interagdes com a
matriz (Ribani, 2004). A validagdo do método seguiu diretrizes da IUPAC e do INMETRO,
avaliando parametros como linearidade, precisdo, exatiddo e os limites de detec¢do e
quantificagdo (INMETRO, 2003; Thompson et al., 2002). A utilizacio de multiplos
comprimentos de onda (230, 233, 244 e 246 nm) permitiu monitorar a absor¢do maxima do

analito e identificar interferentes, aumentando a confiabilidade dos resultados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Mortalidade das Abelhas Scaptotrigona postica

Nesta se¢do, sdo apresentados os resultados da mortalidade de abelhas Scaptotrigona
postica apos a aplicacdo topica de diferentes concentragdes de difenoconazol. A mortalidade
foi monitorada ao longo de 96 horas, em intervalos especificos, € os dados foram comparados
aos controles negativos (H20 e ACN), que confirmaram a auséncia de toxicidade dos veiculos
utilizados. Os resultados foram expressos em porcentagens médias de mortalidade, permitindo
a analise detalhada da relagdo dose-resposta. As informacdes estdo organizadas na Tabela 4 ¢

5 e ilustradas graficamente na Figura 7.

Tabela 4 - Mortalidade Total e Sobrevivéncia de Abelhas Expostas ao Difenoconazol

pg.L-1 Vivos Mortos (96 horas) Vivos (96 horas)
h20 45 3 42

acn 48 4 44

41 39 33 6

30 53 27 26

15 45 17 28

10 42 12 30

5 44 10 34

1 43 4 44

total 364 110 254

Fonte: Autoria propria
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Tabela 5 - Taxa de Mortalidade de Abelhas (%) em Diferentes Concentrag¢des ¢ Periodos de Exposigdo

Hg.L-1

0

10

15

30

41

£ £

E

Mortalidade (%)

10

Figura 7 - Mortalidade de Abelhas (%) em Diferentes Concentra¢des ao Longo do Tempo
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Mortalidade % x Horas

Fonte: Autoria propria
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A mortalidade das abelhas foi avaliada em diferentes concentragdes de difenoconazol

(1, 5, 10, 15, 30 e 41 pg. L_l) e comparada aos controles negativos (H:O e ACN), com dados
coletados em intervalos de 4, 24, 48, 72 e 96 horas, apresentados como médias percentuais de
mortalidade com seus desvios padrao. Nos controles negativos, a mortalidade foi baixa, nao

ultrapassando 8,65% apo6s 96 horas, confirmando a auséncia de toxicidade dos veiculos

e . N -1 . .
utilizados. Em contrapartida, a concentragdo de 41 pg.L  resultou na maior mortalidade,

com 45,45% em 24 horas e 85,10% apds 96 horas, apresentando alta variabilidade nos
resultados. J4 a concentracdo de 30 pg. L mostrou mortalidade de 21,13% em 24 horas e
51,54% em 96 horas, enquanto 15 ug.L_1 alcangou 37,50% no mesmo periodo,

) ) . N ) . -1
representando um impacto intermediario. Concentragdes mais baixas, como 5 e 1 pg.L
apresentaram mortalidades de 23,39% e 8,65%, respectivamente, apos 96 horas, sendo a

ultima proxima aos valores dos controles.

A aplicacdo topica de difenoconazol em abelhas Scaptotrigona postica permitiu
avaliar os efeitos diretos desse fungicida em condigdes que simulam exposi¢des ambientais
reais. Os resultados demonstraram uma relacdo dose-resposta clara, com mortalidade

crescente em funcao do aumento da concentracao do composto.

Esses achados sdo consistentes com estudos anteriores que indicam que agrotdxicos
podem causar mortalidade significativa em abelhas, mesmo em concentragdes relativamente
baixas (EMBRAPA, 2024). Além disso, a mortalidade observada nos controles negativos
(H:0 e ACN) foi baixa, confirmando que os veiculos utilizados ndo apresentaram toxicidade

relevante para as abelhas.

Além da mortalidade, ¢ também importante destacar que exposi¢cdes a baixas
concentracoes de agrotoxicos podem causar alteragdes comportamentais que afetam o
funcionamento da colonia e os servicos (EMBRAPA, 2024). Estudos indicam que o
difenoconazol pode afetar a locomocao e a resposta fototropica das abelhas, comprometendo
atividades essenciais como forrageamento e navegacdo (IWASAKA, 2020). Esses efeitos
subletais podem ndo ser imediatamente letais, mas comprometem a sobrevivéncia a longo

prazo e a eficiéncia polinizadora das abelhas.
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4.2 Determinacio do DL50

O DL50, ou Dose Letal 50%, ¢ um parametro amplamente utilizado na toxicologia
para determinar a dose de uma substancia capaz de causar 50% de mortalidade em uma
populacdo exposta. Neste estudo, o DL50 foi calculado com base na mortalidade em 96 horas,

utilizando o ajuste de uma curva logistica.

A curva logistica ¢ uma fun¢do matematica que descreve a relagdo entre a dose de um

composto e a resposta observada (nesse caso, mortalidade). A féormula geral usada foi:

y = L

1re
Onde:
° y: mortalidade (%) observada;
° L: assintota maxima (valor maximo que y pode atingir, geralmente 100%);
o x: concentracio da substancia (em pg. L );
° X o valor da concentragdo correspondente a 50% de mortalidade (DL50);
° k: taxa de crescimento da curva (define a inclinagao).
Os parametros iniciais utilizados foram:
° L =100 (assumindo mortalidade maxima de 100%);
° X 0= 20 (estimativa inicial da concentragdo para 50% de mortalidade);

° k =1 (uma inclinacdo média).

A curva logistica para a mortalidade apds 96 horas, pode ser observada na figura 8.
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Figura 8 - Curva Logistica para Determinag¢ao do DL50 em Abelhas (96h)
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Fonte: Autoria propria

Com o ajuste, o valor de X o que corresponde ao DL50, foi calculado como:

DL50 ~ 22,96 pug. L

A analise dos dados permitiu o célculo do DL50 (Dose Letal 50%) em 96 horas,

estimado em aproximadamente 22,96 pg. L™". Este valor ¢ superior aos limites documentados
para DL50 de contato (>101 pg/abelha) e oral (>187 pg/abelha), sugerindo que a via topica
apresenta menor toxicidade em condi¢des ambientais (SCAVASSA, 2020). No entanto, ¢
importante considerar que, em condi¢cdes de campo, as abelhas podem ser expostas a

multiplas fontes de agrotoxicos, potencializando os efeitos toxicos.
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4.3 Testes da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para analise do

difenoconazol

A andlise dos dados do HPLC para o difenoconazol, mostram que, em todas as
concentragdes, o comprimento de onda de 230 nm apresentou os maiores picos de intensidade
em relagdo aos demais comprimentos, confirmando os dados do estudo anterior. Essa maior
intensidade permite maior sensibilidade e confiabilidade na deteccdo do difenoconazol,
especialmente em concentracdes mais baixas.

Embora os comprimentos de onda de 233 nm e 244 nm também apresentem boa
resposta, a superioridade de 230 nm no contexto deste estudo torna-o mais adequado para
analises quantitativas precisas e reprodutiveis.

Com base nesses resultados, todas as demonstracdes graficas subsequentes foram
realizadas com o comprimento de onda de 230 nm, garantindo consisténcia e maior

sensibilidade nos resultados.

Os picos podem ser observados na Tabela 6 a seguir:

Tabela 6 - Picos de Intensidade por Comprimento de Onda e Concentragdo

Concentracéo (ug.L-1) 230 nm 233 nm 244 nm 246 nm
500 2.68 2.48 1.63 1.43
1000 5.41 5.02 3.3 2.9
2000 1.48 10.66 613 5.95

Fonte: Autoria propria

Os graficos a seguir (Figuras 9, 10 e 11) ilustram o comportamento do difenoconazol
em 230 nm, destacando a clara relagdo entre o aumento da concentracado e a intensidade do
pico no tempo de retencdo. Essa maior intensidade em 230 nm em relagdo aos outros
comprimentos de onda, permite maior sensibilidade e confiabilidade na deteccdo do

composto.
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Figura 9 - Cromatograma do Difenoconazol a 500 pg. L™ em 230 nm
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Tempo de retencdo (min)

Fonte: Autoria propria

Figura 10 - Cromatograma do Difenoconazol a 1000 pg. L™ em 230 nm

1000 g 1L-1 Difenoconazol 230 nm

Tempo de retengdo (min)

Fonte: Autoria propria
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Figura 11 - Cromatograma do Difenoconazol a 2000 pg. L™ em 230 nm
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Fonte: Autoria propria

Em todas as amostras contendo apenas difenoconazol, foi identificado um pico bem

definido no tempo de retencao proximo a 4,17 minutos, caracteristico do composto.

O controle negativo (ACN) que pode ser observado na figura 12, ndo apresentou picos

significativos, confirmando a especificidade do método analitico para o difenoconazol.
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Figura 12 - Cromatograma da Amostra Controle Negativo (ACN) a 230 nm.

ACN 230 nm
15

10

Intensldade
(=]
=
[
L
tn
(5 7]
=
oo
o

Tempo de retengdo (min)

Fonte: Autoria propria

O cromatograma da amostra de controle negativo apresentou apenas ruido de fundo,
sem picos significativos no tempo de retencdo do difenoconazol (~4,17 minutos). Isso

demonstra que o método ¢ confiavel e nao apresenta interferéncias.

O restante dos resultados das amostras foi dividido em A1, A2, B1, B2, C1 ¢ C2. Essa
divisdo foi estabelecida com a fungdo de caracterizar as diferentes extragdes realizadas nas
amostras. Nas amostras Al e A2 foi realizada a extragdo por QUEChERS com o sal de
extracao NaCl, devido a seu efeito salting-out. Na B1 e B2, foi feita a extracdo com o citrato
de sodio, ele teria a fungdo de ajustar a solugdo em pH acido. E por tltimo o C1 e C2, com a
extracdo pelo acetato de sddio, que tem a fungdo de ajustar o pH para uma faixa levemente

alcalina.

A divisao da numeragdo nas amostras, de 1 e 2, se da pelo processo de liofiliza¢ao nas
abelhas, sendo as amostras indicadas com 1, abelhas in natura, ¢ amostras indicadas com 2,

abelhas liofilizadas.

Os resultados das andlises Al até C2, podem ser observados nas Figuras 13 a 18, a

seguir:
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Figura 13 - Cromatograma da Amostra A1 a 230 nm.

Al 230 nm NaCl, in natura
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Fonte: Autoria propria

A amostra A1 apresentou um pico de intensidade moderada (~80 unidades), indicando
presenga detectavel do difenoconazol, embora em menor quantidade comparada as proximas
analises. Deve-se destacar, que tem uma diferenga no tempo de retengao entre as medigdes
conhecidas do difenoconazol (4,17 minutos) e as amostras experimentais Al, A2, B1, B2, C1
e C2, nas amostras experimentais, os picos sdo observados no tempo de 3,25 minutos.

A diferenca nos tempos de retencdo observada, pode ser atribuida a efeitos de matriz.
Esses efeitos ocorrem quando componentes presentes na matriz da amostra interferem na
analise, resultando em variagdes nos tempos de retencdo e na resposta do detector. No
contexto de andlises cromatograficas, o efeito matriz ¢ observado como um aumento ou
supressao na resposta do detector na presenga do analito no extrato da matriz, comparado com

0 mesmo analito presente em solvente organico.

Durante as andlises cromatograficas realizadas, foram identificados problemas no
sistema de bombeamento do equipamento HPLC, que provavelmente impactaram a qualidade
inicial dos resultados. Variagcdes nos tempos de retencdo podem ser causadas por problemas
no sistema de bombeamento do HPLC, como vazamentos nos encaixes ou vedagdes da

bomba, resultando em cromatografia de baixa qualidade (SIGMA ALDRICH, 2024).
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A robustez de um método cromatografico também pode ser afetada por variagdes na

concentragdo do solvente organico, pH e forca i6nica da fase movel, o que pode influenciar os

tempos de retencao obtidos (Ribani, 2004).

Intensidade

Figura 14 - Cromatograma da Amostra A2 a 230 nm.

A2 230 nm NaCl, liofilizadas
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Fonte: Autoria propria

Na amostra A2, foi observado um aumento na intensidade do pico em relacdo a Al

(~150 unidades), indicando maior concentragdo ou absor¢do do composto nesta amostra.
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Figura 15 - Cromatograma da Amostra B1 a 230 nm.

B1 230 nm Citrato de sadio, in natura
800
700
600
500
400
300
200
100

0 ‘,—N

100" 1 2 3 4 5 6 T 8 9

Intensidade

Tempo de retengdo (min)

Fonte: Autoria propria

A BI, de acordo com a Figura 15, mostrou um grande pico (~700 unidades), refletindo

alta concentragao de difenoconazol.

Figura 16 - Cromatograma da Amostra B2 a 230 nm.

B2 230 nm Citrato de sadio, liofilizadas
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Fonte: Autoria propria
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A amostra B2 exibiu um pico menor (~130 unidades).

Figura 17 - Cromatograma da Amostra C1 a 230 nm.

C1 230 nm Acetato de sodio, in natura
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Fonte: Autoria propria

A CI1 apresentou o maior pico entre todas as amostras (~900 unidades), indicando a

maior concentracao de difenoconazol detectada.

Intensidade

Figura 18 - Cromatograma da Amostra C2 a 230 nm.

C2 230 nm Acetato de sadio, liofilizadas
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Fonte: Autoria propria
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A C2, embora com menor intensidade (~200 unidades), ainda registrou niveis

detectaveis do composto.

A aplicacdo topica nas abelhas permitiu avaliar diretamente os efeitos do composto em
organismos expostos a diferentes concentragdes de difenoconazol. Os resultados mostram que
as condigdes de tratamento influenciaram significativamente a presenga do difenoconazol nas
amostras analisadas. O método de aplicagdo tdpica demonstrou ser eficaz para simular a
exposicao direta das abelhas ao composto, refletindo cendrios ambientais onde o contato com

residuos de agroquimicos pode ocorrer.

A andlise dos extratos revelou a presenca de difenoconazol nas abelhas expostas, com
picos de intensidade variando conforme a concentragdo aplicada. A escolha do comprimento
de onda de 230 nm mostrou-se adequada para a detec¢ao do composto, proporcionando maior
sensibilidade nas andlises. Observou-se que amostras liofilizadas (A2, B2 e C2) apresentaram
picos de intensidade menores em comparacdo as ndo liofilizadas (A1, B1 e C1), sugerindo

que o processo de liofilizacdo pode afetar a detec¢do do difenoconazol.

Estudos anteriores confirmam que o difenoconazol pode se acumular em abelhas
expostas, tanto por via oral quanto topica, com maior mortalidade observada na exposigao
oral (SCAVASSA, 2020). A bioacumulagdo do fungicida em tecidos das abelhas pode levar a

efeitos toxicos prolongados, mesmo apos a cessagao da exposi¢ao.

4.3.5 Implicacdes Ecoldgicas e Agricolas

A mortalidade e os efeitos subletais observados em Scaptotrigona postica expostas ao
difenoconazol tém implicagdes significativas para a polinizagdo e a saude dos ecossistemas.
Abelhas nativas desempenham um papel crucial na polinizacao de diversas culturas agricolas
e plantas silvestres. A reducdo de suas populacdes devido a exposi¢do a agrotoxicos pode

comprometer a produtividade agricola e a manutenc¢ao da biodiversidade.

Além disso, a presenca de residuos de difenoconazol em produtos apicolas pode
representar riscos a saude humana, destacando a necessidade de praticas agricolas que

minimizem a exposicdo de polinizadores a agrotdxicos. A adocdo de medidas como a
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aplicacdo de agrotoxicos em horarios de menor atividade das abelhas e o uso de produtos

menos toxicos pode contribuir para a protecao desses importantes insetos.
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5 CONCLUSAO

O estudo avaliou os efeitos do difenoconazol em abelhas Scaptotrigona postica por
meio de aplicagdo tdpica, abordando a toxicidade do composto e sua deteccdo em amostras
biologicas. A pesquisa contribuiu para um melhor entendimento dos impactos de fungicidas
amplamente utilizados em ambientes agricolas, especialmente em organismos nao-alvo, como

polinizadores nativos.

Os resultados confirmaram que a aplicagdo topica ¢ uma metodologia eficaz para
simular exposi¢des ambientais reais. As abelhas expostas apresentaram uma relagdo

dose-resposta clara, com mortalidade crescente em concentracdes mais altas do

. . . -1,
difenoconazol, sendo que a taxa de mortalidade atingiu 85,10% em 41 pg.L — ap6s 96 horas.
A anélise temporal demonstrou que os efeitos toxicos do composto aumentam com o tempo

de exposi¢do, indicando sua persisténcia e absor¢do continua pelas abelhas.

A analise cromatografica (HPLC) permitiu confirmar a presenca e quantificar os niveis
de difenoconazol em todas as amostras tratadas, evidenciando a bioacumula¢do do composto
em concentragdes proporcionais a dose aplicada. O comprimento de onda de 230 nm foi
identificado como o mais adequado para a detec¢do, devido a maior intensidade dos picos no
tempo de retengdo (~3,25 minutos). As amostras liofilizadas apresentaram picos de
intensidade menores em relacdo as amostras in natura, o que pode estar relacionado as

diferencas nas caracteristicas das matrizes apos o preparo.

Em termos praticos, os resultados deste estudo reforcam a necessidade de
regulamenta¢cdo mais rigorosa no uso de fungicidas como o difenoconazol, com énfase na
protecao de polinizadores nativos. Medidas como a reducao de doses aplicadas, o uso de
produtos menos toxicos € a aplicacdo em horarios de baixa atividade das abelhas podem
contribuir para minimizar os impactos negativos desse fungicida. Além disso, a preservagao
de areas de refiigio para polinizadores ¢ fundamental para garantir a sustentabilidade dos

sistemas agricolas e a protecao da biodiversidade.
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