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RESUMO

A sensibilidade das Drosophila melanogaster (Meig.) a diferentes inseticidas
(endosulfan, paration metilico, carbofuram e deltametrina) e o uso desse organismo no
biomonitoramento de residuos de inseticidas em vegetais foi avaliada. Para tanto, inicialmente
avaliou-se a estabilidade dos inseticidas nas condigdes do bioensaio, assim como a
sensibilidade da Drosophila aos inseticidas, em fungcdo da temperatura e do tempo de
exposicao. Posteriormente, os inseticidas foram aplicados em plantagdo de couve manteiga
(Brassica oleracea, var. acephala) ou repolho (Brassica oleracea, var. capitata), e 0s seus
residuos determinados por bioensaio e por métodos cromatograficos [cromatografia gasosa
(CG) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)]. O bioensaio foi realizado pelo
meétodo do filme seco, em placas de Petri (50 x 20 mm), em temperaturas de 20, 25, 30 e 35
°C, durante 24 h. Nessas condi¢des os inseticidas se degradaram de modo proporcional ao
tempo de exposicdo e a variagdo da temperatura, sendo que a deltametrina e o carbofuram
apresentaram maior estabilidade do que o endosulfan e o paration metilico. O isébmero alfa-
endosulfan degradou-se mais rapidamente do que o isbmero beta, em todas as temperaturas
estudadas. Os bioensaios realizados com D. melanogaster, indicaram que, em geral, a
toxicidade dos inseticidas aumenta com o aumento da temperatura (20 a 35 °C), sendo que
para o endosulfan as fémeas apresentam maior susceptibilidade do que os machos. Os
valores de DLsp (expressos em mg/kg pc e considerando machos e fémeas) variaram de 10,1
a 2,8 para o endosulfan, 10,5 a 3,0 para o paration metilico, 10,5 a 2,9 para o carbofuran e
0,96 a 0,34 para a deltametrina, para as temperaturas de 20 e 35 °C, respectivamente.
Thiodan® 350 CE (endosulfan), Folidol® 600 CE (paration metilico) e Decis® 25 CE
(deltametrina) foram aplicados em couve manteiga e os seus residuos determinados pelo
método de bioensaio e validados por CG. Furadan® G50 (carbofuran) foi aplicado em repolho
e o0s seus residuos, determinados por bioensaio, foram validados por CLAE. Em geral, os
resultados obtidos pelo bioensaio ndo diferiram (P<0,05) daqueles obtidos pelos métodos
cromatograficos. O limite de determinagéo pelo bioensaio foi menor do que 0,1 mg/kg, tendo o
método apresentado boa reprodutibilidade, com coeficiente de variagdo menor que 20 %. Os
resultados obtidos confirmam a viabilidade do bioensaio com D. melanogaster para o
biomonitoramento de residuos de inseticidas em vegetais, sendo que, em comparagdo a
determinacéo por métodos cromatograficos, o bioensaio apresenta baixo custo e simplicidade
de execucdo sem comprometer o padrédo de acuidade necessario para 0 monitoramento de

residuos de agrotéxicos em alimentos.



SUMMARY

The sensitivity of Drosophila melanogaster (Meig.) to different insecticides (endosulfan,
methyl parathion, carbofuran and deltamethrin) and the use of this organism in the
biomonitoring of residues of insecticides on vegetables was evaluated. Initially, the stability of
the insecticides was evaluated under the conditions of the bioassay, as well as the sensitivity
of the D. melanogaster to the insecticides, as a function of the temperature and the extent of
exposure. Them, the insecticides were applied on plantation of kale (Brassica oleracea, var.
acephala) or cabbage (Brassica oleracea, var. capitata) and their residues evaluated by
bioassay and chromatographic methods [gas chromatography (GC) or high performance liquid
chromatography (HPLC)]. The bioassay was conducted up using dry film technique in Petri
plates (50 x 20 mm) under temperatures of 20, 25, 30, and 35°C for 24 h. Under these
conditions the insecticides degraded proportionally to the extent of exposure and to the
variation of temperature. Deltamethrin and carbofuran displayed higher stability than
endosulfan and methyl parathion. The alpha-isomer of endosulfan degraded more rapidly than
the beta-isomer in all the observed temperatures. Bioassays made with D. melanogaster
generally showed that the toxicity of the insecticides increases with the increasing of
temperature (20 to 35 °C) and females present higher susceptibility to the endosulfan than
males. The value of DLsy, expressed in mg/kg body weight and considering males and
females, varied from 10,1 to 2,8 for endosulfan; from 10,5 to 3.0 for methyl parathion; from
10,5 to 2,9 for carbofuran and from 1,0 to 0,3 for deltamethrin under the temperature of 20 to
35 °C, respectively. Thiodan® 350 CE (endosulfan), Folidol® 600 CE (methyl parathion) and
Decis” 25 CE (deltamethrin) were applied to kale and their residues determined by bioassay
method and validated by GC. Furadan® G 50 was applied to cabbage (Brassica oleracea, var.
capitata) and its residues determined by bioassay and validated by HPLC. Generally, the
results obtained by the bioassay were not different (P<0,05) of those obtained by
chromatographic methods. The determination limit of the bioassay was lower than 0,1 mg/kg,
presenting a good reproducibility with a variation coefficient less than 20%. The results
obtained confirm the viability of the bioassay with D. melanogaster for the biomonitoring of
residues of insecticides on vegetables. Compared to the determination by chromatographic
methods the bioassay shows low cost and simplicity of execution without compromising the

standard of needed acuity for the monitoring of pesticide residues in food.



INTRODUCAO

O uso de agrotoxicos tem trazido numerosos beneficios a humanidade entre os quais
se incluem o aumento da producdo e da qualidade de alimentos. Entretanto, como s&o
substancias toxicas, se usados indevidamente, além de elevar o nivel dos residuos nos

alimentos podem contaminar o ambiente, com repercussdes negativas sobre o ecossistema.

Para proteger a saude dos consumidores, tem sido criadas leis que restringem n&o
somente o uso dos agrotoxicos, mas também determinam os limites maximos dos seus
residuos (LMRs) nos alimentos. Consumir alimentos com residuos acima dos LMRs
estabelecidos ou com residuos ndo permitidos pela legislacdo constitui-se um perigo a saude
humana. Por esses motivos, a presenca de residuos dos agrotoxicos em alimentos tem
preocupado as entidades governamentais, e a populagdo em geral, com respeito a ingestao

de alimentos contaminados com essas substancias.

Para garantia da qualidade dos alimentos oferecidos a populagdo € necessario
monitorar os residuos dos agrotoxicos, principalmente em frutas e hortaligas, cuja maioria sao
consumidas "in natura". O monitoramento constitui também um meio eficaz para o controle
adequado do uso dos agrotdxicos, podendo desta forma serem evitados niveis de residuos

em quantidades superiores aos permitidos.

Varios procedimentos podem ser utilizados para monitorar residuos. Entre os mais
usados estdo os métodos cromatograficos [cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)]. Esses métodos analiticos apresentam grande sensibilidade e
especificidade, contudo sdo procedimentos analiticos de alto custo devido ao prego elevado
dos equipamentos e dos solventes e reagentes utilizados nos processos de extragédo e

limpeza dos residuos.

Torna-se, portanto, evidente que para os paises em desenvolvimento & muito dificil
realizar, pela metodologia citada, um monitoramento satisfatério de residuos dos agrotdxicos
nos alimentos. Ainda, € nesses paises que 0s inseticidas, assim como outros agrotoxicos,
freqiientemente sdo empregados de modo excessivo e indiscriminado, bem como sao
utilizados em culturas ndo permitidas. Justifica-se, portanto, a necessidade de serem
pesquisados e avaliados métodos alternativos de triagem que sejam ao mesmo tempo
satisfatérios, praticos e que reduzam significativamente os custos de controle da qualidade
dos produtos alimenticios, especialmente os hortifrutigranjeiros, quanto a presenca de

agrotdxicos em geral e de inseticidas em particular.



Como o objetivo basico do monitoramento de residuos de agrotdxicos € detectar niveis
acima dos LMRs estabelecidos ou a presenca dos mesmos em culturas ndo permitidas ou que
possam apresentar risco @ manutengado do equilibrio ecolégico de ecossistemas, é de grande
interesse desenvolver e difundir metodologias simples, mas que permitam detectar residuos
de inseticidas em quantidades que realmente causem perigo para a saude humana ou para a
cadeia trofica. Neste sentido, os métodos bioldgicos representam uma linha de pesquisa de
grande interesse, tendo os bioensaios demonstrado serem eficientes para detectar pequenas

quantidades de agentes téxicos.

Cabe destacar que para se obter resultados que se enquadrem dentro da sensibilidade
exigida pela legislacdo (LMRs), assim como pelos métodos quimicos de analise de residuos,
os organismos utilizados nos bioensaios devem ser sensiveis para detectar niveis residuais
menores do que 1 mg/kg e, ainda, fornecer resultados reprodutiveis. Bioensaios realizados
com D. melanogaster, no inicio da década de 50, indicaram que esses insetos poderiam ser
utilizados para deteccdo de residuos de inseticidas em alimentos. Ainda, sdo insetos de facil
manipulacéo e criagdo nas condicbes de laboratério, sendo que grande numero de moscas
podem ser criadas em pequeno espago, num curto intervalo de tempo, pois s&o insetos de
ciclo reprodutivo curto (9 a 10 dias da ovoposi¢cdo até emergéncia das moscas), assim como

os meios de cultura utilizado para o seu desenvolvimento sdo de preparo simples.

OBJETIVOS:

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a utilizacdo da D. melanogaster para o
biomonitoramento de residuos de inseticidas em vegetais.

Dentre os objetivos especificos destacam-se:

1. Estabelecer um procedimento analitico para o bioensaio de inseticidas, utilizando

moscas D. melanogaster.

2. Avaliar a sensibilidade das D. melanogaster aos inseticidas clorados (endosulfan),
fosforados (paration metilico), carbamatos (carbofuran) e piretréides (deltametrina),
mediante a determinagdo da dose letal 50 (DLso), em diferentes temperaturas (20
*C..25°C, 30 °C e 35°0).

3. Avaliar a estabilidade dos inseticidas nas mesmas condi¢des do bioensaio.

4. Aplicar os inseticidas em vegetais folhosos (couve ou repolho) e utilizar o bioensaio
para avaliar a presenca dos seus residuos e confirmar os resultados utilizando

métodos quimicos (CG ou CLAE), afim de garantir a seguranca do procedimento
biolégico para avaliar a presencga de residuos de inseticidas em vegetais.



CAPITULO 1

UTILIZACAO DE BIOENSAIO NO
MONITORAMENTO DE RESIDUOS DE
INSETICIDAS EM ALIMENTOS: UMA REVISAO

TRABALHO SUBMETIDO PARA PUBLICAGAO NA REVISTA
BRASILEIRA DE TOXICOLOGIA EM OUTUBRO DE 1997




Revista Brasileira de Toxicologia

Utilizacdo de bioensaios no monitoramento de

residuos de inseticidas em alimentos: Uma revisao

Resumo

Os bioensaios, amplamente utilizados para avaliar a presenca de substéncias toxicas, podem
ser utilizados no monitoramento de residuos de inseticidas em alimentos, dado a sua sensi-
bilidade, rapidez e baixo custo. Os organismos escolhidos devem ser altamente sensiveis e
fornecerem resultados reprodutiveis. A sensibilidade do bioensaio é dependente do organis-
mo utilizado, da idade e sensibilidade ao agente téxico, podendo ser modificada pela quanti-
dade da amostra, isolamento do agrotéxico, aumento do tempo e temperatura de exposicao, e

uso de organismos jovens.

Unitermos: Bioensaio, Drosophila melanogaster, residuos de inseticidas, métodos de bioen-

saios, toxicidade.

Abstract

Bioassays, largely used to evaluate the presence of toxic substances, can also be used in
monitoring insecticide residue in foods, due to their sensibility, fastness and low cost. The
chosen organism must be highly sensitive and give reproducible results. The sensibility of the
bioassay is dependent on the organism used, on the age and sensibility of the toxic agent,
and can be modified by the quantity of the sample used, isolation to the pesticide, increasing

of time and temperature of exposure and the use of young organisms.

Keywords: Bioassay, Drosophila melanogaster, residue of insecticide, methods of bioassays,

toxicity.



Capitulo 1

Revista Brasileira de Toxicologia.

Introdugao

O ensaio bioldgico (bioensaio) € uma téc-
nica usada para avaliar o nivel de uma
substancia farmacologicamente ativa em
uma prepara¢ao farmacéutica ou a presenca
de um residuo toxico em uma amostra de
solo, agua, ar ou alimento. A resposta ge-
ralmente € medida pela taxa de mortalidade,
crescimento ou outra resposta fisiolégica do
animal, da planta ou do microorganismo utili-

zado"?,

Diferentes técnicas para realizagdo do
bioensaio tem sido relatadas na literatura,
como a do filme seco®, imersdo ou suspen-
sdo aquosa’, aplicagdo topica direta®®, in-
gestdo de alimento®’ ou inibigdo da acetilco-
linesterase (AChE)*®.

Os bioensaios sdo eficientes para detec-
tar a presenca de inseticidas em alimentos,
entretanto a sensibilidade desses ensaios
depende da toxicidade do agrotdxico para o
organismo sob as condigdes teste. Aumento
da quantidade da amostra, isolamento do
agrotéxico, aumento da quantidade do ex-
trato usado por teste, aumento do tempo de
contato entre a amostra e o organismo teste
ou uso de organismos jovens podem contri-
buir para melhorar a sensibilidade do teste.
Para obter resultados que se enquadrem
dentro da sensibilidade exigida pelos méto-

dos quimicos de analise de residuos, os or-

ganismos escolhidos devem ser altamente
sensiveis e fornecerem resultados reproduti-

Veng' 10, 11.

Constitui objeto basico desta revisdo ava-
liar as diferentes técnicas de realizacdo do
bioensaio, os diferentes organismos utiliza-
dos e a sensibilidade destes para deteccéo

de residuos de inseticidas em alimentos.

Métodos de realizagdo do bioensaio

Técnica do filme seco

LAUG®, um dos pioneiros no campo dos
bioensaios de residuos de inseticidas, des-
envolveu uma metodologia para o bioensaio
do DDT e BHC em tecidos de animais, de-
nominada técnica do filme seco. O procedi-
mento consiste na deposi¢éo da substancia
toxica pela evaporacéo do solvente, levando
a formacdo de um filme seco na superficie
depositada. O organismo em teste € coloca-
do em contato, por um periodo de tempo,
com o filme seco contendo a substancia t6-
xica. Esta técnica tem sido usada, especial-
mente por pesquisadores que utilizam a
Musca domestica ou a Drosophila melano-

gaster para bioensaio.
Técnica de imersdo ou de suspens&o
aquosa

Imersdo ou suspensdo aquosa € outra

N ¥
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metodologia empregada para realizacdo do
bioensaio. O método consiste em um proce-
dimento de extracdo, evaporagdo do sol-
vente e ressuspensdo do residuo em agua.
Alta sensibilidade tem sido obtida pela expo-
sicdo de larvas de mosquito, microcrusta-
ceos ou peixes ao meio aquoso contendo o
agente toxico. A sensibilidade desta técnica
tem sido atribuida ao fato de todas as vias
de absorcéo estarem expostas ao agente to-
xico. A absor¢do da substancia tdxica atra-
vés do movimento das guelras ou 6rg&os
equivalentes também contribui com a sensi-

bilidade do método®.

Aplicagéo topica

Aplicacdo topica direta € um procedi-
mento de bioensaio que pode ser usado
quando o extrato pode ser reduzido a um
volume pequeno. Microquantidades podem
ser aplicadas topicamente sobre larvas de
Lepidopteros ou em moscas e baratas. Esta
& uma técnica simples, mas requer manipu-
lacdo cuidadosa e a quantificacdo dos re-
sultados depende do controle da manipula-
céo, alimentagdo do organismo e condigcdes

ambientais do teste®.

Método de ingestéo de alimento

O método proposto por FRAWLEY e col.®
para o bioensaio por ingestéo de alimento

consiste na extracdo dos residuos do inseti-

cida da amostra, evaporagdo completa do
solvente sobre agucar e dissolugdo em meio
aquoso. M. domestica séo alimentadas ad /i-
bitum com esta solugdo por 24 h. Procedi-
mento semelhante foi reportado por SUN &
SUN’ para a determinagdo de dieldrin no
leite, por alimentagao direta das moscas com
leite homogeneizado. Os resultados eram
obtidos por comparacdo da mortalidade das
moscas na amostra contaminada com a
mortalidade em amostras tratadas, as quais
eram preparadas pela adicdo de quantias
conhecidas do mesmo agente toxico em leite

nao tratado.

Posteriormente SUN & SUN’ estenderam
a metodologia de alimentacéo direta, pela
exposicdo de moscas de frutas, D. melano-
gaster (Meig.), a tecidos macerados e a resi-
duos secos. Pela exposi¢do das moscas D.
melanogaster aos tecidos macerados
0,1 mg/kg de aldrin ou dieldrin foram detec-
tados em muitas frutas e vegetais, enquanto
que pela exposigdo das moscas ao residuo
seco foi possivel detectar 0,05 mg/kg. Para
determinar o nivel de residuo do inseticida
na planta previamente tratada, a mortalidade
resultante da exposicdo a esse material €
comparada com a mortalidade resultante da
exposicdo a amostras preparadas com O
mesmo material de plantas ndo tratadas,
adicionadas de quantias conhecidas do

mesmo inseticida®.
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Bioensaio por inibigéo da acetilcolinesterase

Os inseticidas organofosforados e os car-
bamatos sdo inibidores da enzima AChE (EC
3. 1. 1. 7). O principio do método enzimatico
por inibicdo da AChE para deteccdo de mi-
croquantidades de inseticidas pode ser ilus-

trado como segue:

AChE + Inibidor — ACHE inibida + AChE
n3o inibida — AChE n&o inibida + Acetilco-

lina —» Colina + Acido acético.

A mudanga de pH ou da quantidade de
acetilcolina ndo hidrolisada pode ser usada
para célculo do nivel de inibidor. Cabe des-
tacar que a regeneragédo espontanea da en-
zima carbamilada (carbamatos) tende a
ocorrer mais rapidamente que a regeneragéo
espontanea da enzima fosforilada (organo-
fosforados), o que favorece a identificagéo
do grupo de inseticidas inibidores da enzi-

ma* ®.

Organismos utilizados nos bioensaios

Teoricamente, qualquer ser vivo poderia
ser usado para bioensaio da substancia para
a qual ele é alvo. No entanto, muitas vezes,
por razbes de sensibilidade, dificuldade de
criacdo ou de manipulagdo do organismo du-
rante os ensaios rotineiros, poucas espeécies
tem sido efetivamente usadas® 2. Dados da
literatura relatam diversos organismos como

sendo utilizados na realizagdo dos bioen-

saios de inseticidas, entre os quais desta-

cam-se a M. domestica e a D. melanogaster.

Bioensaio com Musca domestica

Bioensaios utilizando a M. domestica
como organismo teste foram usados por
LAUG® em 1946 e, desde entdo, elas tem
sido amplamente usadas para determinar re-
siduos  de DAHM &

PANKASKIE™ utilizaram o bioensaio com M.

inseticidas.

domestica L., pelo método do filme seco,
para determinar residuos do aldrin em ex-
tratos de alfafa e em amostras de origem
animal como musculo, rim, figado, cérebro,
urina, fezes, bile, gordura e leite. Os valores
das dose letal 50 (DLso)’, nas referidas
amostras, variaram entre 1,1 - 1,7 mg/kg de

pc. para 48 h de observag&o.

Varios principios basicos para a realiza-
cdo do bioensaio com M. domestica, com
referéncia especial ao aldrin e dieldrin, foram
relatados por SUN & SUN’. Entre eles os
cuidados necessarios para a obtengdo e
preparo das amostras, método da DLso para
o calculo dos niveis de residuo, método de
interpolacdo para calculo dos niveis de resi-
duo do inseticida e avaliagdo da sensibilida-

de do bioensaio.

Procedimentos diversos de realizagao de

bioensaios, como aplicagdo topica, depositos

2 Dose letal 50 indica a quantidade da substéncia capaz de
matar 50 % da populagao teste
-9-
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sobre madeira e papel, teste aerosol ou em
ambiente pulverizado, foram utilizados por
TAYLOR'™ para avaliar a resisténcia da M.
domestica a organoclorados, organofosfora-
dos, carbamatos e piretréides. Bioensaios,
com moscas susceptiveis e resistentes, fo-
ram feitos para avaliar o mecanismo de toxi-
cidade de inseticidas piretroides, tais como

permetrina’® e deltametrina'®.

Bioensaio com Drosophila melanogaster

SUN & PANKASKIE" pioneiros na reali-
zacdo de bioensaios com D. melanogaster,
verificaram, por exposicao direta das moscas
a tecidos macerados, que até 0,1 mg/kg de
aldrin e dieldrin podiam ser detectados na
batata, no espinafre e na pera oOu
0,05 mg/kg, pelo método do filme seco, em
extratos de tecidos animais como cérebro,
figado, rim, musculo e gordura. Os autores
concluiram que as moscas de frutas D. me-
lanogaster eram mais sensiveis que as M.
domestica e de sensibilidade aproximada-
mente igual as larvas de mosquito para os

bioensaios de residuos de inseticidas.

DEWEY" avaliou a utilidade do bioensaio
na determinacdo de residuos de inseticidas
em alimentos, tendo apresentado algumas
razbes basicas para o uso das D. melano-
gaster em bioensaios, tais como facilidade
de criacdo, de manipulagdo, produgdo em

grande quantidade, menor espaco de cria-

¢do, ciclo de vida menor que o das M. do-

mestica e dos mosquitos, como o Aedes

aegypti.

Bioensaio com D. melanogaster para a
determinagdo de residuos de inseticidas em
tecidos vegetais, com referéncia especial ao
aldrin e dieldrin, pelo método de alimentagéo
direta a tecidos macerados, foi avaliado por
EARLE e col.”®. Os autores detectaram ni-
veis residuais de aldrin e dieldrin da ordem
de 0,1 mg/kg em varios tipos de frutas e ve-
getais. Observaram ainda que diminuindo o
tamanho do frasco teste a sensibilidade do

bioensaio aumentava.

A avaliacdo de residuos de inseticidas em
alimentos, através do método de monitora-
mento paralelo, proposto por PHILLIPS e
col.° proveu bases para detecg@o, caracteri-
zacdo e avaliagdo de residuos de inseticidas
que sejam inibidores da AChE ou que conte-
nham cloro. O procedimento de monitora-
mento paralelo consiste da analise do cloro
organico, teste da inibicdo da AChE e bioen-
saio com D. melanogaster, utlizando o

mesmo extrato.

CHIANG e col.?" utilizaram o bioensaio
com D. melanogaster para avaliar a atividade
da enzima fosfotriesterase (PTE) na degra-
dacdo de inseticidas organofosforados. O
bioensaio esta baseado no principio de que
a enzima PTE cliva a ligagéo fosfotriéster,

podendo degradar ou detoxificar alguns in-

s
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seticidas organofosforados. Os exiratos das
amostras eram tratados com a enzima PTE
antes da realizagdo do bioensaio com D.

melanogaster, conforme o fluxograma apre-

sentado na figura 1.

A substancia teste deve ser ativa para D.
melanogaster. A tabela 1. mostra alguns or-
ganofosforados que sdo degradados pela
enzima PTE, sendo que os do grupo | tem
degradacéo igual ou maior que 50 %, os do
grupo |l degradacdo menor que 50 % e os
do grupo lll ndo sdo degradados pela enzi-

ma.

O abamectin B1A (Avermectin ou verti-
mex), composto isolado a partir de produtos
da fermentacdo de organismos do solo,
Streptomyces avermitilis (Burg), s&@o lactonas
macrociclicas, originalmente consideradas
como antihelminticos e, recentemente, como
inseticidas e acaricida® ?* %, Os efeitos do
abamectin B1A sobre ovoposi¢cdo e desen-
volvimento de moscas D. melanogaster foi
avaliado por bioensaio e sua toxicidade
comparada com a da cipermetrina. A con-
centracdo do abamectin B1A para se obter
uma reducdo de 95 % das moscas adultas
foi de 0,25 ng/cm® enquanto que para igual
redugdo, a concentragdo da cipermetrina foi

2 22

60 ng/cm

Testando a sensibilidade das D. melano-
gaster a diversos inseticidas organoclorados,

JOSEPH & KNOBEL® verificaram que as

moscas D. melanogaster machos foram mais
sensiveis que as fémeas para os inseticidas
testados. Os bioensaios por eles realizados
com as D. melanogaster foram feitos em
placas de Petri, contendo um disco de papel
de filtro colocado no interior da placa, sobre
o qual era depositado o inseticida, formando
o filme seco, onde as moscas eram coloca-
das. Niveis de até 0,2 ug/mL foram detecta-
dos para aldrin, dieldrin, endrin, heptacloro e
lindano. Os autores sugeriram gque as mos-
cas D. melanogaster machos podem ser
usadas no monitoramento da contaminagao
de alimentos por inseticidas, principalmente
pela rapidez e baixo custo do teste, podendo
mesmo ser executado em laboratérios des-
providos de aparelhagem e equipamentos

sofisticados.

A indicacdo da presenca de residuos de in-
seticidas organofosforados e organoclorados
em amostras de frutas e hortalicas foram
avaliados por bioensaio com D. melanogas-
ter e comparados por cromatografia gaso-
sa'®. Dessa maneira foi possivel comparar se
os resultados observados no método de bio-
andlise coincidiam ou ndo com os obtidos
pelo método de cromatografia gasosa. Os
autores constataram que, em 65 % das 233
amostras analisadas, os resultados foram
coincidentes nos dois métodos e concluiram
que apesar das limitagGes, os bioensaios,
quando utilizados como meétodo preliminar

de triagem, podem prestar grande auxilio na

-11 -
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Amostra

Y

Bioensaiocom
D.melanogaster

Y Y
Auséncia da substéancia Presencga da substancia
toxica (inseticida) téxica (inseticida)
Y

Tratamento da

amostracom PTE

Y
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D.melanogaster

Y Y
100 % de 100 % de
sobreviventes mortalidade
[ |
i.f- !
F’TEde'gradaa PTE nén&egradaa
substdncia tdxica substdnciatodoxica

Degrada oinseticida
forganofosforados)

Figura 1. Fluxograma para tratamento de amostra contaminada, usando a enzima fosfotrieste-
rase e o bioensaio com Drosophila meganogaster para identificacdo de inseticida

organofosforado.

pesquisa de residuos toxicos em alimentos. avaliar a toxicidade do dimetoato e da a- ci-

permetrina, isomeros cis (R) e (S). As DlLso
Bioensaio com abelhas topica e oral determinadas foram, respecti-

_ ] vamente, 0,16 e 0,13 pg/abelha para o di-
Abelhas (Apis mellifera) também tem sido o
metoato de grau técnico, 0,03 e
usadas como bioindicadores da presenca de _ ]

) 0,06 pg/abelha para a o- cipermetrina de

residuos de inseticidas em vegetais.
2% . grau técnico e 0,11 e 0,13 pg/abelha para a

MURRAY“" usou abelhas operarias para

-12-
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a~cipermetrina como produto formulado, para
24 h de observacdo em temperatura de
25 °C. A toxicidade residual foi avaliada por
exposicdo de flores da Phacelia, pulveriza-
das com os inseticidas e colocadas dentro
das gaiolas das abelhas. Apds 48 h de ex-
posicéo foi registrado mortalidade de 15 %
das abelhas que estavam em contato com
as flores pulverizadas com a o-cipermetrina
e 97 % das com flores pulverizadas com di-

metoato.

A suscetibilidade das abelhas para muitos
inseticidas comumente usados na agricultu-
ra, segundo MANSOUR™, sugere que elas
possam ser usadas como bioindicadores
para determinacdo de alguns residuos de in-
seticida em plantas, bem como para detectar
o perigo da toxicidade de algum inseticida
comumente usado na pratica agricola. O
autor usou abelhas como inseto teste para
avaliar residuos de varios inseticidas pulveri-
zados em flores de trevo (Trifolium alexan-
drinum) e concluiu que o método de bioen-
saio pode ser usado para detecgéo de resi-
duos de inseticidas em vegetais, podendo
também ser usado como bioindicadores para
detectar a presenca de residuos de insetici-
das perigosos para abelhas que tenham sido

aplicados no campo.

A suscetibilidade de abelhas européias e
africanas a inseticidas organofosforados, or-

ganoclorados e piretréides foi avaliada pelo

método de aplicacdo topica®. Para as africa-
nas, os valores calculados da concentragéo
letal 50 (Clso)® (ug/abelha) variou entre
0,028 - 0,324 ug, na seguinte ordem de to-
xicidade: permetrina > carbaril > azinfos me-
tilico > paration metilico; entre as européias
variou de 0,015 - 0,165 ug com a seguinte
ordem de toxicidade: permetrina > azinfos

metilico > carbaril > paration metilico.

WILSON e col. ® reportaram que durante o
verdo de 1985 ocorreram, na California,
EUA, mais de 1200 casos de intoxicagoes,
os quais foram atribuidos ao consumo de
melancia. Alguns dos pacientes apresenta-
vam claramente sintomas colinérgicos. Into-
xicagbes semelhantes foram associadas, no
estado de Oregon, EUA, com a presenga de
aldicarb sulfoxido no meldo. Face ao ocorri-
do e prevendo possiveis ocorréncias futu-
ras, os autores sugeriram, como auxiliar dos
métodos analiticos convencionais, a imple-
mentacdo de métodos biolégicos de monito-
ramento para avaliar a presenca de car-
bamatos efou ésteres de organofosforados

em melancia.

Estudos da inibicdo da AChE e bioensaio
com abelhas foram feitos para testar a pre-
senca do aldicarb, aldicarb sulfoxido, aldi-
carb sulfona, acefato e metamidofos no
suco, suco concentrado e na polpa de me-

lancia. Em amostras contaminadas com

2 Concentragéo letal 50 indica a quantidade da substéncia capaz
de matar 50 % da populag@o em teste
14 -
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0,91 mg/kg dos inseticidas, foram verifica-
dos, respectivamente no suco, suco concen-
trado e na polpa da melancia, a inibicdo de
91 %, 90 % e 90 % da AChE pelo aldicarb,
97 %, 100 % e 96 % pelo aldicarb sulféxido,
50 %, 77 % e 38 % pelo aldicarb sulfona,
19 %, 30 % e 5 % pelo metamidofos e 7 %,
18 % e 15 % nas amostras tratadas com
acefato. Nos bioensaios com abelhas, em
amostras contaminadas com 5 mg/kg, a taxa
de mortalidade foi de 48 % para aldicarb,
25 % para aldicarb sulfoxido, 21 % para o
aldicarb sulfona, 25 % para o metamidofos e
63 % para o acefato. Embora 0 ensaio enzi-
matico tenha sido mais sensivel que o bio-
ensaio com abelhas, ambos sdo adequados
para monitorar a contaminagéo de melan-
cias. A metodologia desenvolvida & vantajo-
sa pois dispensa o uso de sistemas de sol-
ventes organicos no preparo de extrato das

amostras®.

Bioensaios com larvas de mosquitos

Dados da literatura mostram que as larvas
de mosquito (Aedes, Anopheles, Culex) sa@o
extremamente sensiveis aos inseticidas e,
portanto, podem ser usadas para bioensaio
de microquantidades dos seus residuos. No
entanto, apresentam as desvantagens de
também serem bastante sensiveis a outras
substancias presentes nos extratos, terem

ciclos de vida longos e ndo serem manipula-

dos com facilidade como as moscas D. me-

lanogaster .

Utilizando
aegypti (L. 1762) (Diptera: CULICIDAE), no
4° instar, OLIVEIRA & BATISTA? avaliaram

a toxicidade de varios organofosforados me-

larvas do mosquito Aedes

diante a determinacdo da CLsy, cujos valo-
res, expressos em mg/L, foram: paration
metilico 0,0054; paration etilico 0,0137; fen-
toato 0,0186; diclorvos 0,076; mevinfos
0,099; malation 0,185 e diazinon 0,227. Ob-
jetivando o estabelecimento de periodos de
caréncia, esses mesmos inseticidas foram
aplicados em couve (Brassica oleracea, var.
acephala L.) e os seus residuos avaliados
por bioanalise com larvas do Aedes aegypti.
Os resultados indicaram que a bioanalise
com larvas de A. aegypti permite a determi-
nacdo dos intervalos de seguranca para o
paration metilico, paration etilico e malation

em plantas de couve.

STRICKMAN?® avaliando a toxicidade de
inseticidas organoclorados, organofosfora-
dos, carbamatos e piretréides, em larvas do
mosquito Wyeomyia smithii (Diptera: CULI-
CIDAE) verificou que os valores de Clso nas
larvas eram comparaveis aqueles calculados
para peixes, como a truta arco-iris (Salmo
gairdneri), truta de lago (Salvelinus na-
maycush), truta de riacho (Salvelinus fonti-
nalis), lampréia (Ictalurus punctatus) e o ba-

gre preto (lctalurus melas). Observou, ainda,

-15 -



Capitulo 1

Revista Brasileira de Toxicologia.

que dentre os sinais comportamentais re-
sultantes da intoxicagdo incluiam-se movi-
mentos desordenados e espasmadicos, difi-
culdade de inflexdo, inatividade e contragao
tonica dos musculos longitudinais, resultan-
do em encurtamento e engrossamento da
larva. Embora esses sinais fossem comuns a
todos os inseticidas testados, alguns sinais
de intoxicagdo apresentavam-se diferentes
nos diferentes grupos de inseticidas. O
heptacloro epoxido causava paralisia tremula
na larva, mas ndo contra¢do tdnica dos
musculos longitudinais. Os piretroides provo-
cavam incapacidade para inflexdo mais pro-
nunciada do que os outros grupos de inseti-
cidas. Os organofosforados causavam con-
tracdo tdnica dos musculos longitudinais
mais uniformemente que os demais insetici-
das. O autor concluiu que o bioensaio com
as larvas do mosquito Wyeomyia smithii
pode ser aplicado para avaliar a presencga de
inseticidas na agua e que atraves de uma
avaliagédo sistematica dos sinais de intoxica-
c&o da larva é possivel a identificagéo preli-
minar do grupo quimico responséavel pela

intoxicac&o.

Bioensaios com microcrustaceos e crusta-

ceos

A toxicidade aguda do aldicarb, aldicarb
sulféoxido e aldicarb sulfona foi avaliada em
Daphnia laevis®®. Os bioensaios foram reali-

zados em animais jovens e adultos, com du-

racdo de 48 h. Os valores determinados das
Clsp para as Daphnia laevis jovens e adultos
foram, respectivamente, 70 e 209 ug/L para
o aldicarb, 84 e 103 pg/L para o aldicarb
sulféxido e 910 e 1124 ug/L para aldicarb
sulfona. Embora os valores da CLsy para os
animais jovens tenham sido, em geral, me-
nores do que para os adultos, essa diferenca
foi significativa (p < 0,05) apenas para o al-

dicarb.

Os microcrustaceos de agua doce Diap-
tomus sp., Encyclops sp., Alonella sp. e
Cypria sp. foram utilizados por NAQVI &
HAWKINS® para determinar a CLso dos in-
seticidas endosulfan e malation. Os quatro
géneros de microcrustaceos apresentaram
suscetibilidade semelhante para cada
agrotoxico e a Clsp, expressa em ug/L, vari-
ou entre 0,1 a 0,9 para o endosulfan, 1,0 a
2,0 para o malation. Considerando que os
valores da ClLsp (Mg/L) para o endosulfan va-
riou entre 0,1 a 0,9 e os do malation entre
1,0 e 2,0 e que a solubilidade destes com-
postos em agua &, respectivamente 150 ug/L
e 145 ug/L, os autores concluiram que o
malation, embora sendo menos tdxico que o
endosulfan, pode ser potencialmente mais
perigoso que o endosulfan para microcrusta-
ceos e seu uso proximo de rios e lagos deve

ser evitado.

Larvas de lagostim, Macrobrachium ro-

sembergii (De Man) e de camardo, Penaeus

AR
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stylirostris (Stimpson) foram utilizados por
JUAREZ & SANCHEZ?' para avaliar a toxici-
dade do inseticida organofosforado metami-
dofos. Os bioensaios foram realizados em
temperatura de 28 °C. O metamidofos apre-
sentou toxicidade elevada tanto para o esta-
gio larvario naupliae do lagostim (Clsy de
0,60 ng/L para 36 h de teste) quanto para o
estagio larvario zoea IV do camaréo (ClLso de
0,22 ng/L para 96 h de teste). Devido aos
baixos valores de ClLsq encontrados para os
estagios larvarios desses crustaceos, assim
como ao fato de que a concentragéo de 0,10
ng/L era suficiente para reduzir a sobrevi-
véncia e aumentar o tempo de metamorfose,
os autores concluiram que pequenas quanti-
dades desse inseticida podem afetar adver-
samente a populagdo dos crustaceos no

curso das aguas.

Bioensaios com organismos diversos

SALIBIAN* estudou os efeitos da delta-
metrina no estagio larvario do sapo (Bufo
arenarum). Os girinos foram expostos a dife-
rentes concentracdes da deltametrina e a
ClLs, calculada para 96 h de exposicdo, foi
4.4 ug/L, para animais com idade variando
entre 26 a 30 dias. Devido a alta sensibilida-
de aos piretroides, baixo custo, facilidade de
observacdo simultanea de grande numero
de animais, o autor considerou o girino do B.
arenarum um organismo adequado para bio-

ensaio aquatico de piretroides.

Bioensaio com os acaricidas zolone (fo-
salona), folimat (ometoato) e com os insetici-
das gusathion (azinfos etilico), diazinon,
malation e vapona (diclorvos) sobre os dife-
rentes estagios de vida do acaro vermelho
(Tetranychus bioculatus (Wood - Mason))
mostrou que os estagios de ninfas s&o mais
susceptiveis aos agrotoxicos do que o0s
adultos. O folimat, vapona e zolone foram os
que apresentaram maior toxicidade para as
ninfas com DLsy variando de 302 - 327

mg/kg™.

Culturas de células nervosas de embrido
de galinha foram utilizadas na detec¢éo de
residuos de organofosforados no solo. Os
valores da concentragdo de inibicao 50
(Clso)°, nos extratos de amostras de solos,
foram 3,5 x 10° moles/L para o sarn e
1,2 x 10° moles/L para o diisopropil me-

tilfosfonato™.

Algas verdes, Chlorella vulgaris e Scene-
desmus bijugatus, foram avaliadas para uso
na deteccdo de inseticidas. Para tanto, pla-
cas de Petri contendo um meio basal mais
agar a 1,5 % foram inoculadas com culturas
de algas (2 x 10° células/mL). Discos de pa-
pel de filtro, impregnados com diferentes
concentracdes dos inseticidas, foram colo-
cados sobre a superficie das placas inocula-
das e mantidas a temperatura de 26 + 3 °C.

As zonas de inibicdo estavam diretamente

¢ Quantidade do inseticida necessario para inibir 50 % da ativida-
de da enzima AChE
A T
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relacionada com a concentracdo do insetici-
da aplicado no papel de filtro. Os limites de

detecgdo do bioensaio, pelas diferentes al-
gas foram de 2 - 4 ug/disco para o quinalfos,
carbaril, carbofuran, cipermetrina e fenvale-
rato e 20 ug/disco para o metamidofos''. Os
autores sugeriram que o bioensaio com al-
gas verdes ¢ eficiente para detectar a pre-

senca de inseticidas.

Consideragoes finais

Segundo MEGHARAJ e col.", os bioen-
saios sdo eficientes para detectar a presen-
¢a de inseticidas, especialmente quando nao
se dispée de equipamentos para cromato-
grafia gasosa ou liquida de alta eficiéncia.
PUGA & RUBANO® e BAGDONAS e col.™
reportam que a sensibilidade do bioensaio €
dependente da toxicidade do agrotéxico para
o organismo sob as condigbes de teste, e
essa sensibilidade pode ser modificada por
alguns fatores, tais como: aumento da quan-
tidade de amostra, isolamento do agrotoxico,
aumento da quantidade do extrato usado por
teste, aumento do tempo de contato entre a
amostra e o organismo teste, assim como
pelo uso de organismos jovens. Para se ob-
ter resultados que se enquadrem dentro da
sensibilidade exigida pelos métodos quimi-
cos de analise de residuos, devem ser es-
colhidos organismos que sejam suficiente-

mente sensiveis para detectar niveis residu-

ais na faixa de 0,1 a 1,0 mg/kg e ainda que-

fornecam resultados reprodutiveis.
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BIOENSAIO COM Drosophila melanogaster (Meig.): 1. ESTUDO DA DEGRADACAQO E
TOXICIDADE DO ENDOSULFAN E BIOMONITORAMENTO DE SEUS RESIDUOS EM
COUVE-MANTEIGA

Bioensaio com Drosophila melanogaster (Meig.): 1. Estudo da degradacéo e toxicidade do endosul-

fan e biomonitoramento de seus residuos em couve-manteiga. Rev. /nst. Adoffo Lutz

RESUMO: O endosulfan & um inseticida e acaricida fitossanitario com amplo espectro de atividade,
formado pelos isémeros alfa e beta em proporgéo aproximada de 70 e 30 %, respectivamente. A
sensibilidade das Drosophila melanogaster ao endosulfan e ao uso desse organismo no
biomonitoramento dos residuos do inseticida em couve foi avaliada. Nas condicbes do bioensaio,
meétodo do filme seco em placa de Petri, o endosulfan se degrada em funcao da temperatura, sendo
que o isémero alfa se degrada mais rapidamente do que o beta. Os bioensaios realizados com
D. melanogaster, indicaram que a toxicidade do inseticida aumenta com o aumento da temperatura
(25 a 35 °C), sendo que as fémeas apresentam maior susceptibilidade ao inseticida. Os valores de
DLsg calculados, em fungdo da temperatura, variaram entre 4,2 e 11,7 mg/kg pc para machos e entre
2,8 e 8,1 mglkg pc para fémeas. Thiodan® 350 CE, foi aplicado em couve-manteiga (Brassica
oleracea, var. acephala), e os residuos de endosulfan foram determinados pelo método de bioensaio
e validados por cromatografia gasosa. O limite de determinacido pelo biocensaio é da ordem de
0,1 mg/kg, tendo o método apresentado boa reprodutibilidade, com coeficiente de variacéo de 10 %.
Os resultados obtidos confirmam a viabilidade do bioensaio com D. melanogaster no monitoramento

de residuos de endosulfan em couve.

DESCRITORES: Bioensaio com Drosophila melanogaster, degradac&o do endosulfan, toxicidade e

residuos em couve,
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INTRODUCAO

O endosulfan (Sulfito de 1,2,3,4,7,7-hexa-
(2,2,1)-2-hepteno,-5,6-bis  oxi-

metileno) € um inseticida e acaricida fitossa-

cloro-biciclo

nitario com espectro amplo de atividade,
formado pelos isobmeros alfa (o) e beta ()
em propor¢do aproximada de 70 e 30 %,
respectivamente. Pertence ao grupo éster

do acido sulfuroso de um diol ciclico clora-
d010,19,40

Os produtos de degradagdo do endo-
sulfan s&o: endosulfan sulfato, diol, éter,

9, 10, 26

OH-éter e lactona , 0s quais sdo forma-

dos através de reag¢des de oxidacao e hidro-

9,12,26 2,32 12,25, 26

lise , fotdlise™ ™ e biodegradagéo

No solo e em vegetais como feijao (Pha-
seolus vulgaris), beterraba (Beta vulgaris
L), feijdo guandu (Cajanus cajan L.
Millsp)?’, beringela (Solanum melongena L.),
mostarda (Brassica campestris L.) e gréo-
de-bico (Cicer arietinum L)' *® o isémero
beta e o endosulfan sulfato tém-se mostrado
mais estavel do que o isdbmero alfa®, o que
parece estar relacionado com as condigdes
de umidade do solo e com a quantidade de

inseticida aplicado®'.

No Brasil, o endosulfan tem uso permi-
tido apenas em culturas de algodéo, cacau,
café, soja e cana-de-agucar. Porém, com a
finalidade de registro para extensdo de uso,
estudos dos seus residuos, assim como do

seu principal metabdlito, o endosulfan sul-

fato, foram realizados em culturas de batata,
tomate, laranja, mamé&o, mag¢a, maracuja e
morangos'°. Por outro lado, a presenca dos
seus residuos, devido a uso indevido, tem
sido reportada em culturas como: batata'®,

cenoura®, couve®, couve-flor®, pepino®,

¥ & morango®, o que justifica o

tomate™
desenvolvimento de metodologia simples
para monitoramento do endosulfan em cultu-
ras onde n&o tenha, necessariamente, seu

uso permitido.

Bioensaio com a mosca Drosophila me-
lanogaster (Meig.) tem sido usado por al-
guns pesquisadores como indicador da pre-
senca de substancias quimicas ambientais
com potencial mutagénico®', de residuos de

330 para auxiliar e

agrotoxicos em alimentos
esclarecer a natureza da substancia toxica
em casos de envenenamento envolvendo
inibidores da acetilcolinesterase (AChE),
como os organofosforados e os carbama-

tos®,

Cabe destacar que as moscas D. mela-
nogaster, alem da sua elevada sensibilidade
para detectar a presenga de substancias de
natureza toxica, sdo insetos de facil mani-
pulacdo, criacdo e manutencdo nas condi-
¢bes de laboratorio, o que facilita ampla-

mente a realizacdo do bioensaio® **.

Com o proposito de detectar residuos de
inseticidas em quantidades que possam

apresentar perigo a saude humana, torna-se

A
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necessario pesquisar e avaliar métodos al-
ternativos de triagem que sejam satisfatori-
os, praticos e que reduzam significativa-
mente os custos para o controle de qualida-
de de produtos alimenticios, especialmente
os hortifrutigranjeiros, quanto a presenga de
agrotoxicos em geral e de inseticidas em

particular' .

O objetivo do presente estudo foi avaliar
a sensibilidade das moscas D. melanogaster
ao efeito inseticida do endosulfan, assim
como a viabilidade do biomonitoramento,
com Drosophila, dos residuos de endosulfan
em hortigranjeiros. Para tanto, inicialmente
foi avaliada a estabilidade do endosulfan
nas condicdes do bioensaio, assim como a
sensibilidade da Drosophila, ao inseticida,
em fungdo da temperatura e do tempo de
exposi¢cdo. Posteriormente, o endosulfan foi
aplicado em plantacdo de couve-manteiga
(Brassica oleracea, var. acephala) e os seus
residuos avaliados pelos métodos de bioen-

saio e por cromatografia gasosa (CG).

MATERIAL E METODOS

APARELHOS

Cromatografo a gas Varian, modelo
3400, com detector de captura de elétrons
(E;E'Ni)r equipado com coluna megabore DB1

(30 m de comprimento x 0,54 mm de didme-

tro interno), acoplado a um integrador pro-
cessador CG, modelo 300.

Evaporador rotatério Tecnal, modelo
120.

Homogeneizador de tecidos Tecnal,
modelo 102.

Pulverizador costal, marca Jato com

capacidade de 20 L.

SOLVENTES E REAGENTES

Todos os solventes e reagentes utiliza-
dos foram de grau para residuos da Merck,
os quais foram previamente destilados. O
cloreto de sddio foi lavado com acetona e o
sulfato de sodio anidro e o florisil aguecidos
a 400 °C, durante 8 horas. Antes do uso, 0

florisil foi ativado em estufa a 120 °C.

Como padrao analitico foi utilizado en-
dosulfan (isémeros «, B e endosulfan suifa-
to), com grau de pureza de 99,0 %, o quai
foi cedido pelo Centro de Quimica de Ali-
mentos e Nutricdo Aplicada / Laboratério de
Analise de Residuos de Pesticida do Insti-
tuto de Tecnologia de Alimentos (ITAL).
Para avaliagdo da estabilidade do endosul-
fan nas condigbes do bioensaio, da sensibi-
lidade do bioensaio e nos ensaios de cam-
po, foi utilizado o produto comercial Thio-
dan® 350 CE, cedido pela Coordenadoria de

Assisténcia Técnica Integral (CATI).

e
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BIOENSAIO COM Drosophila melanogaster

Moscas D. melanogaster

As moscas D. melanogaster, usadas
para a realizagdo dos bioensaios, foram cri-
adas no laboratorio de Toxicologia da Facul-
dade de Engenharia de Alimentos (FEA), em
ambiente com temperatura de 25 + 2 °C, a
partir de cepas cedidas pelo Laboratério de
Toxicologia Animal, Instituto Biolégico de

Séo Paulo.

Meio de cultura para criagéo das moscas

O meio de cultura para criagdo das
moscas foi preparado conforme JOSEPH e
KNOBEL'", com modificagdo do procedi-
mento do aquecimento do meio que, ao in-
vés de ser feito em autoclave, foi realizado
em forno de microondas. Apos o preparo,
cerca de 50 mL do meio foram colocados
em frasco de vidro transparente, de boca
larga e capacidade aproximada de 500 mL.
Os frascos contendo o meio de cultura, fo-
ram conservados em geladeira até o mo-

mento do uso.

Criacao das moscas

Moscas machos (15) e fémeas (15) fo-
ram transferidas para os frascos contendo o
meio de cultura e mantidas a temperatura de

25 + 2 °C. Ao oitavo dia, as moscas foram

removidas dos frascos, remanescendo as
larvas. Apds 48 h do inicio da emergéncia,
as moscas foram transferidas para um novo
frasco de cultura, procedimento este que foi
repetido a cada 48 horas, para obtencdo de
novos lotes de moscas. O bioensaio foi rea-
lizado utilizando moscas com idade de 3 a 5

dias.

BIOENSAIO: SENSIBILIDADE DAS MOS-
CAS AO ENDOSULFAN

O bioensaio com as moscas D. melano-
gaster foi realizado conforme o meétodo do
filme seco'® em placa de Petri (50 x 20 mm).
Para a formagao do filme foram colocados,
na base de cada placa, 100 pL de solugdes
contendo 100, 120, 144, 173 e 207 ng de
endosulfan / placa para os testes realizados
a 20 °C; 83, 100, 120, 144 e 173 ng/placa
para os testes a 25 e 30 °C e 35, 42, 50, 60
e 73 ng/placa para os testes realizados a 35
°C. Na lateral da base de cada piaca foram
colocados 0,5 cm® do meio de cuitura, para
a alimentacdo das moscas durante o teste.
Placas controles foram preparadas com 100
pL do solvente (acetona) utilizado na dilui-

¢éo do inseticida.

Moscas com idade de 3 a 5 dias, foram
transferidas para um frasco de vidro e imobi-
lizadas por resfriamento a, aproximada-
mente, - 10 °C, durante + 5 min.®. Apés a

imobilizagdo, as moscas foram transferidas

LaTal
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para um vidro de relogio revestido com pa-
pel de filtro, mantido a uma temperatura de,
aproximadamente, 5 °C. Nessa temperatura,
as moscas eram separadas por sexo, o que
é realizado pela observacdo do tamanho e

0%  conta-

das caracteristicas do abdomen
das e transferidas para as placas testes. As
placas contendo 20 moscas, machos ou fé-
meas, foram colocadas em recipiente de vi-
dro, com tampa, em estufa durante 12 h a
35 °C ou 24 h para as temperaturas de 20
°C, 25 °C e 30 °C. A umidade do ambiente
foi mantida colocando uma placa de Petri

com agua no fundo do recipiente.

CALCULO DA DLso

Para efeito de calculo da DLsg, levou-se
em consideragdo as moscas mortas, assim
como as moribundas observadas no mo-
mento da contagem®. Os calculos dos valo-
res de DL, foram efetuados por analise
de probito, usando o programa "Analise de
probito com determinagdo da dose letal me-
diana - Programa probito” (HOFFMANN -
ESALQ / USP - Maio de 1990).

AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO
ENDOSULFAN NAS CONDICOES DO
BIOENSAIO

A avaliagdo da estabilidade do endo-
sulfan foi realizada conforme o método do

filme seco. Para tanto, foram aplicados, na

base de placas de Petri (50 x 20 mm),
100 uL de solugdo contendo 120 ng de en-
dosulfan. Evaporado o solvente, as placas
foram fechadas, colocadas em recipiente de
vidro e mantidas a 20, 25, 30 e 35 °C. Os ni-
veis de degradacdo do endosulfan, colocado
nas placas, foram avaliados apods 6, 12 e 24
h da aplicagéo. Para tanto, o endosulfan foi
extraido das placas com n-hexano, transfe-
rido para tubo concentrador, e levado para
volume final de 1,0 mL. O endosulfan foi
determinado por CG, nas seguintes condi-
coes: temperatura da coluna 200 °C, do in-
jetor 220 °C e do detector 300 °C; gas de ar-
raste nitrogénio; fluxo de 20 mL/min.

ENSAIO DE CAMPO

Couve-manteiga (Brassica oleracea, var.
acephala) foi cultivada, segundo as boas
praticas agricolas, na horta do Instituto Ad-
ventista Sao Paulo, em Hortolandia, Séo

Paulo.

As mudas foram plantadas em canteiro
com espagamento de 1,0 x 0,5 m em area
de aproximadamente 100 m’ no més de
Outubro de 1992 e pulverizada com Thio-
dan® 350 CE, no més de Novembro do
mesmo ano. Para tanto, o inseticida foi dilui-
do em &gua (1 : 2000) e aplicado, com pul-
verizador costal, na proporcdo de 440 g do
ingrediente ativo por hectare, na area cuiti-

vada. Amostras testemunhas foram colhidas
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da mesma plantacéo, antes da aplicagcdo do

inseticida.

Amostras de couve foram colhidas e
analisadas apos 3, 10 e 17 dias apods terem
sido pulverizadas. O procedimento de co-
Iheita foi aleatério, colhendo-se apenas uma
folha de cada planta, em diferentes pontos
da area cultivada, no periodo compreendido
entre 9:00 e 10:00 h (sempre depois da per-
da da umidade superficial das folhas). As
amostras foram transportadas para o labo-
ratério, imediatamente apos a colheita e

analisadas.

VALIDAGCAO DO BIOENSAIO

Para avaliagdo do método de bioensaio,
os extratos de couve tratada com Thiodan
350 CE foram analisados conforme apre-

sentado na figura 1.

Pulverizaggo com  Amostragem
Couve ' 'Thiodan 350 CE™| de campo
440gi.a/ha | (£ 500g)
Y
| Amostras o ,
|Extracéo <! (20 g) | = Homogenizacéo
_ _n=3 [ |
' PEOCHT —
[ Determinacéo | Bioensaio |
Extrato» do > 30 °C
. 24h

endosulfan |

|Cromatografia
gasosa

Figura 1 - Esquema de pulverizagdo, extra-
cdo e determinag&o dos residuos

do endosulfan aplicado em couve

Extratos de couve cultivada sem tratamento
com o agrotéxico também foram avaliados
pelo bioensaio. Para realizag@o do bioensaio
foram preparadas placas com diferentes ali-
quotas do extrato, de maneira que pudesse
ser estimado o volume necessario para ma-
tar 50 % da populagéo teste. As placas fo-

ram mantidas a 30 °C, durante 24 h.

DETERMINACAO, POR CROMATOGRAFIA
GASOSA, DOS RESIDUOS DO ENDOSULFAN
EM COUVE

Os residuos de endosulfan na couve fo-
ram determinados conforme a metodologia
proposta por LUKE et alii**, com as seguin-
tes modificagcdes: de uma amostra de couve
homogeneizada, foram transferidos 20 g
para um erlenmeyer de 250 mL. Apds a adi-
cao de 150 mL da mistura acetona + agua
bidestilada (2:1 v/v), a amostra foi triturada
em homogeneizador de tecido e filtrada a
vacuo em funil de Blchner, com papel de
filtro Whatman n° 1. O filtrado foi transferido
para um funil de separagdo de 500 mL,
acrescentado 100 mL da mistura de diclo-
rometano + hexano (1 : 1 v/v), agitado vigo-
rosamente durante 2 minutos. Apds a sepa-
racdo das fases, a fase aquosa foi transferi-
da para outro funil de separagé@o de 250 mL
contendo 5,0 g de NaCl, lavado previamente
com acetona. A mistura foi agitada vigoro-
samente até a completa dissolugdo do NaCl
e a seguir adicionado 50 mL de diclorometa-
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no. Apos agitar durante 2 minutos, a fase
organica foi separada e transferida para o
funil de separagao de 500 mL contendo a
fase organica obtida inicialmente. Esse pro-
cedimento foi repetido por mais duas vezes.
A fase organica total foi colocada em um
baldo de fundo redondo (500 mL), concen-
trada em rotavapor a temperatura de 40 °C
até cerca de 1 mL e ressuspendida em 10

mL de hexano.

A limpeza do extrato foi realizada em
uma coluna cromatografica de 10 x 200 mm
contendo 8 cm® de florisil e, no topo, cerca
de 1 cm® de Na,SO., previamente condicio-
nada com 10 mL de hexano. Apds a adigéo
de 5,0 mL do exirato, a coluna foi lavada
com 20 mL de hexano e o residuo eluido
com 40 mL da mistura diclorometano + he-
xano (1:1 v/v) e mais 60 mL da mistura
acetonitrila + diclorometano + hexano (0,5 :
50 : 49,5 viviv). O eluato recolhido foi con-
centrado em rotavapor a temperatura de
40 °C até quase a secura e transferido com
10 mL de hexano para um tubo concentra-
dor graduado. O extrato foi seco com nitro-
génio, sendo o tubo lavado com hexano e
seco novamente com nitrogénio e diluido a 1
mL com hexano e injetado no cromatografo
a gas, conforme os parametros do aparelho

descritos anteriormente.

RECUPERAGAO E SENSIBILIDADE

Para avaliacdo da metodologia modifi-
cada de LUKE et ali** determinou-se a per-
centagem de recuperacdo do endosulfan.
Para tanto, amostras de couve (20 g), livre
do inseticida, foram adicionadas de 1 mL
dos padrées nas
0,5 pgmL e 1

concentragbes de
Hg/mL de o e de
B-endosulfan, caracterizando fortificagdo de
0,025 mg/kg e 0,05 mg/kg de amostra, res-
pectivamente. Em seguida, as amostras for-
tificadas foram analisadas conforme o pro-
cedimento descrito anteriormente. A faixa de
linearidade (curva padrédo) de resposta do
detector do cromatografo foi determinada
usando diluicdes de 0,006 a 0,20 pg/mL
para o o e B-endosulfan e de 0,01 a 1,0
pa/mL para o endosulfan sulfato. De cada
uma dessas solugdes foram injetados, no

cromatégrafo, 2 uL.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no bioensaio foram
avaliados por andlise de variancia (ANOVA).
O teste de TUKEY foi utilizado para verificar
se havia diferenca entre os resultados obti-
dos para as moscas machos e fémeas,
como também entre as temperaturas utiliza-
das no bioensaio. Os calculos foram feitos
utilizando-se o software estatistico S.A.S.,
disponivel no LABEST (Laboratdrio de Esta-
tistica / UNICAMP).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado a sensibilidade
das D. melanogaster ao endosulfan e o uso
desse organismo no biomonitoramento dos

residuos do inseticida em couve.

O estudo da degradagdo do endosulfan
em funcdo do tempo de exposi¢ao e da va-
riacdo de temperatura foi conduzido para
avaliar a quantidade do inseticida que esta-
ria disponivel, como isdmero alfa e beta, du-
rante o periodo em que 0s bioensaios foram
realizados, ja que estes, juntamente com o
endosulfan sulfato, s&do mais toxicos para in-
setos do que os demais produtos de sua

degradagao® **.

A percentagem residual do endosulfan

alfa e beta, remanescente em placa de Petri,

determinada por CG, apos 6, 12 e 24 h nas
temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C, esta
apresentada nas figuras 2 a 5. Os resulta-
dos indicam que a degradacdo é direta-
mente proporcional tanto ao tempo de expo-
sicdo como a variacdo da temperatura, sen-
do que o endosulfan alfa se degrada mais
rapidamente do que o beta. Apds 24 h, o
isdbmero alfa atinge concentracdes 2 a 3 ve-
zes menores do que o isémero beta. Resul-
tados semelhantes foram relatados por BE-
ARD & WARE'.

Os valores de DLsy para as moscas D.
melanogaster machos e fémeas, caiculadas
em fung&o da variagdo da temperatura, es-
tdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Valores meédios da dose letal mediana (DLso,expressa em mg/kg pc) do endosulfan

para D. melanogaster, machos e fémeas, em diferentes temperaturas.

MACHOS FEMEAS
Temp."”
(°C) DlLgo * s Taxa de DLg ® DlLgo + s Taxa de DLg"”
20 10,1 £ 0,7 (A, a)® 1.2 6,3+0,5(B, a) .3
25 11,7 £1,0 (A, b) 1.0 8,1+0,6 (B, b) 1.0
30 8,7 +0,3 (A, c) 1.3 59+0,1(B, a) 1.4
35 42+0,1(A,d) 28 2,8+0,2 (B, c) 2.9

" Nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C o tempo de exposicdo foi de 24 h, a 35 °C foide 12 h.

@ s = desvio padrao absoluto (n = 5)
3

) Relagao temperatura-toxicidade em relagdo a 25 Losy

e Comparacao entre médias. As letras "A e B" indicam comparagdo de médias entre machos e fémeas para uma mesma temperatura e
as letras "a, b, ¢, d" indicam comparago de médias entre temperaturas para o mesmo sexo. Médias com mesma letra ndo s&o dife-

rentemente significativas(P < 0.05).
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Figura 2. Percentagem residual do endosulfanalfa, beta e Figura 3.
total, degradado em placa de Petri (50 x 20
mm), concentrag@o de 120 ng/placa, em tem-

peratura de 20 °C durante 6, 12 e 24 horas de
exposi¢ao

Percentagem residual do endosulfan alfa, beta e
total, degradado em placa de Petri (50 x 20 mm),
concentragdo de 120 ng/placa, em temperatura
de 25 °C dddurante 6, 12 e 24 horas de exposi-

Figura 4. Percentagem residual do endosulfan alfa, beta e

Figura 5. Percentagem residual do endosulfan alfa, beta e
total, degradado em placa de Petri (50 x 20 total, degradado em placa de Petri (50 x 20 mm), con-
mm), concentragéo de 120 ng/placa, em tem- centragao de 120 ng/placa, em temperatura de 35 °C du-
peratura de 30 °C durante 6, 12 e 24 horas de
exposicao

rante 6, 12 e 24 horas de exposicao
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Maior suscetibilidade ao inseticida foi
observada no grupo das fémeas, sendo que
o valor de DLsy diferiu significativamente
(P<0,05) entre machos e fémeas para a
mesma temperatura, assim como entre as
diferentes temperaturas estudadas para um
mesmo sexo. Os valores de DLsy encontra-
dos no presente estudo estdo na mesma or-
dem de magnitude daqueles relatados para
M. domestica, os quais encontram-se na fai-
xa de 55-62 85-90 e 95 mg/kg pc
para o endosulfan alfa, beta e sulfato, res-

pectivamente, na temperatura de 26 °C* %,

Sabe-se que a temperatura influencia a
toxicidade dos inseticidas e que o efeito da
mesma depende, entre outros, da espécie
do inseto, estagio de desenvolvimento, mé-
todo de administracdo, concentragao e for-
mulagé‘uo”. No presente estudo, tanto para
machos como para fémeas a toxicidade
aguda do endosulfan a 35 °C foi, aproxima-
damente, 3 vezes maior do que a 25 °C (ta-
bela 1), o que pode ser devido a uma maior
absorcdo dérmica do inseticida em fungéo
do aumento da temperatura. Comporta-
mento semelhante tem sido relatado por ou-
tros pesquisadores, utilizando diferentes in-
seticidas e sistemas biolégicos™ ' '°. Essa
diferenga na resposta foi sugerida como dis-
positivo para aumentar a sensibilidade do

bioensaio®’.

Por outro lado, tanto para machos como
para fémeas, o endosulfan apresentou uma
toxicidade ligeiramente superior a 20 °C
(menor valor de DLsg), em relagdo aquela
apresentada a 25 °C. Este resultado podera
ser devido a um maior tempo de residéncia
das Drosophilas no filme de endosulfan apli-
cado nas placas Petri, como conseqtiéncia
da menor mobilidade das moscas na tempe-
ratura mais baixa. Comportamento seme-
lhante foi observado para M. domestica
quando exposta ao DDT na faixa de tempe-
ratura de 18 a 36 °C*" e nas larvas de grilo
(Acheta pennsylvanicus, Burmeister) quando

expostas ao DDT na faixa de 21 a 33 °C"

Os valores de recuperacdo do inseticida
para as amostras de couve contaminadas
com 0,025 mg/kg e 0,05 mg/kg foram, res-
pectivamente, 104% e 90 % para o endo-
sulfan-o. e 85% e 96 % para o endosulfan-f§
(média de trés determinacgdes; coeficiente de
variagdo entre 4 e 11%). Esses valores de
recuperagdo encontram-se dentro da faixa
aceita internacionalmente (80 a 120%), o
que indica que as modificacdes introduzidas
no método de Luke et ali™*, ndo afetaram a

sua confiabilidade.

A quantidade minima detectavel, consi-
derando relagdo sinal-ruido da linha base
igual a 3:1, foi de 20 pg para endosulfan alfa

e beta e 100 pg para endosulfan sulfato, a
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qual para o volume injetado de 2 uL, corres-

ponde a 10 e 50 ng/mL, respectivamente.

Para avaliar a presenca, na couve, de
substancias naturalmente presentes com
acao inseticida, tais como o 2-fenil-etil-
isotiocianato que ocorre naturalmente no
nabo (Brassica campestre, var. rapa)zz, re-
polho (B. oleracea var. capitata), couve-flor
(B. oleracea var. botrytis), brocoli (B. olera-
cea var. jtalica) e couve (B. oleracea var.
ace,-:)!’iaa‘a):21 ou o 5-alil-1-metoxi-2,3-metileno-
dioxibenzeno (miristicin) identificado na che-
rivia (Pastinaca sativa L.)*°, amostras dos
extratos, isentos de agrotoxicos, obtidos
pelo meétodo de LUKE et ali**, foram avalia-
dos pelo método de bioensaio com as mos-
cas D. melanogaster. Todas as moscas so-
breviveram ao periodo do teste, cuja dura-
¢éo foi de 24 h, o que indicou auséncia de

substancias toxicas para a D. melanogaster.

Embora os métodos cromatograficos
sejam procedimentos analiticos de grande
sensibilidade, do ponto de vista econémico,
a sua utilizagao torna-se limitada para o mo-
nitoramento de residuos de inseticidas em
alimentos, especialmente nos paises em
desenvolvimento, devido aos custos eleva-
dos de equipamentos e reagentes. Por outro
lado, nos paises em desenvolvimento, os in-
seticidas e outros praguicidas, frequente-
mente sdo usados de modo excessivo e in-

discriminado.

Os bioensaios com D. melanogaster
para detecgido dos residuos do endosulfan
foram feitos em temperatura de 30 °C, du-
rante 24 h de exposi¢ao. Os niveis de endo-
sulfan aplicados nas placas de Petri e que
correspondem aos valores de DlLsg das Dro-

sophilas estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Quantidades de endosulfan nas placas de Petri (ng/placa) que correspondem aos

valores de DLsy das moscas D. melanogaster, machos e fémeas, em fungdo da

temperatura.
Temperatura (°C) Machos Fémeas
20 139 136
25 161 174
30 120 126
35 59 59
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Esses valores foram utilizados para de-
terminar, pelo método de bioensaio, os ni-
veis de residuo do endosulfan aplicados na
couve. Assim, diferentes volumes do extrato
obtido apos a limpeza em coluna de florisil,
foram usados para determinar o volume ne-
cessario para provocar a morte de 50 % da
populagdo teste, o qual foi comparado com
o valor da DLsy do inseticida, calculada para
a mesma temperatura (tabelas 1 e 2). Utili-
zando-se esses dados, foi estimado o nivel

de residuo de endosulfan na couve.

A sensibilidade dos meétodos quimicos
de analise de residuos, assim como os limi-
tes maximos de residuos (LMRs) estabeleci-
dos pela legislacdo de agrotoxicos, exigem
gue 0s organismos usados nos bioensaios
sejam suficientemente sensiveis para de-
tectar niveis residuais menores do que 1,0

%3 No presente estudo, a sensibili-

mg/kg
dade do método de bioensaio € uma fungdo
do volume de extrato necessario para pro-
vocar a morte de 50 % da populagao teste.
Considerando-se um extrato purificado de 2
mL obtido de uma amostra inicial de 20 g de
couve, do qual um volume de 100 pL tenha
provocado a morte de 50 % da populagdo
teste, o limite de determinac&o encontra-se
na ordem de 0,1 mg de endosulfan/kg de
amostra, tanto para as moscas machos

como para fémeas (Tabelas 1 e 2).

Esses resultados confirmam a elevada
sensibilidade das moscas D. melanogaster
para deteccdo de residuos de endosulfan
em couve-manteiga tratada com o inseticida.
Ainda, trés repeticbes na analise de uma
mesma amostra de couve mostraram para o
método de bioensaio um coeficiente de vari-
acdo de 10 %. Coeficientes de variagdo de
até 20 % sao considerados aceitdveis na

determinagéo de contaminantes traco'.

No intuito de validar o método de bioen-
saio, 0s mesmos extratos utilizados nos bio-
ensaios foram analisados, quanto ao teor de
endosulfan, por cromatogafia gasosa. Na
tabela 3 estdo apresentados os niveis de re-
siduo de endosulfan alfa, beta e sulfato de-
terminados em couve apoés diversos perio-
dos (3, 10 e 17 dias) da aplicagdo do inseti-
cida e na figura 6 comparam-se o endosul-
fan total determinado pelo método cromato-
grafico com os valores obtidos pelo método
de bioensaio. Verificou-se que nao existe
diferenca significativa entre os métodos, a
um nivel de confianca de 0,05. Os resulta-
dos obtidos mostram que as moscas D. me-
lanogaster sdo insetos sensiveis para detec-
cdo dos residuos do endosulfan na
couve-manteiga (Brassica oleracea, var.
acephala) e comprovam a possibilidade de
utilizagdo desses insetos para o monitora-
mento de residuos do endosulfan nessa

matriz.
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Tabela 3: Residuos de endosulfan alfa, beta e sulfato determinados em couve, por cromato-

grafia gasosa, apos diferentes periodos de aplicacdo de Thiodan® 350 CE (440

g/ha)
Periodo ap6s
aplicacado (dias) Alfa
3 0,474
10 0,034
17 0,011

Endosulfan (mg/kg)

Beta Sulfato
0,513 0,276
0,030 0,390
0,011 0,196

Cabe ressaltar, conforme pode ser veri-
ficado pela figura 6, que mesmo ap6s 17 di-
as da aplicagdo, residuos de endosulfan fo-
ram detectados na couve em niveis de 0,2
mg/kg, o que sugere lenta degradagao do
inseticida e corrobora & necessidade de seu
monitoramento em couve, visto seu uso in-

devido nesse vegetal®

CONCLUSOES

A degradacdo do endosulfan aplicado em
placa Petri, assim como a toxicidade aguda
do inseticida para as moscas D. melano-
gaster, aumenta com 0 aumento da tempe-
ratura. Os bioensaios com D. melanogaster,
mostraram a elevada sensibilidade desses
insetos para detecg@o de residuos de endo-
sulfan em couve, ficando evidente a possibi-
lidade de utilizacdo desses organismos para

os bioensaios destinados ao monitoramento

O Cromat. gasosa
[ Bioensaio (fémeas)

H Bioensaio (machos)

Residuos (mg/kg)

0,41

0,2

o

0,044k 0t
17° dia

3° dia 10° dia

Figura 6 - Residuos de endosulfan aplicado
em couve, analisado por bioensaio
com D. melanogaster e por cro-
matografia gasosa, para o 3°, 10°
e 17° dia ap6s a aplicacdo do in-
seticida.
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dos residuos do endosulfan nesta ou em
outras matrizes. Em comparagéo ao método
de determinag@o por cromatografia gasosa,
o método de bioensaio apresenta baixo
custo e simplicidade de execug¢&o sem com-
prometer o padrdo de acuidade necessario
para o monitoramento de residuos de

agrotoxicos em alimentos.
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ABSTRACT: Endosulfan is an insecticide and a phytosanitary acaricide which has a relatively

wide range of activity. It is formed by alpha and beta isomers in the proportion of 70% and 30%,

respectively. The sensitivity of flies Drosophila melanogaster to endosulfan and the use of this

organism in biomonitoring of residue of the insecticide was evaluated in kale. In the conditions of

bicassays, dry film method on Petri plate, endosulfan degraded depending on the temperature, and al-

pha isomers degrades faster than beta isomers. Bioassays conducted with D. melanogaster flies

showed that the toxicity of the insecticide increases with the increasing temperatures (25 to 35 °C) and

the females presented a higher susceptibility to the insecticide. Values of LDso calculated according to

temperature, varied between 4.2 and 11.7 mg/kg body weight (bw) for the males and between 2.8 and

8.1 mg/kg bw for the females. Thiodan® 350 CE was applied on kale (Brassica oleracea var. acephala)

and the residues of endosulfan were determined by bioassay and evaluated by gas chromatography.

The determination limit of the bioassay is on the order of 0.1 mg/kg and the method presented a good

reproducibility with a variation coefficient of 10%. The results confirm the viability of the bioassay with

D. mefanogaster in monitoring the residues of endosulfan in kale.

DESCRIPTORS: Bioassay with Drosophila melanogaster, degradation of the endosulfan, toxicity

and residues in kale
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BIOENSAIO COM Drosophila melanogaster (Meig.): 2. ESTUDO DA
DEGRADACAO E TOXICIDADE DO PARATION METILICO E
BIOMONITORAMENTO DE SEUS RESIDUOS EM COUVE-MANTEIGA

Paration metilico & um inseticida e acaricida fitossanitario, de curta
persisténcia no ambiente, n&o sofre bioacumulacéo nem é transferido
pela cadeia alimentar. Nas condicdes do bioensaio, método do filme
seco em placa de Petri, o paration metilico se degrada em fungao da
temperatura e do tempo de exposicdo. Os bioensaios com D.
melanogaster, indicaram que a toxicidade do inseticida aumenta (p<0,05)
com o aumento da temperatura de exposic&o, com susceptibilidade
semelhante para ambos os sexos. Os valores de DLsp, em funcéo da
temperatura, variaram de 3,0 a 10,5 mg/kg p.c. para os machos e 3,0 a
9,5 mg/kg p.c. para as fémeas. O produto comercial Folidol® 600 CE foi
aplicado em plantagéo de couve (Brassica oleracea, var. acephala), na
proporcéo de 0,36 kg do i. a./ha, e os residuos do paration metilico
foram determinados pelo método do bioensaio e por cromatografia
gasosa. O limite de determinacéo do bioensaio é da ordem de 0,1 mg/kg
de amostra, tendo o método apresentado boa reprodutibilidade
(coeficiente de variacdo inferior a 20 %). Os resultados obtidos
confirmam a viabilidade do bioensaio com D. melanogaster para o

monitoramento de residuos do paration metilico em couve.
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1 INTRODUGAO

Paration metilico (O,O-dimetil-O-p-nitrofenil-fosforotioato) € um inseticida e
acaricida fitossanitario organofosforado, sintetizada por SCHARADER em 1944 (1, 2).
Puro, apresenta-se como cristais brancos e, em grau técnico, como liquido castanho
claro com odor de alho. A meia vida é de 175 dias a 20 °C (meio aquoso e pH de 1,0 a
5,0) e de 11 horas a 70 °C. Pouco solivel em meio aquoso (55 mg/L a 20 °C), éter de

petroleo e dleos minerais e faciimente soluvel na maioria dos solventes organicos (2, 3)

A taxa da degradacdo do paration metilico € dependente da temperatura, da
natureza do solo (4) e do pH do meio, aumentando com o aumento da
alcalinidade (5, 6). Degrada-se nos vegetais e no solo por ag&o bacteriana dando origem
ao p-nitrofenol, amino-paration metilico e ao 4-nitrofenol (7, 8, 9, 10), por fotdlise forma o
0,0,S-trimetil fosforotioato e trimetil fosfato (11), e a sua biotransformagao, em
camundongos, da origem aos acidos fosforico, metil e dimetil fosférico, desmetil fosfato

e desmetil fosforotioato (12).

Efeitos fitotoxicos tem sido reportados, para o paration metilico, tais como redugao
do tamanho e densidade da cabeca de alface (9, 13), interferéncia nos processos de
fotossintese no trigo com redugdo do comprimento do gomo da cana e da raiz da planta,
bem como da quantidade de clorofila e de carotendides (14) e, dependendo do numero

de aplicacbes, afeta a fotossintese, o crescimento e a frutificagdo do algodoeiro {(15).

O paration metilico tem ampla ac&o inseticida e acaricida e pulverizagao foliar & o
método recomendado para sua aplicagdo em frutas e hortalicas (16), No Brasil, a
tolerancia do paration metilico em bulbos, cereais, frutos, leguminosas, hortalicas
folhosas e ndo folhosas e na batata é de 0,5 ppm (17). Todavia, a presenga dos seus
residuos tem sido reportada em culturas onde ndo tem seu uso permitido como na
mandioquinha (18) e na cenoura (19, 20), o que justifica o desenvolvimento de

metodologia simples para monitoramento dos residuos desse inseticida em vegetais.

Os bioensaios com a mosca D. melanogaster (Meig.) tém sido usados como
indicadores da presenca de substancias quimicas ambientais com potencial mutagénico
(21), de residuos de agrotdxicos em alimentos (22, 23) ou para auxiliar e esclarecer a
natureza da substancia toxica em casos de envenenamento envolvendo inibidores da
colinesterase, como os organofosforados e os carbamatos (24). Cabe destacar que as

Drosophilas, além da sua sensibilidade para detectar pequenas quantidades de
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substancias de natureza toxica, sdo insetos de facil manipulagéo, criagdo e manutencéo
nas condigbes de laboratério, o que facilita amplamente a realizagdo do
bioensaio (25, 26).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sensibilidade das D. melanogaster ao
paration metilico assim como a viabilidade do biomonitoramento dos residuos de
paration metilico em hortigranjeiros. Para tanto, inicialmente foi avaliada a estabilidade
do paration metilico nas condigdes do bioensaio, assim como a sensibilidade da
Drosophila, ao inseticida, em funcdo da temperatura e do tempo de exposicao.
Posteriormente, o paration metilico foi aplicado em plantagdo de couve-manteiga
(Brassica oleracea, var. acephala) e os seus residuos determinados pelos métodos de

bioensaio e por cromatografia gasosa (CG).
2 MATERIAL E METODOS

2.1 APARELHOS

Cromatografo a gas Varian, modelo 3700, detector TSD, pérola 6,4 e coluna 10 %
SE-30 em Chromosorb 100 - 120 mesh.

Evaporador rotatorio Tecnal, modelo 120.
Homogeneizador de tecidos Tecnal, modelo 102.

Pulverizador costal, marca Jato com capacidade para 20 L.

2.2 SOLVENTES E REAGENTES

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de grau para residuos da Merck,
os quais foram previamente destilados, e o sulfato de sodio anidro aquecido a 400 °C,

durante 8 horas.

Como padrdo analitico foi utilizado paration metilico, com grau de pureza de
95,86 %, o qual foi cedido pelo Centro de Quimica de Alimentos e Nutricdo Aplicada /
Laboratério de Andlise de Residuos de Pesticidas do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL). Para avaliagdo da estabilidade do paration metilico nas condigdes do
bioensaio, e nos ensaios de campo, foi utilizado o produto comercial Folidol® 600 CE,
cedido pela Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATI).
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2. 3 BIOENSAIO COM A Drosophila melanogaster

2. 3. 1 Moscas D. melanogaster

As moscas D. melanogaster, usadas para a realizagdo dos bioensaios, foram
criadas no laboratorio de Toxicologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas (FEA/UNICAMP), em ambiente com
temperatura de 25 + 2 °C, a partir de cepas cedidas pelo Laboratério de Toxicologia

Animal do Instituto Biolégico de Sao Paulo.

2. 3. 2 Meio de cultura para criagdo das moscas

O meio de cultura para criacdo das moscas foi preparado conforme JOSEPH &
KNOBEL (27), segundo as modificagbes sugeridas por ALMEIDA & REYES (28). Apds o
preparo, cerca de 50 mL do meio foram colocados em frasco de vidro transparente, de
boca larga e capacidade aproximada de 500 mL, os quais foram conservados em

geladeira até o momento do uso.

2. 3.3 Criagao das moscas

Moscas machos (15) e fémeas (15) foram transferidas para os frascos contendo o
meio de cultura, preparado conforme descrito anteriormente, e mantidos a temperatura
de 25 + 2 °C. Ao oitavo dia, as moscas foram removidas dos frascos, remanescendo as
larvas. Apos 48 h do inicio da emergéncia, as moscas foram transferidas para um novo
frasco de cultura, procedimento este que foi repetido a cada 48 horas, para obtencéo de
novos lotes de moscas. O bioensaio foi realizado utilizando moscas com idade de 3 a 5

dias.

2. 3. 4 Bioensaio

O bioensaio com as D. melanogaster foi realizado pelo método do filme seco (29),
em placa de Petri (50 x 20 mm). Para a formagao do filme foram colocados, na base de
cada placa, cinco niveis diferentes do inseticida / placa, na faixa de 37 a 297 ng/placa.
O procedimento do bioensaio foi feito conforme descrito por ALMEIDA & REYES (28).
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2.3. 5 Calculo da DLsgo

Para efeito de calculo da DLsp, levou-se em consideragdo as moscas mortas,
assim como as moribundas observadas no momento da contagem (25). Os calculos dos
valores de DLsg foram feitos por analise de probito, usando o programa "Analise de
probito com determinac@o da dose letal mediana - Programa probito" (HOFFMANN -
ESALQ / USP - Maio de1990).

2.4 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO PARATION METILICO NAS CONDICOES DO
BIOENSAIO

A estabilidade do paration metilico, nas condi¢des do bicensaio, foi avaliado
segundo o procedimento descrito por ALMEIDA & REYES (28). Para tanto, foram
aplicados, na base de placas de Petri (50 x 20 mm), 100 ul de solug&do contendo 1 ug do
inseticida. O paration metilico residual foi determinado por cromatografia gasosa,
conforme os seguintes parametros analiticos: temperatura da coluna 200 °C, do injetor
220 °C e do detector 290 °C; ar 120 mL/min., hidrogénio 5 mL/min. e nitrogénio 40

mbL/min.

2.5 ENSAIO DE CAMPO

Couve-manteiga (Brassica oleracea, var. acephala) foi cultivada, segundo as boas
praticas agricolas, na horta do Instituto Adventista Sdo Paulo, em Hortolandia, Sao

Paulo.

As mudas foram plantadas em sistema de linha com espagcamento de 1,0 x 0,5 m
em area de aproximadamente 100 m?, no més de outubro de 1996 e pulverizadas com
Folidol” 600 CE, no més de janeiro de 1997. Para tanto, o inseticida foi diluido em agua
(100 mL : 100 L) e aplicado, com pulverizador costal, na proporgéo aproximada de 0,36
kg do ingrediente ativo/ha. Amostras testemunhas foram colhidas da mesma plantag&o,

antes da aplicagdo do inseticida.

Amostras de couve foram colhidas e analisadas para 0, 3 e 7 dias apos terem sido
pulverizadas. O procedimento de colheita foi aleatério, tendo-se o cuidado de nao colher
mais que uma folha de cada planta, em diferentes pontos da area cultivada, no periodo

compreendido entre 9:00 e 10:00 h, sempre depois da perda da umidade superficial das
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folhas, e transportadas imediatamente apos a colheita, para o laboratério e estocadas a

-18 °C até o momento da analise.

2.6 VALIDACAO DO BIOENSAIO

Para avaliacdo do método de bioensaio, os extratos de couve tratada com Folidol” 600
CE foram analisados conforme apresentado na figura 1. Extratos de couve cultivada
sem ftratamento com o agrotdoxico também foram avaliados pelo bioensaio. Para
realizacdo do bioensaio foram preparadas placas com diferentes aliquotas do extrato,
de maneira que pudesse ser estimado o volume necessario para matar 50 % da

populacdo teste. As placas foram mantidas a 30 °C, durante 24 h.

Pulverizagdocom  Amostragem
Couve —> Folidol® 600 CE - de campo
(360 g i.a./ha) . (+ 5009)
Y
R Amostras | | ]
Extracao - (20 @) | = Homogenizacao
n=3 |
' S —_ - L S T
: Determinagéo Bioensaio
Extrato - do — | 30 °C
paration metilico - 24h
. Cromatografia
- gasosa .

FIGURA 1 - ESQUEMA DE PULVERIZAGAO, EXTRAGAO E DETERMINAGCAO
DOS RESIDUOS DO PARATION METILICO APLICADO EM COUVE

2.7 DETERMINACAO, POR CROMATOGRAFIA GASOSA, DOS RESIDUOS DE
PARATION METILICO EM COUVE

Os residuos de paration metilico na couve foram extraidos conforme a
metodologia proposta por LUKE et alii (30), com as seguintes modificagdes: de uma

amostra (500 g) homogeneizada de couve foram retirados 20 g, triturados em
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homogeneizador de tecido, adicionados de 100 mL de acetona, filtrados em funil de
Buchner, com papel de filtro Whatman n°® 1, sendo o residuo lavado com 50 mL de
acetona. Os filtrados foram transferido para um funil de separacdo de 500 mL,
adicionados de 150 mL de agua e 100 mL de n-hexano, sendo o funil agitado por cerca
de 2 minutos e posteriormente mantido em repouso até a separaco das fases. A fase
aquosa foi drenada para outro funil de separacgéo e reextraida com igual volume de n-
hexano. As fases hexanicas obtidas na primeira e segunda extragdo, foram reunidas,
filtradas em Na,SO, anidro e concentradas em rotavapor a 40 °C até cerca de 1 mL. O
extrato foi transferido para um tubo concentrador, secado com nitrogénio, ressuspendido
em 10 mL de acetona, sendo injetados 4 uL no cromatografo gasoso, conforme os

parametros cromatograficos descritos anteriormente.

2.8 RECUPERACAO E SENSIBILIDADE

Para avaliagdo da metodologia modificada de LUKE et alii (30), determinou-se a
percentagem de recuperagdo. Para tanto, em amostras de couve (20 g), livre de
agrotdxicos, foram adicionados 2 mL de solugédo do paration metilico em concentragdes
de 1,02 e 10,2 ug/mL, caracterizando fortificaces de 0,102 e 1,02 mg/kg de amostra,
respectivamente. A seguir, executou-se as mesmas etapas de extragdo, limpeza e
concentracdo empregadas para as amostras. A faixa de linearidade (curva padrao) de
resposta do detector do cromatégrafo foi determinada usando diluicdes de
0,102 e 1,02 pg/mL. De cada uma dessas solugdes foram injetados 4 pL no

cromatografo gasoso, com 0os mesmos parametros analiticos descrito anteriormente.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no bioensaio foram avaliados por analise de variancia (ANOVA).
O teste de TUKEY foi utilizado para verificar se havia diferenca entre os resultados
obtidos para as moscas machos e fémeas, como também entre as temperaturas
utilizadas no bioensaio. Os célculos foram feitos utilizando-se o software estatistico

S.A.S., disponivel no LABEST (Laboratério de Estatistica / UNICAMP).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso indevido ou abusivo dos agrotoxicos para produgdo de alimentos constitui
grande risco para a saude humana. Por outro lado, € dificil monitorar os residuos dos
inseticidas nos alimentos, tendo em vista que as metodologias empregadas para analise
de residuos e os equipamentos utilizados serem de custos elevados. Isso inviabiliza os
paises em desenvolvimento monitorarem os residuos dos agrotoxicos nos alimentos,

aumentando assim o perigo a saude dos consumidores.

Como o objetivo basico do monitoramento de residuos de inseticidas em alimentos
é detectar uma quantidade do agrotoxico que esteja acima do limite maximo permitido e
possa, portanto, apresentar um efeito agudo para a saude humana, € de grande
importancia avaliar e difundir metodologias simples e de baixo custo que permitam
detectar esses niveis de residuos (31). Fundamentado nessa idéia, foi avaliado o
bioensaio com D. melanogaster, em diversas condi¢cdes de temperatura, visando a
utilizacdo desse organismo para deteccdo de residuos de paration metilico em

alimentos.

Inicialmente, estudou-se a degradagé@o do paration metilico em placas de Petri (50
x 20 mm), para avaliar a quantidade do inseticida que estaria disponivel nas placas,
durante a realizacdo do bioensaio pelo método do fiime seco (29). A percentagem
residual de paration metilico, remanescente nas placa de Petri, apés 6, 12 e 24 h nas
temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C, esta apresentada na figura 2. Os resultados indicam
que o paration metilico degradou-se de forma diretamente proporcional tanto ac tempo

de exposicdo como a variagdo da temperatura.

Os valores de DLsy para as moscas D. melanogaster, machos e fémeas,
calculados em funcdo da variagdo da temperatura, sdo apresentados na tabela 1. A
toxicidade do paration metilico foi semelhante entre os sexos para a mesma
temperatura. Entretanto, a toxicidade aumentou (p<0,05) com o aumento da
temperatura para ambos 0s sexos, exceto entre os machos para as temperaturas de 25

e 30 °C, onde o aumento da toxicidade n&o foi significativo ao nivel de 0,05.

Sabe-se que a temperatura influencia a toxicidade dos inseticidas e que o efeito
da mesma depende, entre outros, da espécie do inseto, estagio de desenvolvimento,

método de administracéo, concentragéo e formulacéo (33). No presente estudo, tanto
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Percentagem ndo degradada

Tempo (h)

FIGURA

2;

PERCENTAGEM NAO DEGRADADA DE PARATION
METILICO EM PLACAS DE PETRI APOS 6, 12 E 24
HORAS DE EXPOSICAO NAS TEMPERATURAS DE 20,
25, 30 E 35 °C. QUANTIDADE DE INSETICIDA
APLICADO: 1 ug/placa.

para machos como para fémeas a toxicidade aguda do paration metilico a 35 °C foi,

aproximadamente, 3 vezes maior do que a 20 °C (tabela 1), o que pode ser devido a

uma maior absor¢do dérmica do inseticida em fung¢do do aumento da temperatura.

Comportamento semelhante tem sido relatado por outros pesquisadores, utilizando
diferentes inseticidas e sistemas biolégicos (33, 34, 35). Essa diferenca na resposta foi

sugerida como dispositivo para aumentar a sensibilidade do bioensaio (36).

Os valores de recuperagdo do paration metilico em amostras de couve

contaminadas com 0,102 mg/kg e 1,02 mg/kg foram, respectivamente, 70 % e 84 %,

valores estes que encontram-se muito préoximo ou dentro da faixa aceita internacional-

mente (80 a 120%), o que indica que as modificagdes introduzidas no método de LUKE
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TABELA 1: VALORES MEDIOS DA DOSE LETAL MEDIANA (DLs,, EXPRESSA
EM mg/kg pc) DO PARATION METILICO PARA D. melanogaster,
MACHOS E FEMEAS, EM DIFERENTES TEMPERATURAS.

MACHOS FEMEAS
Temp. "
°Q) DLgo + 5@ Taxa de DLg @ DLgo + 5?2 Taxa de DLg"
20  10,5+1,2 (A a)® 1,00 9,5+0,6 (A a) 1,00
25 6,5+ 0,9 (A b, c) 1,62 6,3+0,8 (A b) 1,51
30 58+0,7 (A, c) 1,81 52+0,4 (A, c) 1,83
35 3,0+0,1 (A, d) 3,50 3,0+0,3 (A, d) 3,17

‘13 Nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C o tempo de exposigéo foi de 24 h, a 35 °C foi de 12 h.

) s = desvio padrdo absoluto (n = 5)

) Relag@o temperatura-toxicidade em relagao a 20 °C (32).

4) = g T e = s "
Comparagao entre médias. A letra "A" indica comparag@o de médias entre machos e fémeas para uma mesma temperatura e
as letras “a, b, ¢, d" indicam comparagao de médias entre temperaturas para o mesmo sexo. Médias com mesma letra ndo sao
diferentemente significativas (P<0,05).

et alii (30), ndo afetaram a sua confiabilidade

A literatura reporta que na familia das Brassicaceae Cruciferae s&o encontrados,
em maior quantidade na raiz, substancias naturalmente presentes com ag&o inseticida.
Dentre elas, o 2-fenil-etil-isotiocianato & encontrado na couve (B. oleracea var.
acephala) (37). Para avaliar a presenga dessas substancias na couve, extratos de
amostras ndo tratadas com paration metilico foram avaliados pelo método do bioensaio.
Todas as moscas sobreviveram ao periodo do teste, cuja duragéo foi de 24 h a 30 °C, o
que indicou auséncia de substancias toxicas para a D. melanogaster nos extratos

utilizados.

Os bioensaios para deteccdo dos residuos do paration metilico nos extratos de
couve foram feitos em temperatura de 30 °C, durante 24 h de exposigdo. Os niveis de
paration metilico aplicados nas placas de Petri e que correspondem aos valores de DLso
das Drosophilas estdo apresentados na tabela 2. Esses valores foram utilizados para
determinar, pelo método de bioensaio, os niveis de residuo do inseticida aplicado na
couve. Assim, diferentes volumes do extrato obtido pela metodologia modificada de

LUKE et alii (30), foram usados para determinar o volume necessario para provocar a
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TABELA 2: QUANTIDADES DO PARATION METILICO NAS PLACAS DE
PETRI (ng/placa) QUE CORRESPONDEM AOS VALORES DE
DLs, DAS MOSCAS D. melanogaster, MACHOS E FEMEAS, EM
FUNGCAO DA TEMPERATURA.

Temperatura (°C) Machos Fémeas
20 145 204
25 89 135
30 80 112
35 41 64

morte de 50 % da populagdo teste, o qual foi comparado com o valor da DLsy do
inseticida, calculada para a mesma temperatura (tabelas 1 e 2). Utilizando-se esses

dados, foi estimado o nivel de residuo do paration metilico na couve.

A sensibilidade dos métodos quimicos de analise de residuos, assim como 0s
limites maximos de residuos (LMRs) estabelecidos pela legislacdo de agrotdxicos,
exigem que 0s organismos usados nos bioensaios sejam suficientemente sensiveis para
detectar niveis residuais menores do que 1,0 mg/kg (22, 23). No presente estudo, a
sensibilidade do método de bioensaio & uma funcdo do volume de extrato necessario

para provocar a morte de 50 % da populacgao teste.

Considerando-se um extrato purificado igual a 2 mL obtido de uma amostra inicial
de 20 g de couve, do qual um volume de 100 pL tenha provocado a morte de 50 % da

populacéo teste, o limite de determinagéo encontra-se na ordem de 0,1 mg do paration

metilico / kg de amostra (Tabelas 1 e 2). Esses resultados confirmam a elevada
sensibilidade das moscas D. melanogaster para detecgdo de residuos do paration

metilico na couve tratada com o mesmo inseticida.

Para validacdo do método, os mesmos extratos utilizados nos bioensaios foram
analisados, quanto ao teor do paration metilico, por cromatogafia gasosa. Na figura 3
estdo apresentados os niveis de residuo de paration metilico determinados na couve
ap6s 0, 3, e 7 dias da aplicagdo do inseticida. Verificou-se que néo existe diferenca

significativa entre os métodos, a um nivel de confian¢a de 0,05. Os resultados obtidos
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mostram que as moscas D. melanogaster sdo insetos sensiveis para detec¢do dos
residuos do paration metilico na couve e comprovam a possibilidade de utilizagao

desses insetos para o monitoramento de residuos do paration metilico nessa matriz.

32-

28~ o Cromatog. gasosa

H Bioensaio (Machos)

[ Bioensaio (Fémeas)

24 -

16—

Residuos (mg/kg)

12+

Tempo (dia)

FIGURA 3. RESIDUOS DE PARATION METILICO APLICADO EM COUVE
E DETERMINADOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA E
POR BIOENSAIO COM D. melanogaster, APOS 0, 3 E 7
DIAS DA APLICACAO DO INSETICIDA.
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4 CONCLUSOES

A degradacao do paration metilico aplicado em placa Petri, assim como a
toxicidade aguda do inseticida para as moscas D. melanogaster, aumenta com o

aumento da temperatura,

Os bioensaios com D. melanogaster, mostraram a elevada sensibilidade desses
insetos para detecgcdo de residuos do paration metilico em couve, ficando evidente a
possibilidade de utilizagdo desses organismos para o monitoramento dos residuos do
paration metilico nesta ou em outras matrizes. Em compara¢do ao método de
determinacdo por cromatografia gasosa , o método de bioensaio apresenta baixo custo
e simplicidade de execucdo sem comprometer o padrédo de acuidade necessario para o

monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos.

Abstract

Methyl parathion is an phytosanitary insecticide and acaricide of short duration in the environment. It
does not suffer bioacumulation and it is not taken on in the food chain. Under the conditions of the
bioassay, dry film method in the Petri plate, the methyl parathion degrades depending on temperature
and on the time of exposure. Bioassays with D. mefanogaster showed that the toxicity of the
insecticide increases (P<0.05) according to the increases in temperature and time of exposure. The
susceptibility was similar to both sexes. The LDsp values, depending on temperature, varied from 3.0
to 10.5 mg/kg body weight (bw) for the males and from 3.0 to 8.5 mg/kg bw for the females. Folidol®
800 CE was applied on plantation of kale (Brassica oleracea, var. acephala) in the proportion of
0.36 kg of the a.i./ha and the residues of methyl parathion were determined by biocassay and gas
chromatographic methods. The determination limits of the bioassay was about 0.1 mg/kg of sample.
The method showed good reproducibility (variation coefficient less than 20%). The results confirm the

viability of the bioassay with D. melanogaster in the monitoring of residues of methyl parathion in kale.
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BIOENSAIO COM Drosophila melanogaster (Meig.): 3. ESTUDO DA DEGRADACAOQO E
TOXICIDADE DO CARBOFURAN E BIOMONITORAMENTO DE SEUS RESIDUOS EM
REPOLHO

Bioensaio com Drosophila melanogaster (Meig.): 3. Estudo da degradacéo e toxicidade do

carbofuran e biomonitoramento de seus residuos em repoiho. Rev. insi. Adoifo Luiz

RESUMO: Carbofuran € um inseticida e nematicida do grupo dos carbamatos, de curta

persisténcia no ambiente e pequeno deslocamento para regides adjacentes. A sensibilidade das

Drosophila melanogaster ao carbofuran e o uso desse organismo no biomonitoramento dos

residuos do inseticida em repoiho foi avaiiado. Nas condicbes do bioensaio, método do filme

seco em placa de Petri, o carbofuran se degrada em funcéo da temperatura. Os bioensaios

realizados com D. melanogaster, indicaram que a toxicidade do inseticida aumenta com o

aumento da temperatura. Os valores de DLsp calculados, em fung&o da temperatura, variaram

entre 3,6 e 10,5 mg/kg pc para machos e entre 2,9 e 8,7 mg/kg pc para fémeas. Furadan® 50 G,

foi aplicado em repolho (Brassica oleracea, var. capitata), e seus residuos determinados pelo

método de bioensaio e validados por cromatografia liquida de aita eficiéncia. O limite de

determinacao pelo bicensaio € da ordem de 0,1 mg/kg e os resultados obtidos confirmam a

viabilidade desta metodoiogia no monitoramento de residuos do carbofuran em repoiho.

DESCRITORES: Carbofuran, Bioensaio, Drosophila melanogaster, Repolho.

INTRODUGAO

Carbofuran (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-ben-
zofuranil-N-metil carbamato) € um insetici-
da e nematicida do grupo dos carbamatos,
sendo efetivo por contato, ingestdo e por

acao sistémica. Apresenta curta persistén-

cia no ambiente e pequeno deslocamento

para regides adjacente™ "’

O inseticida € apiicado no soio em cultu-
ras de algodao, amendoim, arroz, milho,
trigo, feijdo, banana, batata, café, cana-de-
acucar, cenoura, repoiho, tomate, assim

como utilizado no tratamento de sementes
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de algod&o, arroz, trigo, miiho e feijao, na

época do plantio™.

O carbofuran € biotransformado por re-
acoes de hidrdlise, hidroxilagdo e/ou oxida-
cao produzindo, nos animais e plantas, ©
3-hidroxi-carbofuran como metabdlito prin-
cipal'’. Este, por sua vez, se oxida a 3-ceto
carbofuran, o quai por hidrdlise produz o
3-ceto carbofuran fenol” *'. Os metabdlitos
3-hidroxi carbofuran e 3-ceto carbofuran
tem curta persisténcia no solo * *, sdo
formados ientamentie e apresentam baixa

toxicidade aguda para insetos™ *'.

No ambiente. a biodegradacdo do car-
bofuran & dependente da temperatura, da
umidade, do pH do soio, da biomassa dis-
ponivel, assim como da atividade degrada-
tiva da mesma®. Aplicacdes periédicas de
carbofuran, no mesmo solo, aumenta a ati-

B w, 0 que €&

vidade degradativa do mesmo
devido ao maior crescimento de microrga-
nismos capazes de utiliza-io como fonte de
carbono e nitrogénioﬁ. Solos tratados anu-
aimente com carbofuran degradaram, em
uma semana, 90 % do inseticida aplicado
enquanto que em solos néo tratados a de-
gradacdo, para igual periodo, foi de

14 %>

O valor da DiLsg do carbofuran, reporia-

do para mosca doméstica (Musca domesti-

ca) € de 4,6 - 6,7 mg/kg pc (exposigcdo to-
pica) e de 2,0 mg/kg pc para camundongos
(exposicdo oral)® ** % O JMPR'™ relatou
valores de Dl (ma/kg pc), oral, de 144
para camundongos e de 6,0 -18,0 para ra-

tos.

O carbofuran é absorvido rapidamente,
independenie da via de administracéo e
distribui-se nos orgaos, tecidos moles e
esqueleto, sendo excretado como carbofu-
ran nas fezes e seus metabdlitos, pelas

8,23,27

vias urinaria e pulmonar" ‘. Os proces-
sos de detoxificacdo ocorrem por hidrélise,
N-dealquilagdo, S-deaiquilagado, O-deaiqui-

lagdo e hidroxilagéo do anel fendlico®.

Os bioensaios com a mosca Drosophila
melanogaster (Meig.) tém sido usados
como indicadores da presenca de substan-
cias quimicas ambientais com potencial
mutagénico“, de residuos de inseticidas

2428 oy para auxiliar e escia-

em aiimentos
recer a natureza da substancia toxica em
casos de envenenamento envolvendo ini-
bidores da colinesterase, como os insetici-

das organofosforados e carbamatos’.

Cabe destacar que as Drosophilas, além
da sua sensibilidade para detectar peque-
nas quantidades de substancias de nature-
za toxica, sao insetos de facil manipulagao,

criagdo e manutengdo nas condigbes de

-61 -
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laboratério, o que facilita ampiamenie a re-

alizacao do bioensaio™ **.

O objetivo do presente estudo foi avaliar
a sensibilidade das moscas D. melano-
gaster para deteccdo do inseticida carbofu-
ran. Foram também avaliados, nas condi-
coes do bioensaio, o efeito da temperatura
e do tempo de exposicdo na degradagao
do inseticida Furadan® 50 G foi apiicado
em lavoura de repolho (Brassica oleracea,
var. capitata), e os residuos de carbofuran
determinados por bioensaio com D. mela-
nogaster e por cromatografia liquida de

aita eficiéncia.

MATERIAL E METODOS

Equipamentos

Cromatoégrafo liquido WATERS, modelo
486, com detector UV/VIS e sistema aco-
plado a um integrador CHROMJET. Como
fase estacionaria foi utilizada coluna Css Li-

chrocart.

Evaporador rotatério Tecnal, modelo

120.

Homogeneizador de tecidos Tecnal,

modelec 102.

Solventes e reagentes

Todos os solventes e reagentes utiliza-
dos foram de grau para residuos, Merck,
os quais foram previamente destilados. O
sulfato de sodio anidro e o fiorisii foram
aquecidos a 400 °C, durante 8 horas. An-
tes do uso, o fiorisil foi desativado com 2 %
de agua.

Como padrao analitico foi utilizado car-
bofuran, com grau de pureza de 99,5 %, 0
quai foi cedido peio Instituto de Tecnoiogia
de Alimentos (iTAL). Para avaliacéo da
estabilidade do carbofuran nas condigdes
do bioensaio, da sensibilidade do bioen-

saio e nos ensaios de campo, foi utilizado
. ® .
o produto comercial Furadan™ 50 G, cedido

peia Coordenadoria de Assisténcia Técnica

integral (CATI), Campinas, SP.
Bioensaio com as moscas D. mefanogaster

Moscas D. meianogaster

As moscas D. melanogaster, utilizadas
nos bioensaios, foram criadas no Laboraté-
rio de Toxicologia de Alimentos da Facul-
dade de

(FEA/UNICANMP), em ambiente com tempe-

Engenharia de Alimentos
ratura de 25 * 2 °C, a partir de cepas cedi-
das peio Laboratério de Toxicologia Animali
do instituto Biologico de S&o Pauio.

B
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Meio de cuitura para criagdo das moscas

O meio de cultura para criagdo das

moscas D. meianogaster foi preparado
conforme JOSEPH e KNOBEL™, com as
modificacbes relatadas por ALMEIDA &
REYES °. Apés o preparo, cerca de 50 mL
do meio foram coiocados em frasco de vi-
dro transparenie, de boca iarga e capaci-
dade aproximada de 500 mL, os quais fo-
ram conservados em geladeira até o mo-

mento do uso.

Cnacédo das moscas

Moscas machos (15) e fémeas (15) fo-
ram transferidas para os frascos contendo
0 meio de cultura e mantidas a temperatura
de 25 + 2 °C. Ao oitavo dia, as moscas fo-
ram removidas dos frascos, remanescendo

as iarvas.

Apoés 48 h do inicio da emergéncia, as
moscas foram transferidas para um novo
frasco de cultura, procedimento este que
foi repetido a cada 48 horas, para obten-
¢ao de novos lotes de moscas. O bioen-
saio foi realizado utilizando moscas com
idade de 3 a 5 dias.

Bioensaio

O bioensaio com as moscas D. meiano-
gaster foi realizado pelo método do filme
seco’®, em placa de Petri (50 x 20 mm).
Para a formacao do filme foram colocados,
na base de cada placa, cinco niveis dife-
rentes do inseticida/placa, na faixa de 30 a
250 ng/placa. O procedimento do bioen-
saio foi realizado conforme descrito por
ALMEIDA & REYES *.

Caicuio da DLsg

Para efeitc de calculoc da DLsg, levou-se
em consideragdo as moscas mortas, assim
como as moribundas observadas no mo-
mento da contagem5. Os calculos dos valo-
res de DLsg foram feitos por analise de
probito, usando o programa "Anaiise de
probito com determinagdo da dose letal
mediana - Programa probito” (HOFFMANN
- ESALQ / USP - Maio de1920).

Avaliagdo da estabilidade do carbofuran

nas condi¢cdes do bioensaio

A avaiiacdo da estabiiidade do carbofu-
ran nas condi¢cées do bioensaio, a 20, 25,
30 e 35 °C, foi reaiizado peio método do
filme seco, conforme procedimento descrito
por ALMEIDA & REYES . Para tanto, fo-

ram aplicados, na base de placas de Petri

B
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(50 x 20 mm), 5,0 ug de carbofuran. Apos
6, 12 e 24 h o carbofuran foi extraido das
piacas com acetona e transferido para um
tubo concentrador, evaporado o0 soivente
até secura, o residuo ressuspendido em 1
mL de metanoi e injetados 10 yL no cro-
matégrafo liquido. Os parametros analiti-
cos do cromatografo foram: fase movel
metanol:agua (1:1 v/v), fluxo 0,5 mL/min e

detecgao a 220 nm.

Ensaio de campo

Repolho (Brassica ojeracea, var. capi-
fata) foi cuitivado, segundo as boas prati-
cas agricolas, na horta do Instituto Adven-

tista S&o Paulo, Hortolandia, SP.

As mudas foram plantadas em sistema

Q

e linha, com espagamento aproximado de
60 x 80 cm, em area aproximada de 200
m?, no més de junho de 1996. A area culti-
vada foi dividida em dois lotes iguais e, em
um deles foi aplicado, por ocasi&o do repi-
que das mudas, o produto formulado "Fu-
radan® 50 G", na proporgdo de 4,0 - 50
g/cova, equivalente a 0,2 - 0,25 g do ingre-
diente ativo/cova. A area nao tratada serviu

como coniroie.

Amostras de repoiho foram colhidas e
analisadas apo6s 30 dias do plantio. O pro-

cedimento de colheita foi aleatorio e as

amostras foram embaladas em sacos de
piastico, transportadas imediatamente para
0 laboratorio e congeiadas a - 20 °C, no

maximo 30 min apos a colheita.

Determinagéo dos residuos de carbofuran

no repolho

Os residuos de carbofuran no repoiho
foram determinados pelo método descrito
por LAWRENCE & LEDUC', com modifi-
cacbes. Para tanto, de uma amostra ho-
mogeneizada de, aproximadamente, 1 kg
de repoiho, foram retirados 20 g sendo
adicionados de 100 mL de acetona. Apos
agitacdo durante 5 minutos, a mistura foi
filtrada em funii de Blchner e o residuo ia-
vado com 50 mL de acetona. O fiitrado foi
transferido para um funil de separacao de
500 mL contendo 200 mL de diciorometa-
no:hexano (1:1 v/v), agitade por 2 minutos
e deixado em repouso para separacdo das
fases. A fase aquosa foi drenada para um
funil de separacdo de 250 mL contendo 15
mL de soiugdo aquosa saturada de NaCl e
reextraida com duas por¢des de 20 mL de
diclorometano. As fases orgénicas foram
de 5 g de

Na,SO, anidro, agitadas e deixadas em re-

combinadas, adicionadas

pouso durante 10 min. A seguir, foram per-
coladas por uma coluna de Na,SO4 anidro,

sendo a coluna lavada com 10 mL de dicio-

w5l =
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rometano. O eluato foi evaporado em rota-
vapor a 30 °C ate, aproximadamente, 1
mi. O residuo foi transferido para um tubo
concentrador, levando-se ¢ volume até
10 mL com metanol. Uma aliquota de 5 mL
foi aplicada a uma coluna cromatografica
de vidro (200 x 15 mm) contendo 5 g de
florisil desativado com 2 % de agua e, no
topo, 1 g de Na,SO,4 anidro. A coiuna foi
previamente lavada com 50 mL de n-
hexano. O carbofuran foi eluido da coluna
com 100 mL de n-hexano, concentrado em
rotavapor a 30 °C e transferido para tubo
concentrador. O solvente foi evaporado
sob fluxo de N, e o residuo ressuspendido
em 2 mL de metanol. Desta solucéo foram
injetados 10 pL no cromatdgrafo liquido,
conforme 0§ parametros analiticos descri-

tos anteriormente.

Recuperagao e sensibilidade

Para avaliagdo da metodologia de
LAWRENCE & LEDUC'", determinou-se a
percentagem de recuperacgdo. Para tanto,
em amostras de repolho (20 g), livres de
agrotoxicos, foram adicionados 3 mL de
solugdo do carbofuran em concentragdes
de 10,0 e 1,0 pg/mL, caracterizando fortifi-
cacoes de 1,0 e 0,1 mg/kg de amostra,

respectivamente. Em seguida as amostiras

foram analisadas conforme descrito anteri-

ormenie.

A faixa de linearidade (curva padrdo) de
resposta do detector do cromatografo foi
determinada usando-se soiugées contendo
0,5 1,0 e 10,0 ug de carbofuran/mL. De
cada uma dessas solugdes foram injetados
10 pL no cromatégrafo liguido, com o0s
mesmos parametros analiticos descritos

anteriormente.

Validag&o do bioensaio
Para validacdo do método de bioensaio,
os extratos do repolho tratados com Fura-
® ’
dan 50 G foram analisados conforme es-

guematizado na figura 1.

_ . Tratado com | Amostragem
Repoiho = Furadan® 50 G| de campo
.| |40-50g/cova | (= 1000g)
1

B . "Amostras | | ]

| Extrac@o =— (30 g) | <~ Homogenizagao |

: o n=3 | | |

' | |

‘Determinacao| Bioensaio |

Extrato| » do = 30 °C |

i ; carbofuran | | 24 h |

N _C-fon*u_atografia I
iiquida |

Figura 1 - Esquema de pulverizagéo, exira-
cao e determinagao dos residuos

do carbofuran aplicado em couve

-B5 -



Capituio 4

Bioensaio com Drosophila melanogaster (Meig.): 3. Estudo da degradacéo e toxicidade do carbofuran e
biomonitoramento de seus residuos em repolho. Rev. inst. Adoffo Lulz

Para realizacdo do bioensaio foram pre-
paradas piacas com diferentes aiiquotas
do extrato, de maneira que pudesse ser
estimado o volume necessario para matar
50 % da popuiagéo teste. As placas foram
mantidas a 30 °C, durante 24 h. Exiratos
de repolho cuitivado sem tratamenio com
carbofuran também foram avaliados pelo

bioensaio.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no bioensaio foram ava-
liados por analise de variancia (ANOVA). O
teste de TUKEY foi utilizado para verificar
se havia diferenga entre os resultados ob-
tidos para as moscas machos e fémeas,
como também entre as temperaturas uiili-
zadas no bicensaio. Os calculos foram
feitos utilizando-se o software estatistico
S.A.S., disponivel no LABEST (Laboratorio
de Estatistica / UNICAMP).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos cromatograficos sao proce-
dimentos analiticos de grande sensibilida-
de. Entretanto, a sua utilizacdo ainda e li-
mitada para o monitoramento de residuos

de inseticidas em alimentos, devido aos

custos eievados de equipamentos e rea-
gentes, especiaimente nos paises em des-
envoivimento. Por outro iado, nesses pai-
ses 0s inseticidas e outros agrotoxicos,
freqentemente, sdo utilizados de modo
excessivo e indiscriminado. Como o objeti-
vo basico do monitoramento € detectar
uma quantidade de agrotoxico que possa
apresentar um efeito agudo para a saude
humana humana, € de grande interesse
avaliar e difundir metodologias simples que
permitam detectar esses niveis de residu-
os®

O estudo da degradacao do carbofuran,
nas condigdes do bioensaic, foi conduzido
para avaliar a quantidade do inseticida que
estaria disponivel nas placas durante a re-
alizagdo do ensaio. A percentagem residu-
al do carbofuran, remanescente nas placa
de Petri, apos 6, 12 e 24 h, nas temperatu-
ras de 20, 25, 30 e 35 °C, esta apresenta-
da na figura 2. Os resultados indicam que,
nas condi¢cdes do bioensaio, a degradagao
do inseticida foi de, no maximo, 18 %, sen-
do que a degradacdo observada foi dire-
tamente proporcional tanto ao tempo de
exposicdo como a variagdo da temperatu-
ra. Resultados semelhantes foram relata-
dos por PARKIN & SHELTON®.
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% néo degradada

Figura 2. Percentagem residual, apos 6, 12 e 24 h da exposi¢ao de 5 ug do carbofuran /

placa de Petri (50 x 20 mm), nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C.

Os valores de DLs, para as moscas D.
melanogaster, machos e fémeas, calcula-
dos em funcdo da variagdo da temperatu-

ra, estdo apresentados na tabela 1.

Em geral, machos e fémeas apresentaram
susceptibilidade semelhante ao carbofuran,
sendo que as fémeas mostram-se signifi-
cativamente (p<0,05) mais susceptiveis a
acdo do inseticida nos bioensaios realiza-
dos a 20 e 35 °C. Em relacéo a temperatu-

ra, a toxicidade do inseticida aumentou si-

gnificativamente (p<0,05) com o aumento
da mesma, para ambos os sexos, exceto
entre os machos, para as temperaturas de
25 e 30 °C, onde o aumento da toxicidade
nao foi significativo (p< 0,05). Cabe menci-
onar que os valores de DLso calculados no
presente estudo encontram-se na mesma
ordem de magnitude daqueles relatados
para M. domestica (4,6 - 6,7 mg/kg pc),
para ensaios realizados a temperatura am-

biente > 24 %

-67 -



Capitulo 4

Bioensaio com Drosophila melanogaster (Meig.): 3. Estudo da degradacéo e toxicidade do carbofuran e
biomonitoramento de seus residuos em repolho. Rev. Inst. Adolfo Lutz

Tabela 1: Valores médios da dose letal mediana (DLso, expressa em mg/kg pc) do carbofu-

ran para D. melanogaster, machos e fémeas, em diferentes temperaturas.

MACHOS FEMEAS
Temp.!"
(°C) DlLso + 5@ Taxa de DLg© Dlgg + s? Taxa de DLg®
20 10,5 +0,8 (A, a)¥ 1,00 8,7+ 0,4 (B, a) 1,00
25 5,3+0,7 (A, b) 1,98 49+0,8 (A, b) 1,78
30 48+0,9 (A, b, c) 2,19 3,9+0,3 (A, ¢ 2,23
35 36+0,3 (A, d) 2,92 2,9+0,5 (B, d) 3,00

" Nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C o tempo de exposicdo foi de 24 h, a 35 °C foi de 12 h.

y
{?‘ s = desvio padrao absoluto (n = 5)

@ Relagdo temperatura-toxicidade®.

[ 2 iy " A - - N
Comparagdo entre meédias. As letras "A e B" indicam comparacgao de médias entre machos e fémeas para uma mesma tempera-
tura e as letras “a, b, ¢, d" indicam comparacgédo de médias entre temperaturas para o mesmo sexo. Médias com mesma letra nao

sdo diferentemente significativas(p<0,05).

Sabe-se que a temperatura influencia a to-
xicidade dos inseticidas e que o efeito da
mesma depende, entre outros, da espécie
do inseto, estagio de desenvolvimento do
mesmo, via de exposicdo, concentracdo e
formulagdo'. No presente estudo, tanto
para machos como para fémeas, a toxici-
dade aguda do carbofuran, a 35 °C, foi 3
vezes maior do que a 20 °C (tabela 1), o
que pode ser devido a uma maior absorgéo
dérmica do inseticida em fung&o do au-
mento da temperatura. Comportamento
semelhante tem sido relatado por outros
pesquisadores, utilizando diferentes inseti-

12, 13

cidas e sistemas biolégicos™" Essa

diferenca na resposta foi sugerida como

dispositivo para aumentar a sensibilidade
do bioensaio™.

Dados da literatura indicam que na fa-
milia das Brassicaceae Cruciferae séo en-
contradas, em maior quantidade na raiz,
substancias com acéao inseticida, tais como
o 2-fenil-etil-isotiocianato presente no nabo
(Brassica campestre, var. rapa)zz, repolho
(B. oleracea var. capitata), couve-flor (B.
oleracea var. botrytis), brocolis (B. oleracea
var. italica) e couve (B. oleracea var. ace-
phala)®’ ou o 5-alil-1-metéxi-2,3-metileno-
dioxibenzeno (miristicin) identificado na
cherivia (Pastinaca sativa L.)%. Extratos de
repolho, isentos de agrotéxicos, obtidos

pelo método de LAWRENCE & LEDUC'",

- B8 -



Capitulo 4

Bioensaio com Drosophila melanogaster (Meig.): 3. Estudo da degradagéo e toxicidade do carbofuran e
biomonitoramento de seus residuos em repolho. Rev. Inst. Adoifo Lutz

foram avaliados pelo método de bioensaio
com as moscas D. melanogaster. Todas as
moscas sobreviveram ao periodo do teste,
cuja duracéo foi de 24 h, o que indicou au-
séncia de substancias toxicas para a D.
melanogaster.

Os bioensaios com D. melanogaster
para detec¢do dos residuos do carbofuran
nos extratos de repolho foram feitos em
temperatura de 30 °C, durante 24 h de ex-
posicdo. Os niveis do carbofuran aplicados
nas placas de Petri e que correspondem
aos valores de DLsg das Drosophilas estao
apresentados na tabela 2.

Esses valores foram utilizados para deter-
minar, pelo método de bioensaio, 0s niveis
de residuo do carbofuran aplicados no re-
polho. Assim, diferentes volumes do ex-
trato obtido pela metodologia modificada
de LAWRENCE & LEDUC', foram usados

para determinar o volume necessario para
provocar a morte de 50 % da populagao
teste, o qual foi comparado com o valor da
DLsp do inseticida, calculada para a mesma
temperatura (tabelas 1 e 2). Utilizando-se
esses dados, foi estimado o nivel de resi-

duo do carbofuran no repolho.

A sensibilidade dos meéetodos quimicos de
analise de residuos, assim como os limites
maximos de residuos (LMRs) estabelecidos
pela legislacao de agrotoxicos, exigem que
0s organismos usados nes bioensaios se-
jam suficientemente sensiveis para detec-
tar niveis residuais menores do que
1,0 mgr‘kg“' % No presente estudo, a sen-
sibilidade do método de bioensaio & uma
funcdo do volume de extrato necessario
para provocar a morte de 50 % da popula-

cao teste.

Tabela 2: Quantidades do carbofuran nas placas de Petri (ng/placa) que correspondem aos

valores de DLso das moscas D. melanogaster, machos e fémeas, em fungéo da

temperatura.
Temperatura (°C) Machos Fémeas
20 144 185
25 74 105
30 66 85
35 50 62
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Considerando-se um extrato purificado
igual a 4 mL obtido de uma amostra inicial
de 20 g de repolho, do qual um volume de
150 pL tenha provocado a morte de 50 %
da populagao teste, o limite de determina-
¢do encontra-se na ordem de 0,1 mg de
carbofuran / kg de amostra (Tabelas 1 e 2).
Esses resultados confirmam a elevada
sensibilidade das moscas D. melanogaster
para detec¢cdo de residuos do carbofuran

no repolho tratado com o inseticida.

Para validacdo do bioensaio, 0os mes-
mos extratos utilizados nesse método fo-
ram também analisados, quanto ao teor de
carbofuran, por cromatogafia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Na metodologia uti-
lizando-se CLAE, os valores de recupera-
¢do do inseticida para as amostras de re-

polho contaminadas com 0,1 mg/kg e 1,0

mg/kg foram, respectivamente, 100% e 71
%. Esses valores de recuperagdo estdo
proximos, ou encontram-se na faixa, aceita
internacionalmente (80 a 120 %), o que in-
dica que as modificagdes introduzidas na
metodologia descrita por LAWRENCE &
LEDUC'™, nao afetaram a confiabilidade do

método.

Na tabela 3 estdo apresentados os ni-
veis de residuo de carbofuran determina-
dos no repolho por CLAE e pelo método de
bioensaio, apds 30 dias da aplicagdo do
inseticida. Verificou-se que ndo existe dife-
renga significativa entre os métodos, a um
nivel de confiangca de 0,01. Ainda, o bioen-
saio apresentou a sensibilidade necessaria
para detectar, no repolho, niveis de car-
bofuran abaixo do limite maximo de resi-

duo (LMR) estabelecido para essa cultura

Tabela 3: Residuos de carbofuran (média + s)° determinados em repolho por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por bioensaio, ap6s 30 dias da aplicagdo do

Furadan® 50 G (4-5g/cova).

METODO

BIOENSAIO (ma/kg)®

CLAE (mg/kg)°®

Machos

Fémeas

0,43 + 0,06

0,65+ 0,05

0,66 £ 0,11

2 s = Estimativa do desvio padrao absoluto; *n=6; “n=3
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(1,0 mag/kg, com intervalo de caréncia de
90 dias)™.

Os resultados obtidos indicam que as
moscas D. melanogaster sdo insetos sen-
siveis para deteccdo de residuos de car-
bofuran no repolho (Brassica oleracea, var.
capitata) e comprovam a viabilidade de uti-
lizacdo desses insetos para o monitora-
mento de residuos do carbofuran nessa

matriz.

CONCLUSOES

Nas condi¢bes do bioensaio, o carbofu-
ran apresenta alta estabilidade, sendo que
a degradacao verificada, assim como a to-
xicidade aguda do inseticida para as mos-
cas D. melanogaster, aumenta com o au-

mento da temperatura.

Os bioensaios com D. melanogaster
mostraram a elevada sensibilidade desses
insetos para deteccdo de residuos do car-
bofuran em repolho, ficando evidente a

possibilidade de utilizacdo desses orga-

nismos para os bioensaios destinados ao
monitoramento dos residuos do carbofuran
nesta ou em outras matrizes. Em compara-
¢cédo ao método de determinagéo por CLAE,
o método de bioensaio apresenta baixo
custo e simplicidade de execugcdo sem
comprometer o padrdo de acuidade neces-
sario para o monitoramento de residuos de

agrotoxicos em alimentos.
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Bioassay with Drosophila melanogaster (Meig.): 3. Studies on degradation and toxicity of carbofuran

and biomonitoring of its residues in cabbage. Rev. Inst. Adolfo Lutz

ABSTRACT: Carbofuran is an insecticide and nematicide of the carbamate group, present short
permanence in the environment and small dislocation to adjacent regions. The sensivity of
Drosophila melanogaster to carbofuran and the use of this organism in the biomonitoring of
residues of the insecticide in cabbage was evaluated. Under the conditions of the bicassay, dry film
method on Petri plate, carbofuran degrades according to the temperature. Bioassays conducted
with D. melanogaster showed that the toxicity of the insecticide increases with elevation of tem-
perature. The LDsy values calculated, as a function of the temperature, were between 3.6 and
10.5 mg/kg body weight (bw) for males and between 2.9 and 8.7 mg/bw for females. Furadan® 50 G
was applied on cabbage (Brassica oleracea, var. capitata) and its residues determined by bioassay
method and validated by high performance liquid chromatography. The determination limit of the
bioassay was in the order of 0.1 mg/kg. The results obtained confirm the viability of this

methodology in the monitoring of carbofuran residues in cabbage

DESCRIPTORS: Carbofuran, Bioassay, Drosophila melanogaster, Cabbage.
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Bioensaio com Drosophila melanogaster (Meig.): 4.
Estudos da degradacdao e toxicidade da deltametrina
e biomonitoramento de seus residuos em

couve-manteiga

Resumo

Deltametrina é um inseticida piretroide sintético, de uso fito e domissanitario com amplo espectro de acdo. A
sensibilidade das Drosophila melanogaster a deltametrina e o uso desse organismo no biomonitoramento dos
residuos do inseticida em couve foi avaliada. Ensaios de degradacZo, em placa de Petri, pelo método do filme
seco, mostraram que o inseticida degrada-se proporcionalmente ao tempo de exposicédo e ao aumento da
temperatura. Os valores de DLsg, calculados em func&o da temperatura, variaram entre 0,35 e 0,72 mg/kg pc para
machos e entre 0,34 e 0,96 mg/kg pc para fémeas, sendo que a toxicidade do inseticida foi semelhante na faixa de
temperatura de 20 a 30 E’C, apresentando aumento de toxicidade a 35 °c. 0 produto formulado Decis® 25 CE, foi
aplicado em couve-manteiga, (Brassica oleracea, var. acephala), em proporcao aproximada de 6,0 g do ingrediente
ativo/ha. A determinagao dos residuos pelo método de bioensaio comparado com o método por cromatografia
gasosa nao mostrou diferenca (P<0,05) para amostras analisadas apds 0 e 4 dias da aplicag@o do iinseticida. O
limite de determinacdo pelo bioensaio foi da ordem de 0,01 mg/kg, tendo o método apresentado boa reprodutibili-
dade, com coeficiente de variacdo menor que 20 %. Os resultados obtidos confirmam a viabilidade do bioensaio
com D. melanogaster no monitoramento de residuos de deltametrina em couve.

Unitermos: Deltametrina, toxicidade, residuos, bioensaio, Drosophila melanogaster

Abstract

Deltamethrin is a synthetic piretroid insecticide for phyto and domestic sanitary use having wide spectrum of action.
The sensitivity of Drosophila melanogaster to deltamethrin and the use of this organism in the biomonitoring of
residues of the insecticide on kale was evaluated. Degradation studies, in Petri plate, by the dry fiim method,
showed that the insecticide degrades proportionally to the time of exposure, and to the increasing of temperature.
The values of LDsg, nevertheless, calculated as a function of the temperature in the range of 20 to 35 °C, varied
from 0.35 to 0.72 mg/kg body weight (bw) for males and from 0.34 to 0.96 mg/kg bw for females. The toxicity of the
insecticide was similar at the temperatures of 20 and 30 °C, showing increase of toxicity at 35 °C. Decis” 25 CE
was applied on kale (Brassica olerarea, var. acephala) in the proportion of 6.0 g of the active ingredient/ha. The
determination of the residues by the bioassay and gas chromatography did not present difference (P < 0,05) for
samples analyzed after 0 and 4 days of application of the insecticide. The limit of determination by the bioassay
was in the order of 0.01 mg/kg, the method showed good reproducibility with coefficient variation less than 20 %.
The results confirm the viability of the bioassay with Drosophila melanogaster in the monitoring of residues of

deltamethrin in kale.

Keywords: Deltamethrin; toxicity; residues; bioassay, D. melanogaster
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Introducgao

Deltametrina [D-cis-3-(2,2-dibromovinil)-
2,2-dimetilciclopropanocarboxilato de alfa ci-
ano-N-fenoxibenziia; (S)-alfa-ciano-N-fenoxi
benzila(1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil}-2,2  di-
metilciclopropanocarboxilato], produzida a
partir da esterificacdo do alcool ()-alfa-
ciano-3-fenoxibenzil com o acido (1R, cis)-
2,2-dimetil-3-(2,2-dibromovinil) ciclopropano
carboxilico” ?, & um inseticida piretroide sin-
tético, de uso fito e domissanitario com am-
plo espectro de acdo. O produto técnico
contém cerca de 98 % do ingrediente ativo
sendo praticamente insoluvel em agua, mas
altamente sollivel em solventes organicos, e
apresenta boa estabilidade a luz, ao calor e

em meio acido ou neutro™*.

Os processos de degradacdo da del-
tametrina envolvem reagdes de isomeriza-
¢&o, hidrolise e oxidac&o. No solo, parte do
inseticida depositado se degrada rapida-
mente pela acdo de agentes fisicos, e a fra-
cao que fica retida tem processo mais lento
de dissipacdo, com taxa de degradagao de-
terminada pelo pH, pela agdo microbiana e

pelas condicdes aerdbicas do solo®® .

Nos animais, a deltametrina ingerida &
excretada nas fezes e na urina. A detoxifica-
cdo envolve processos oxidativos (Sistema
de oxidases de funcdo mista - NADPH) e hi-
droliticos, por acdo de esterases de piretroi-
des (carboxilesterase) presentes primaria-

mente na fracdo microssomal de homogeni-

zados de figado e também no cérebro, rins e

no Sangue& 8,10,11,12, 13.

A deltametrina interfere na abertura
dos canais de sodio'*, reduz a amplitude dos
potenciais de acéo'®, estimula a liberagdo do
ion Ca™'®, afeta a atividade do sistema Ca""
- Calmodulina, que regula o metabolismo do
AMPc'”, estimula a acdo da proteinoquinase
C, via fosfoinositideo'® e inibe a atividade da
Na*, K' - ATPase' nos axdnios & no cére-

bro.

Em geral, a variagdo da temperatura
modifica a toxicidade dos inseticidas. O
permetrin e resmetrin apresentaram maior
toxicidade para larvas de grilo, Gryllus pen-
nsvlvanicus Burmeister, no primeiro instar, a
15 °C do que a 32 °C *. A toxicidade da
deltametrina para lagarta de repolho, Tn-
choplusia ni Hubner, diminuiu com O au-
mento da temperatura do bioensaio, en-
quanto que para a lagarta do milho, Spo-
doptera frugiperda J. E. Smith, e lagarta do
tabaco, Helioths virescens F., a toxicidade
aumentou com o aumento da temperatura
dos bioensaios®'. A toxicidade de outros pi-
retroides como a resmetrina, permetrina, flu-
valinate, fenvalerato, cipermetrina ou esfen-
valerate para baratas machos, Blatella ger-
manica L, por aplicagdo topica, diminuiu com

o aumento da temperatura®.

Bioensaios com moscas Drosophila
melanogaster Meig. tém sido usados como

indicadores da presenca de substancias
-78 -
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quimicas ambientais com potencial mutagé-
nico®, de residuos de agrotoxicos em ali-

mentos®* %

ou para auxiliar e esclarecer a
natureza da substancia téxica em casos de
envenenamento envolvendo inibidores da
colinesterase, como os inseticidas organo-

fosforados e os carbamatos®®.

Cabe destacar que as Drosophilas,
além da sua elevada sensibilidade para de-
tectar pequenas quantidades de substancias
de natureza toxica, sdo insetos de facil ma-
nipulacdo, criagdo e manuteng¢éo nas condi-
¢bes de laboratorio, o que facilita ampla-

mente a realizagdo do bioensaio®” .

O objetivo do presente trabalho foi ava-
liar a sensibilidade das moscas D. melano-
gaster ao efeito inseticida da deitametring,
assim como a viabilidade do biomonitora-
mento, com moscas D. melanogaster, dos
residuos de deltametrina em hortigranjeiros.
Para tanto, foi avaliada a estabilidade da
deltametrina nas condicées do bioensaio,
assim como a sensibilidade da Drosophila,
ao inseticida, em fungdo da temperatura e
do tempo de exposicdo. Posteriormente, a
deltametrina foi aplicada em plantagcdo de
couve-manteiga (Brassica oferacea, var.
acephala) e os seus residuos determinados

pelos métodos de bioensaio e por cromato-

grafia gasosa (CG).

Material e métodos

Aparelhos

Cromatégrafo a gas Varian, modelo
3400, com detector de captura de elétrons
(63Ni)‘ equipado com coluna megabore DB1
(30 m de comprimento x 0,54 mm de diame-
tro interno), acoplado a um integrador pro-
cessador CG, modeio 300.

Evaporador rotatoric Tecnal, modelo
120.

Homogeneizador de tecidos Tecnal,
modelo 102.

Pulverizador costal, marca Jato com

capacidade de 20 L.

Solventes e reagentes

Todos os solventes e reagentes utiliza-
dos foram de grau para residuos da Merck,
os quais foram previamente destilados. O
cloreto de sodio foi lavado com acetona e o
sulfato de sodio anidro e o florisil aquecidos
a 400 °C, durante 8 horas. Antes do uso, o

florisil foi ativado em estufa a 120 °C.

Como padrdo analitico foi utilizado a
deltametrina, com grau de pureza de 99 %,
o qual foi cedido peio Instituto de Tecnologia
de Alimentos (ITAL). Para avaliagdo da es-
tabilidade da deltametrina nas condi¢des do
bioensaio, da sensibilidade do bioensaio e
nos ensaios de campo, foi utilizado o pro-

duto comercial Decis® 25 CE, cedido pela
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Coordenadoria de Assisténcia Técnica Inte-
gral (CATI).

Bioensaio com a D. melanogaster

Moscas D. melanogaster

As moscas D. melanogaster, usadas
para a realizagdo dos bioensaios, foram cri-
adas no laboratério de Toxicologia de Ali-
mentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Cam-
pinas (FEA/UNICAMP), em ambiente com
temperatura de 25 £ 2 °C, a partir de cepas
cedidas pelo laboratério de Toxicologia Ani-

mal, Instituto Biologico de S&o Paulo.

Meio de cultura para criagcdo das

moscas

O meio de cultura para criacdo das
moscas D.
conforme JOSEPH & KNOBEL®, com as
modificagbes sugeridas por ALMEIDA &

melanogaster foi preparado

REYES®. Apos o preparo, cerca de 50 mL
do meio foram colocados em frasco de vidro
transparente, de boca larga € capacidade
aproximada de 500 mL, os quais foram con-
servados em geladeira até o0 momento do

uso.

Criacdo das moscas

Moscas machos (15) e fémeas (15) fo-

ram transferidas para os frascos contendo o

meio de cultura e mantidas a temperatura de
25 + 2 °C. Ao oitavo dia, as moscas foram
removidas dos frascos, remanescendo as
larvas. Apds 48 h do inicio da emergéncia,
as moscas foram transferidas para um novo
frasco de cultura, procedimento este que foi
repetido a cada 48 horas, para obtencgdo de
novos lotes de moscas. O bioensaio foi rea-
lizado utilizando moscas com idade de 3 a 5

dias.

Bioensaio

O bioensaio com as moscas D. mela-
nogaster foi realizado pelo método do fiime
seco®’, em placa de Petri (50 x 20 mm). Para
a formacado do filme foram colocados, na
base de cada placa, cinco niveis diferentes
do inseticida/placa, na faixa de 1 a 81
ng/placa e o procedimento do bioensaio foi
realizado conforme descrito por ALMEIDA &

REYES™Y.

Calculo da DLlsg

Para efeito de caicuio da DLso, Ievou-se
em consideracdo as moscas mortas, assim
como as moribundas observadas no mo-
mento da contagem®’. Os calculos dos valo-
res de DLso foram feitos por andlise de pro-
bito, usando o programa "Analise de probito
com determinagcd@o da dose letal mediana -
Programa probito" (HOFFMANN - ESALQ /
USP - Maio de1990).
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Avaliacdo da estabilidade da del-
tametrina nas condicbes do bioen-
saio

A avaliagcdo da estabilidade da delta-
metrina foi realizado conforme o método do
filme seco, segundo o procedimento descrito
por ALMEIDA & REYES®. Para tanto, foram
aplicados, na base de placas de
Petri (50 x 20 mm), um volume de solugao
contendo 81 ng de deltametrina. Apos dife-
rentes intervalos de tempo (0, 6, 12 e 24 h),
nas diferentes temperaturas (20, 25, 30 e
35 °C), a deltametrina residual foi determi-
nada por cromatografia gasosa, conforme os
seguintes parametros: temperatura da colu-
na 240 °C, do injetor 250 °C e do detector
300 °C; gas de arraste nitrogénio; fluxo de

10 mL/min.

Ensaio de campo

Couve-manteiga (Brassica oleracea,
var. acephala) foi cultivada, segundo as bo-
as praticas agricolas, na horta do Instituto
Adventista Sdo Paulo, em Hortolandia, S&o

Paulo.

As mudas foram plantadas em canteiro
com espacamento de 1,0 x 0,5 m em area
de aproximadamente 300 m?, no més de fe-
vereiro de 1993 e pulverizadas com Decis®
25 CE no més de junho do mesmo ano.

Para tanto, o inseticida foi diluido em agua

(60 mL : 100 L) e aplicado, com pulverizador
costal, na area cultivada em proporgéo
aproximada de 6,0 g/ha. Amostras testemu-
nhas foram colhidas da mesma plantagao,
antes da aplicagdo do inseticida.

Amostras de couve foram colhidas e
analisadas apos 0, 2 e 4 dias de terem sido
pulverizadas. O procedimento de colheita foi
aleatorio, tendo-se o cuidado de nao colher
mais que uma folha de cada planta, em dife-
rentes pontos da area cultivada, no periodo
compreendido entre 9:00 e 10:00 h, sempre
depois da perda da umidade superficial das
folhas, e transportadas imediatamente apos

a colheita, para o laboratorio.

Validagdo do bioensaio

Para avaliacdo do meétodo de bioen-
saio, os extratos de couve tratada com De-
cis” 25 CE, foram analisados conforme es-

quematizado na figura 1.

Extratos de couve cultivada sem trata-
mento com o agrotoxico também foram ava-
liados pelo bioensaio. Para realizacao do bi-
oensaio foram preparadas placas com dife-
rentes aliquotas do extrato, de maneira que
pudesse ser estimado o volume necessario
para matar 50 % da populagdo teste. As
placas foram mantidas a 30 °C, durante
24 h.
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Pulverizada com | Amostragem
Couve [*| Decis®25CE/ > de campo
6,0gi. a./ha (£ 500g)
1
Amostras - N
| Extracao = | (20 g) =—Homogenizagao
n=3 '
" =R
i Determinacao] Bioensaio
Extrato - da - 30 °C
_deltametrina| | 24h

Cromatografia
gasosa '

Figura 1. Esquema de pulverizagao, extra-
céo e determinac&o dos residuos
da deltametrina aplicada em cou-

ve

Extracdo dos residuos da delta-

metrina em couve

Os residuos da deltametrina na couve
foram determinados conforme a metodologia
proposta por LUKE et alii®?, com as modifi-
cacdes sugeridas por ALMEIDA & REYES™.

Recuperacdo e sensibilidade

Para avaliagcdo da metodologia modifi-
cada de LUKE et alii*®> determinou-se a per-
centagem de recuperagao. Para tanto, em
amostras de couve (20 g), livre de agrotdxi-
cos, foram adicionados diferentes quantida-
des da deltametrina padrao, caracterizando
fortificacdo de 0,5 e 0,05 mg/kg de amostra.
Em seguida executou-se as etapas de ex-
tracdo limpeza e concentragdo empregadas
para as amostras. A faixa de linearidade

(curva padrdo) de resposta do detector do

cromatografo foi determinada usando dilui-
¢oes de 0,1 a 1,0 pyg/mL. De cada uma des-
sas solugbes foram injetados, no cromato-
grafo, 2 pL, nas condi¢des cromatograficas

descritas anteriormente.

Analise estatistica

Os dados obtidos no bioensaio foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA).
O teste de TUKEY foi utilizado para verificar
se havia diferenga entre os resultados obti-
dos para as moscas machos e fémeas,
como também entre as temperaturas utiliza-
das no bioensaio. Os calculos foram feitos
utilizando-se o software estatistico S.A.S.,
disponivel no LABEST (Laboratério de Esta-
tistica / UNICAMP).

Resultados e discussao

Considerando 0s riscos para a saude
humana, decorrentes do uso excessivo e in-
discriminado dos agrotoxicos para produgao
de alimentos, especialmente nos paises em
desenvolvimento, os elevados custos dos
procedimentos analiticos que utilizam cro-
matografia gasosa ou liquida de alta eficién-
cia para o monitoramento dos residuos dos
agrotoxicos e que o objetivo basico do mo-
nitoramento de residuos de inseticidas em
alimentos é detectar uma quantidade do
agrotoxico que possa apresentar um efeito
agudo para a saude humana, & de grande

importancia avaliar e difundir metodologias
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simples e de baixo custo que permitam de-
tectar esses niveis de residuos™. Desta for-
ma, no presente estudo foi avaliada a sensi-
bilidade das moscas D. melanogaster a del-
tametrina e o uso desse organismo no bio-
monitoramento dos residuos do inseticida

em couve.

0O estudo da degradacédo da deltametri-
na, nas condicdes do bioensaio, foi conduzi-
do para verificar a quantidade do inseticida
que estaria disponivel nas placas durante a
realizacdo do ensaio, pois este & mais toxico
do que os produtos de sua degradagéo“. A
percentagem residual da deltametrina, re-
manescente em placa de Petri, apos 6, 12 e
24 h nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35°C,

esta apresentada na figura 2. Os resultado-
sindicam que a degradacéo observada foi
diretamente proporcional tanto ao tempo de
exposigdo como a variagao da temperatura.
Todavia, a deltametrina mostrou-se estavel
nas condicdes do bioensaio, remanescendo
mais de 82 % nas condicdes extremas do
teste (24 h; 35 °C).

Os valores de DLso para as moscas D.
melanogaster machos e fémeas, calculadas
em funcdo da variagéo da temperatura, es-
tao apresentados na tabela 1. Os machos e
as fémeas apresentaram susceptibilidade
semelhante (p<0,05) & deltametrina em to-

das as temperaturas estudadas. Em relagéo

: PerCéntagem'néo_dégTadada X
8

Tempo (h)

12

/ Temp.20°C

Temp.BC

Figura 2: Percentagem residual de deltametrina em placas de Petri apos 6, 12 e 24 horas de
exposicao nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C. Quantidade de inseticida aplica-

do: 81 ng/placa.
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Tabela 1. Valores medios da dose letal mediana (DLsp, expressa em mg/kg pc) da deltametri-

na para D. melanogaster, machos e fémeas, em diferentes temperaturas

MACHOS FEMEAS
Temp.!”
(°C) DLso + @ Taxa de DLg© DLso + 5@ Taxa de DLs™
20 0,7 +0,1(A, a)® 1,0 1,0 £ 0,2(A, a) 1,0
25 0,7 £ 0,1(A, a) 1,0 0,9 + 0,2(A, a) 1,1
30 0,6 +0,1(A, a) 1.2 0,7 +0,1(A, a) 1,4
35 0,4 + 0,04(A, b) 1,8 0,3 + 0,02(A, b) 3,3

f;i Nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C o tempo de exposigdo foi de 24 h, a35°C foide 12 h.

t;’ s = desvio padrao absoluto (n = 5)
% Relagao temperatura-toxicidade em relagéo & 20 °C *'

} = P — = P -
Comparacéo entre médias. A letra "A " indica comparagdo de médias entre machos e fémeas para uma mesma temperatura e as le-
tras “a, b" indicam comparacgdo de médias entre temperaturas para o0 mesmo sexo. Médias com mesma letra ndo séo diferente-

mente significativas (P < 0,03).

a temperatura, a toxicidade do inseticida foi
semelhante na faixa de 20 a 30 °C apre-
sentando, entretanto, diferenga significativa
(p<0,05) a 35 °C (tabela 1).

Sabe-se que a temperatura influencia a
toxicidade dos inseticidas e que o efeito da
mesma depende, entre outros, da espécie
do inseto, estagio de desenvolvimento, via
de exposicdo, concentracdo e formulagdo™.
No presente estudo, a toxicidade aguda da
deltametrina a 35 °C foi 1,8 e 3,3 vezes mai-
or do que a 20 °C, respectivamente, para
machos e fémeas (tabela 1), o que pode ser
devido a uma maior absor¢éo dermica do in-
seticida em funcdo do aumento da tempe-
ratura. Comportamento semelhante tem sido
relatado por outros pesquisadores, utilizando
diferentes inseticidas e sistemas biologi-

cos®® 21 3 3% 37 Ainda, essa diferenca na

resposta tem sido sugerida como dispositivo
para aumentar a sensibilidade do bioen-
saio®®,

Dados da literatura indicam que na fa-
milia das Brassicaceae Cruciferae sao en-
contradas, em maior quantidade na raiz,
substancias como o 2-fenil-etil-isotiocianato
presente na couve (B. oleracea var. ace-
phala)® o qual é toxico para a D. melano-
gaster, assim como para outros insetos, fun-
cionando como inseticida de ocorréncia na-
tural. Por esse motivo, extratos de couve
isentos de agrotoxicos foram avaliados pelo
meétodo de bioensaio. Todas as moscas so-
breviveram ao periodo do teste (24h; 30 °C),
o que indicou auséncia de substancias toxi-
cas para as D. melanogaster, nos extratos

utilizados.
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Os bioensaios com D. melanogaster
para deteccao dos residuos da deltametrina
nos extratos de couve foram feitos em tem-
peratura de 30 °C, durante 24 h de exposi-
¢cdo. Os niveis de deltametrina aplicados nas
placas de Petri e que correspondem aos
valores de DLsp das Drosophilas estao apre-
sentados na tabela 2. Esses valores foram
utilizados para estimar, pelo método de bio-
ensaio, os niveis de residuo da deltametrina
aplicados na couve. Assim, diferentes volu-
mes do extrato obtido pela metodologia mo-
dificada de LUKE et alfii 32, foram usados
para determinar o volume necessario para
provocar a morte de 50 % da populagdo
teste, o qual foi comparado com o vaior da
DLsp do inseticida, calculada para a mesma
temperatura (tabelas 1 e 2). Utilizando-se
esses dados, foi estimado o nivel de residuo

de deltametrina na couve.

A sensibilidade dos métodos quimicos
de analise de residuos, assim como 0s limi-

tes maximos de residuos (LMRs) estabeleci-

dos pela legislacdo de agrotdxicos, exigem
que os organismos usados nos bioensaios
sejam suficientemente sensiveis para de-
tectar niveis residuais menores do que
1,0 ma/kg®* %. No presente estudo, a sensi-
bilidade do metodo de bioensaio € uma fun-
¢éo do volume de extrato necessario para
provocar a morte de 50 % da populagéo

teste.

Considerando-se um extrato purificado
de 2 mL obtido de uma amostra inicial de
20 g de couve, do qual um volume de
100 pL tenha provocado a morte de 50 % da
populacé&o teste, o limite de determinacao
encontra-se na ordem de 0,008 e 0,015 mg
de deltametrina/lkg de amostra, para as
moscas machos e fémeas, respectivamente
(tabelas 1 e 2). Esses resultados confirmam
a elevada sensibilidade das moscas D. me-
lanogaster para deteccdo de residuos de
deitametrina em couve-manteiga tratada
com o inseticida. Repeticbes na analise de

uma mesma amostra de couve mostraram

Tabela 2. Quantidades de deltametrina em placas de Petri (ng/placa) que correspondem aos

valores de DLs; das moscas D. melanogaster, machos e fémeas, em fun¢do da

temperatura.
Temperatura (°C) Machos Fémeas
20 9,9 205
25 9,7 19,0
30 8,8 194
35 4.9 7,4
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para o método de bioensaio, coeficientes de
variagdo de, no maximo, 20 % (n = 5). Coe-
ficientes de variacdo de até 20 % sao consi-
derados aceitaveis na determinagdo de

contaminantes trago™.

Para validar o bioensaio, 0s mesmos
extratos utilizados nesse método foram ana-
lisados, quanto ao teor da deltametrina, por
cromatografia gasosa. Nesta metodologia,
os valores de recuperagéo do inseticida para
amostras de couve contaminadas com 0,5 e
0,05 mg/kg foram de 93 e 108 %, respecti-

vamente (coeficiente de variagédo inferior a
10 %: n = 3). Esses valores de recuperagéo
encontram-se dentro da faixa aceita interna-
cionalmente (80 a 120%), o que indica que
as modificacdes introduzidas no método de
Luke et ali®* ndo afetaram a sua confiabili-
dade.

Na figura 3 estdo apresentados os ni
veis de residuo da deltametrina determina-
dos, pelo método cromatografico e de bio-
ensaio, em couve apoés diversos periodos

(0, 2 e 4 dias) da aplicagdo do inseticida.

|
O Cromatografia gasosa
H Bioensaio (Machos)

Bioensaio (Fémeas)

Figura 3. Quantidades de residuos de deltametrina aplicada em couve, determinados por

cromatografia gasosa € por bioensaio com D. melanogaster, apés 0, 2 e 4 dias da

aplicagdo do inseticida.

-86 -



Capitulo 5

Revista Brasileira de Toxicologia

Verificou-se que ndo existe diferenca signifi-
cativa entre os métodos, a um nivel de con-
fianca de 0,05, exceto nas amostras anali-
sadas para o segundo dia da aplicacédo, nas
quais apesar dos métodos utilizados diferi-
rem significativamente (P<0,05), os niveis de
residuos determinados encontram-se na
04 e

0,6 mg/kg para os métodos quimico e biolo-

mesma ordem de magnitude
gico, respectivamente). Os resultados obti-
dos indicam que as moscas D. melanogaster
sdo insetos sensiveis para detecgcdo de re-
siduos de deltametrina em couve-manteiga
(Brassica oleracea, var. acephala) e corrobo-
ram a viabilidade de utilizagdo desses inse-
tos para o monitoramento de residuos da

deltametrina nessa matriz.

Cabe ressaltar, conforme pode ser ve-
rificado na figura 3, que os residuos de del-
tametrina na couve permaneceram acima do
LMR permitido para esse cultivar (0,1 mg/kg
para dois dias de intervalo de seguranca).
Provavelmente, os niveis de residuos en-
contrados estejam correlacionados com a
aplicacdo maxima da quantidade recomen-
dada para o produto comercial Decis® 25
CE, que é de até 6,0 g/ha segundo as boas
praticas agricolas, assim como com as bai-
xas temperaturas observadas no periodo do
estudo (aplicacdo feita no més de junho).
Esses dados corroboram a necessidade de
monitorar os residuos de inseticidas em ali-

mentos, ja que a relacdo nivel de resi-

duo/intervalo de seguranca é afetada pela
guantidade aplicada, bem como com o uso

indevido dos agrotoxicos®'.

Conclusoes

A degradacgdo da deltametrina aplicada
em placa Petri, assim como sua toxicidade
aguda para as moscas D. melanogaster,

aumenta com o aumento da temperatura,

Os bioensaios com D. melanogaster,
mostraram a elevada sensibilidade desses
insetos para deteccdo de residuos da delta-
metrina em couve, ficando evidente a possi-
bilidade de utilizacdo desses organismos
para os bioensaios destinados a monitorar
residuos da deltametrina nesta matriz. Com-
parativamente ao método de determinacédo
por cromatografia gasosa , o método de bio-
ensaio apresenta baixo custo e simplicidade
de execugdo sem comprometer o padrao de
acuidade necessario para 0 monitoramento

de residuos de agrotéxicos em alimentos.
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CONCLUSOES GERAIS

CONCLUSOES GERAIS

. Os inseticidas endosulfan, paration metilico, carbofuran e deltametrina, quando aplicados
em placa de Petri, pelo método de filme seco, e mantidas durante 24 h nas temperaturas
de 20, 25, 30, e 35 °C, degradam-se com o aumento da temperatura, sendo que a
deltametrina e o carbofuram apresentam maior estabilidade do que o endosulfan e o

paration metilico.

. A toxicidade aguda (DLsg) dos inseticidas endosulfan, paration metilico, carbofuran e
deltametrina, para as moscas D. melanogaster, aumenta com o aumento da temperatura
(20 a 35 °C), sendo que para o endosulfan as fémeas apresentam maior susceptibilidade

do que os machos.

. O bioensaio, pelo método do filme seco, com D. melanogaster, apresenta elevada
sensibilidade (limite de determinacdo do método menor do que 0,1 mg/kg) para detecgéo
de residuos de endosulfan, paration metilico e deltametrina em couve e de carbofuram no
repolho, ficando evidente a possibilidade de utilizagdo desse organismo nos bioensaios

destinados aoc monitoramento de residuos de inseticidas, nesta ou em outras matrizes.

. Comparativamente aos métodos de determinagdo cromatograficos (CG e CLAE), o método
de bioensaio apresenta baixo custo e simplicidade de execugdo sem comprometer o
padrdo de acuidade necessario para o monitoramento de residuos de agrotoxicos em

alimentos.
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ANEXO 1

Titulo: Drosophila melanogaster: 1. ESTUDO DA SUA SENSIBILIDADE AO
ENSDOSULFAN

Autores: ALMEIDA, G. R.; REYES, F. G. R.
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, S. P., Brasil
Apresentador: ALMEIDA, G. R.

A sensibilidade da Drosophila melanogaster (Meig.) ao endosulfan (produto formulado) foi
determinada calculando-se a dose letal 50 (DLsg), para moscas machos e fémeas, nas
temperaturas de 20 , 25, 30, 35 °C. Os testes foram realizados em placa de Petri, tamanho 50
x 20 mm, preparadas pelo m,todo do filme seco, para cinco niveis de concentracdo diferentes
do inseticida. As placas, contendo 20 Drosophilas, foram colocadas em dessecador e
mantidas em estufa por 12 h para 35 °C e 24 h para 20, 25 e 30 °C. Os dados obtidos (Tab. 1)
indicam que a sensibilidade da Drosophila melanogaster ao endosulfan foi semelhante nas
temperaturas de 20 ,25 e 30 C, tendo aumentado a 35 C. Em geral, as fémeas foram

ligeiramente mais sensiveis do que os machos.

Tab. 1 - Toxicidade aguda do endosulfan para Drosophila melanogaster em diferentes

temperaturas.

Temperatura Valores de DLso (mg/kg)'
(°C) Machos Fémeas
20 10,1 +£0.7 63105
25 11.74+10 8.1+06
30 87103 59:1+0.1
35 42+01 28+0.2

' Média + desvio padréo para 5 experimentos.

RESUMO APRESENTADO NO VIIl CONGRESSO BRASILEIRO DE TOXICOLOGIA /I
CONGRESSO DE TOXICOLOGIA DO CONE SUL / REUNIAO REGIONAL DA FEDERAGAO
MUNDIAL DE ASSOCIACOES DE CENTROS DE TOXICOLOGIA.

CURITIBA - PR, 18-23/09 /1993
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ANEXO 2

TITULO: Drosophila melanogaster: 2. ESTUDO DA SUA SENSIBILIDADE AO PARATION
METILICO.

Autores: REYES, F. G. R.; ALMEIDA, G. R.
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, S. P., Brasil
Apresentador: REYES, F. G. R.

A sensibilidade da Drosophila melanogaster (Meig.) ao paration metilico (produto formulado)
foi determinada calculando-se a dose letal 50 (DLsg), para moscas machos e fémeas, nas
temperaturas de 20, 25, 30, 35 °C. Os testes foram realizados em placa de Petri, tamanho 50
x 20 mm, preparadas pelo metodo do filme seco, para cinco niveis de concentracio diferentes
do inseticida. As placas, contendo 20 Drosophilas, foram colocadas em dessecador e
mantidas em estufa por 12 h para 35 °C e 24 h para 20, 25 e 30 °C. Os dados obtidos (Tab. 1)
indicam que a sensibilidade da Drosophila melanogaster ao paration metilico aumentou

paralelamente ao aumento da temperatura.

Tab. 1 - Toxicidade aguda do paration metilico para Drosophila melanogaster em diferentes

temperaturas.
Temperatura Valores de DLso (mg/kg)’
(°C) Machos Fémeas
20 105+£72 95+ 086
25 65+£09 6,3+0.8
30 58207 52204
35 2 D201 d0+03

"Média + desvio padréo para 5 experimentos.

RESUMO APRESENTADO NO VIl CONGRESSO BRASILEIRO DE TOXICOLOGIA /11
CONGRESSO DE TOXICOLOGIA DO CONE SUL / REUNIAO REGIONAL DA FEDERACAO
MUNDIAL DE ASSOCIACOES DE CENTROS DE TOXICOLOGIA.

CURITIBA - PR, 18- 23 /09 / 1993
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ANEXO 3

Titulo: Drosophila melanogaster: 3. ESTUDO DA SUA SENSIBILIDADE AO CARBOFURAN

Autores: Almeida, G.R.; Reyes, F.G.R.
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, S.P., Brasil
Apresentador: Almeida, G.R.

A sensibilidade da Drosophila melanogaster (Meig.) ao carbofuran (produto formulado) foi
determinada calculando-se a dose letal 50 (DLsy), para moscas machos e fémeas, nas
temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C. Os testes foram realizados em placa de Petri, tamanho
50 x 20 mm, preparadas pelo método do filme seco, para cinco niveis de concentrag&o
diferentes do inseticida. As placas, contendo 20 Drosophilas, foram colocadas em dessecador
e mantidas em estufa por 12 h para 35 °C e 24 h para 20, 25 e 30 °C. Os dados obtidos (Tab.
1) indicam que a sensibilidade da Drosophila melanogaster ao carbofuran foi semelhante para

fémeas e machos e que aumentou paralelamente com o aumento da temperatura.

Tab.1 - Toxicidade aguda do carbofuran para Drosophila melanogaster em diferentes

temperaturas.

Temperatura Valores de DLso (mg/kg)
(°C) Machos Fémeas
20 10.5+0.8 87+04
25 53+0.7 49+08
30 48+09 39£03
35 36+0.3 29+05

(1) Média + desvio padréo para 5 experimentos,

RESUMO APRESENTADO NO VIIl CONGRESSO BRASILEIRO DE TOXICOLOGIA / I
CONGRESSO DE TOXICOLOGIA DO CONE SUL / REUNIAO REGIONAL DA FEDERACAO
MUNDIAL DE ASSOCIACOES DE CENTROS DE TOXICOLOGIA.

CURITIBA - PR, 18 -23 /09 / 1993
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ANEXO 4

TITULO: Drosophila melanogaster. 4, ESTUDO DA SUA SENSIBILIDADE A
DELTAMETRINA

AUTORES: REYES, F. G. R ALMEIDA, G. R.
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, S. P., Brasil

APRESENTADOR: REYES, F. G. R

A sensibilidade da Drosophila melanogaster (Meig.) deltametrina (produto formulado) foi
determinada calculando-se a dose letal 50 (DLso ), para moscas machos e fémeas, nas
temperaturas de 20, 25, 30, 35 °C. Os testes foram realizados em placa de Petri, tamanho 50
x 20 mm, preparadas pelo meétodo do filme seco, para cinco niveis de concentragao diferentes
do inseticida. As placas, contendo 20 Drosophilas, foram colocadas em dessecador e
mantidas em estufa por 12 h para 35 °C e 24 h para 20 , 25 e 30 °C. Os dados obtidos (Tab.
1) indicam que a sensibilidade da Drosophila melanogaster a deltametrina foi semelhante em

todas as temperaturas, entretanto aumentando a toxicidade com o aumento da temperatura.

Tab. 1 - Toxicidade aguda da deltametrina para Drosophila melanogaster em diferentes

temperaturas.
Temperatura Valores de DLsg (mg/kg)’
(°C) Machos Fémeas
20 0.72+0.12 0.96 + 0.20
25 0.71+0.10 0.89 +0.17
30 0.64 +0.07 0.73+0.13
35 0.36 + 0.04 0.34 +0.02

" Média + desvio padréo para 5 experimentos

RESUMO APRESENTADO NO VIl CONGRESSO BRASILEIRO DE TOXICOLOGIA / |
CONGRESSO DE TOXICOLOGIA DO CONE SUL / REUNIAO REGIONAL DA FEDERAGAO
MUNDIAL DE ASSOCIAGOES DE CENTROS DE TOXICOLOGIA.

CURITIBA - PR, 18 -23 /09 /1993
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ANEXO 5

BIOMONITORAMENTO COM Drosophila melanogaster (Meig.) PARA DETECCAO DE
RESIDUOS DE ENDOSULFAN EM COUVE.

Almeida, G. R.; Reyes, F. G. R.
Fac. Adventista de Biologia / Instituto Adventista de Ensino, SP.;

Fac. de Engenharia de Alimentos / Unicamp, Campinas, SP.

Endosulfan, agrotoxico utilizado no combate aos insetos, foi aplicado em couve (Brassica
oleracea, var. acephala), na propor¢cao de 437 g do ingrediente ativo/ha. Amostras foram
coletadas em intervalos diferentes de tempos e os residuos do inseticida extraidos com
acetonalagua (2:1), quantificados por cromatografia gasosa (Luke e cols. J. Assoc. Off. Anal.
Chem. 58(5): 1020 - 1026, 1.975) e submetidos a bioensaio com Drosophila melanogaster. O
bioensaio foi realizado em placa de Petri, 50 x 20 mm, temperatura de 30 °C, pelo método do
filme seco. Nessas condi¢cdes, quando comparados o método quimico com o bioensaio
verificou-se que a sensibilidade das Drosophilas para detectar os residuos de endosulfan foi,
em média, 0,09 mg/kg para os machos e 0,05 mg/kg para as fémeas. Embora o uso de
endosulfan ndo seja permitido em couve, isto ndo , garantia da auséncia de seus residuos, ja
que o uso indevido deste agrotoxico tem sido reportado em diferentes culturas, justificando
portanto o seu monitoramento. Os dados obtidos indicam que, devido a alta sensibilidade do
teste com Drosophilas para detecgéo de residuos de endosulfan, aliada sua facil execucéo e
baixo custo, esse bioensaio pode ser considerado uma técnica apropriada para o

monitoramento de residuos de endosulfan em alimentos.

Apoio Financeiro: CAPES

RESUMO APRESENTADO NO IX CONGRESSO BRASILEIRO DE TOXICOLOGIA
RIBEIRAO PRETO-SP, 03-08/09/95
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ANEXO 6

BIOMONITORAMENTO COM Drosophila melanogaster (Meig.) PARA DETECGCAO DE
RESIDUOS DA DELTAMETRINA EM COUVE.

Reyes, F. G. R.; Almeida, G. R.
Faculdade de Engenharia de Alimentos / Unicamp, Campinas, SP.
Faculdade Adventista de Biologia / Instituto Adventista de Ensino, SP.

Deltametrina, agrotoxico do grupo piretréide sintético amplamente utilizado no combate aos
insetos, foi aplicado em couve (Brassica oleracea, var. acephala), na propor¢gdo de 6,0 g do
ingrediente ativo/ha. Amostras foram coletadas em intervalos diferentes de tempos e os
residuos do inseticida, extraidos com acetonal/agua (2:1), quantificados por cromatografia
gasosa (Luke e cols. J. Assoc. Off. Anal. Chem. 58(5): 1020 - 1026, 1.975) e submetidos a
bioensaio com Drosophila melanogaster. O bioensaio foi realizado em placa de Petri, 50 x 20
mm, temperatura de 30 °C, pelo método do filme seco. Nessas condi¢cbes, quando
comparados o método quimico com o bioensaio, verificou-se que a sensibilidade das
Drosophilas para detectar os residuos de deltametrina foi, em média, 0,020 mg/kg para os
machos e 0,013 mg/kg para as fémeas. Os dados obtidos indicam que, devido a alta
sensibilidade do teste com Drosophilas para detecg¢éo de residuos de Deltametrina, aliada sua
facil execucdo e baixo custo, esse bioensaio pode ser considerado uma técnica apropriada

para o monitoramento de residuos de deltametrina em alimentos.

Apoio Financeiro: CAPES

RESUMO APRESENTADO NO IX CONGRESSO BRASILEIRO DE TOXICOLOGIA
RIBEIRAO PRETO - SP, 03-08/09 /95
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ANEXO 7

Estruturas do alfa- e beta-endosulfan, endosulfan

sulfato, paration metilico, carbofuran e deltametrina
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Estruturas do alfa- e beta-endosulfan, endosulfan sulfato, paration metilico, carbofuran e

deltametrina
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ANEXO 8

Cromatogramas
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ANEXO 8
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Figura 2A - Separagdo cromatografica do paration metilico em extrato de couve. (A) padrao e

(B) extrato de couve

Coluna: 10 % SE-30 em Chromosorb 100 — 120 mesh

Fase moével: N, a 40 mL/min_; Ara 120 mUL/min.; Hza 5 mbL/min.
Temperatura: isotérmica a 200 °C

Detecgao: termidnica especifica (TSD, pérola 6,4)

Amostra: 1: paration metilico.
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Figura 3A — Separagdo cromatografica do carbofuran. (A) padrao e (B) extrato de repolho.

Coluna: C+¢ Lichrocart
Fase moével: acetonitrila:agua (50:50) a 0,5 mL/min.
Detecgdo: por absorvancia no UV (220 nm)

Amostra: 1: carbofuran
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Figura 4A — Separagdo cromatografica da deltametrina. (A) padrédo e (B) extrato de couve.
Coluna: Megabore DB1
Fase movel: N> a 10 mL/min.
Temperatura: isotérmica a 200 °C por 5 min., depois programada a 240 °C em
10 °C/min.
Deteccéo: por captura de elétrons

Amostra: 1: deltametrina
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