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A sensibilidade das moscas  Drosophila
melanogaster ao Paration metilico € 0 Seu uso no
biomonitoramento de residuos do inseticida em
couve foram avaliados. Nas condigées do
bioensaio, pelo método do filme seco em placa de
Petri, o Paration metilico se degrada em funcéo da
temperatura e do tempo de exposicdo. Os
bioensaios com D. melanogaster indicaram que a
toxicidade do Paration metilico aumenta com o
aumento da temperatura (p < 0,05) e, variaram
entre 3,0 a 10,5 pglg PC para machos e 3,0 a 9,5
Hg/g pc para fémeas. Os residuos do Paration
metilico em couve-manteiga foram determinados
pelo método de bioensaio, que apresentou limite de
determinagio da ordem de 0,1 mg/kg, além de boa
reprodutibilidade, com coeficiente de variagio
inferior a 20%. A validagdo do bioensaio por
cromatografia em fase gasosa corrobora a
viabilidade do emprego da D, melanogaster no
monitoramento de residuos do Paration metilico em
couve.

1 INTRODUGAO

O Paration metilico HO_O.Q_Bm,__-o.b.:_:oﬂm::.Emﬁoamom_ou € um
inseticida e acaricida fitossanitario, que se apresenta como cristais
brancos na forma pura e como liquido castanho claro, com odor de alho
em grau técnico. Em meijo aquoso, sua meia vida se reduz de 175 dias
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2  MATERIAL E METODOS

2.1 APARELHOS

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

e Evaporador rotativo a vacuo Tecnal, modelo 120.

e Homogeneizador de tecidos Tecnal, modelo 102.

e Pulverizador costal Jato (20 L), provido com bico tipo jato cénico para
aplicagédo em alto volume.

2.2 SOLVENTES E REAGENTES

Foram utilizados solventes € reagentes de grau para residuos
(Merck), sendo o sulfato de sodio anidro aquecido a 400 °C, durante 8 h.

Como padréo 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) e, para os experimentos, o
produto comercial Folidol® CE.

2.3 CRIAGAO DAS MOSCAS D. melanogaster

As moscas D. melanogaster,
bioensaios, foram criadas em ambiente
partir de cepas cedidas pelo Laborat
Biolégico de Sao Paulo.

O meio de cultura foi preparado conforme JOSEPH & KNOBEL (27),
com modificagbes sugeridas por ALMEIDA & REYES (28). O meio, recém
preparado, foi distribuido em frasco de vidro transparente, de boca larga

usadas para a realizagdo dos
com temperatura de 25 + 2 °C, a
orio de Toxicologia do Instituto

sexo, foram transferidas

temperatura de 25 + 2 °C. No oitavo dia, foram removidas dos frascos,

remanescendo as larvas. Apés 48 h do inicio da emergéncia, as novas

moscas foram transferidas para outro frasco de cultura, procedimento este
que foi repetido a cada 48 h, para obtengio de novos lotes de moscas.

2.4 BIOENSAIO

Para o bioensaio utilizou-se o método do filme seco

(29) em placa de
Petri (50 x 20 mm). O filme foi

Preparado transferindo-se 0,1 mL de
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solugdo inseticida para cada placa, conforme procedimento descrito por
ALMEIDA & REYES (28).

Para avaliagdo da concentracdo letal mediana (Clso) foi utilizada a
formulagéo Folidol® CE, sendo que as concentragdes do principio ativo,
Paration metilico, nas solugdes utilizadas variaram entre 0,4 a 3,0 pg/mL
para as temperaturas 20; 25 e 30; e 35 °C. Aliquotas de 0,1 mL destas
solugdes foram pipetadas e transferidas para as placas de Petri.

25 ESTABILIDADE DO PARATION METILICO NO BIOENSAIO

A estabilidade do Paration metilico foi avaliada, nas condigdes do
bioensaio, aplicando-se na placa de Petri 0,1 mL de solug&o inseticida de
concentragdo 1 ug/mL, de acordo com procedimento descrito  por
ALMEIDA & REYES (28). O Paration metilico residual foi determinado por
cromatografia em fase gasosa nas seguintes condigdes de trabalho:
temperatura da coluna 200 °C: do injetor 220 °C e do detector 290 °C;
fluxo de ar 120 mL/min; hidrogénio 5 mL/min e nitrogénio 40 mL/min.

2.6 ENSAIO DE CAMPO

Couve-manteiga (Brassica oleracea, var. acephala) foi cultivada,
segundo as boas praticas agricolas, no campo experimental do Instituto
Adventista Sao Paulo, em Hortolandia, Sao Paulo. As mudas foram
plantadas em outubro, com espagamento de 1,0 x 0,5 m, em érea de
aproximadamente 100 m” e pulverizadas com Folidol® CE ap6s 60 dias do
plantio. O produto diluido em agua (1:1000) foi aplicado, com pulverizador
costal, na dosagem de 360 g do ingrediente ativo por hectare de érea
cultivada, sendo colhidas amostras testemunhas da mesma plantagao,
antes da aplicag3o do inseticida.

Amostras de couve foram analisadas apés O, 3 e 7 dias da
pulverizagd@o. A amostragem foi aleatéria, colhendo-se uma folha de cada
planta selecionada, em diferentes pontos da area cultivada, no periodo
entre 9 h e 10 h (sempre depois da perda da umidade superficial das
folhas). As amostras foram transportadas para © laboratorio,
imediatamente apés a colheita e estocadas a -18 °C.

2.7 VALIDACAO DO BIOENSAIO

Para validacdo do método de bioensaio, extratos de amostras de
couve pulverizada com Folidol® CE foram também analisados por
cromatografia em fase gasosa conforme fluxograma apresentado na

Figura 1.
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Para avaliagdo da metodologia quanto @ recuperagdo e
sensibilidade, amostras de couve (20 @), livre de inseticidas, foram
adicionadas de 2 mL de solug&o padrao do inseticida nas concentragdes
de 1,02 e 10,2 pg/mL, caracterizando fortificagdes de 0,102 e 1,02 mg/kg
de amostra, respectivamente. A faixa de linearidade (curva padréo) de
resposta do detector do cromatégrafo foi determinada com diluicées de
0,102 e 1,02 pg/mL. De cada uma destas solugdes foram injetados, no
cromatografo, 4 pL.

Para quantificagéo dos residuos de Paration metilico por bioensaio, a
placa testemunha e as preparadas com diferentes aliquotas do extrato
(numero de repetigoes para as diferentes aliquotas do extrato, n =3) foram
mantidas a 30 °C, durante 24 h, para que pudesse ser estimado o volume
de extrato necessario para matar 50% da populagéo teste.

28 CALCULO DA ClLso

No célculo da Clso levou-se em consideragao as moscas mortas e as
moribundas, observadas no momento da contagem (24). Os calculos dos
valores de CLso foram efetuados por analise de probito (31).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no bioensaio foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA). O teste de Tukey (P < 0,05) foi utilizado para verificar
se havia diferenga entre os resultados obtidos para as moscas machos e
fameas, como, também, para as temperaturas utilizadas no bioensaio. Os
calculos foram efetuados utilizando-se o software estatistico S.A.S.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A toxicidade dos inseticidas depende da temperatura de exposigao €
de outros fatores como sua formulagdo, concentragao, método de
administracéo, espécie e estadio de desenvolvimento do inseto (32).

Os valores de Cls, para as moscas D. melanogaster, machos e
fameas, em fungdo da variagdo da temperatura, sdo apresentados na
Tabela 1. Os dados mostraram que a sensibilidade das drosofilas machos
e fémeas ao inseticida foi semelhante para a mesma temperatura.
Verificou-se, ainda, para as drosdfilas de ambos 0s Sexos, que a
toxicidade aguda do Paration metilico a 35 oC foi, aproximadamente, trés
vezes maior que a 20 °C. Tal fato pode ter ocorrido pela absorgao mais
rapida do inseticida com o aumento da temperatura. Este comportamento
assemelha-se ao relatado por outros pesquisadores, utilizando diferentes
inseticidas e sistemas biologicos (32, 33, 34). Além disso, esta diferenca
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bbbl Ispositivo para aumentar a sensibilidade

TABELA 1 - MMZ.Omz._.xbono _.mh..p_. MEDIANA (CLs) DO PARATION
TILICO (FOLIDOL™ CE) PARA D. melanogaster, EM

FUNGAO DA TEMPERATURA
MAC 8
remp HOS B . FEMEAS
(°C) CLso 5% CL :ﬂ o
(ng/g pc) QMWEV
20 10,5+ 1,2 (A, a)® ay
SE1, 9,5+ 0,6
ww 6,5+ 0,9 (A, b) 63+08 MW ww
o 58+0,7 (A, ¢, b) 52404 Qa c)
3,020,1 (A, d) 30+ 0.3 9, d)

o L -
5 m_.w .n.v sa.w._w._mam:,a do desvio padrao absoluto e pc = peso corporal
P :mﬂanBmm M._:zw médias. As letras "A e B" indicam comparagio de médias ent
a temperatura e as letras "a, b, ¢, d" indicam comparagio nmzzﬂmmhw mn:ow. %
as entre

pera pa
tem turas A O mesmo Ssexo.
x0. Médias wmﬂr:nmm ﬂm_m mesma letra néo diferem

. meom.Mmmoma% degradagao do Paration metilico, em fungdo do tempo
gl gl a variagao da _mz._u,wﬁm?:m_ foi conduzido para avaliar a
oo o c_.:wm:oﬂm que estaria disponivel nas placas, durante a
o :._mz_,oo_om:mm_o (29). Os valores da percentagem residual de
ol o Ham_ mﬂimm:wmmom:_m nas placa de Petri, apds 6, 12 e 24 h nas
ol il e n__ : wo.m 35 °C, .mm._o apresentados na Figura 2
o . egradagéo am, Paration metilico é proporcional 62_
ON. Eom exposi¢do como a variagio da temperatura. °
P ﬂ%ﬂ__mw com D. melanogaster para determinagao dos residuos
e em couve foram conduzidos em temperatura de 30 °C
S S s Xposicao. Para tanto, diferentes volumes do extrato,
gt b m%nq;o no item de validag&o do bioensaio (item mwu_
S e nouc_qw ;m”mﬂa_:mq 0 volume necessario para provocar a am:m,
s _umﬂmﬂ_omo teste (VLs). Este volume, quando relacionado com
Petri (ML) qmcmmm Vamww%an%,mﬁmwwm 50% de mortalidade na Placa
Vies (ML) 8 part ' € elecer a seguinte relac&o: MLso (ug)/
tmﬂmﬁ.,: Bm:_hmo :m Mom_._,mmcw__._%:ﬂﬂoww_cm_ calcular o nivel de residuo mww
come o“mﬂw__w“_%mmm wom. _.:mﬁanm quimicos de analise de residuos, assim
logislacgo d- o o”._:.:_m maximo de residuo (LMR) estabelecidos pela
bioensaios mmbmamwwmﬂmﬂw“?%h_%ma s e Wi Ros
iahrores o 181D maltes (o1, mme:mEma para detectar niveis residuais
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FIGURA 2 - PERCENTAGEM RESIDUAL, EM PLACAS DE PETRI, DO
PARATION METILICO, EM FUNGAO DA TEMPERATURA,
PARA 1 pg DO INSETICIDA APLICADO NAS PLACAS

Percentagem nao degradada

Tempo (h)

TABELA 2 - MASSA DO PARATION METILICO APLICADO NAS
PLACAS DE PETRI QUE CORRESPONDEM AOS
VALORES DE Clso DAS MOSCAS D. melanogaster,

MACHOS E FEMEAS, EM FUNGAO DA TEMPERATURA

Machos Fémeas
(ng/placa) (ng/placa)

Temperatura (°C)

20 0,15 0,20
25 0,09 0,14
30 0,08 0,11
35 0,04 0,06
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FIGURA 3 - RESIDUOS DE PARATION METILICO APLICADO EM
COUVE E DETERMINADOS POR CROMATOGRAFIA EM
FASE GASOSA (CG) E POR BIOENSAIO COM D.
melanogaster MACHO (M) E FEMEA (F), APOS DIVERSOS
DIAS DA APLICAGAO DO INSETICIDA

_ 2517 .%
w NO|\ W
w i Ww
11
m.\mm_. %m
0! Aﬁ% LR

CG M F CG M F CG M F
0 dia 3 dias 7 dias

O limite de determinagéo encontrado, para o método do bioensaio,
foi da ordem de 0,1 mg de Paration metilico/kg de amostra para as
droscfilas machos e fémeas. Este valor foi obtido considerando-se que de
2 mL do extrato purificado de couve (20 g), uma aliquota de 0,1 mL
provocou a morte de 50% da populagdo teste. Trés repeticées na analise
da mesma amostra de couve mostraram para o método de bioensaio,
coeficiente de variagdo menor que 20%, indicando boa reprodutibilidade
(36). Estes resultados confirmam a elevada sensibilidade das moscas D.
melanogaster ao Paration metilico e fortalecem a confiabilidade de sua
utilizagdo nos bioensaios com a finalidade de quantificar residuos de
inseticidas em produtos agricolas.

Para detectar a possivel presenca, na couve, de substancias naturais
com acdo inseticida que poderiam interferir nos resultados do bioensaio
(37), amostras de extratos isentos de agrotoxicos foram avaliados pelo
bioensaio. Todas as moscas sobreviveram ao teste, resultado que indica
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auséncia ou a presenga em niveis ndo-letais de substancias toxicas para o
inseto teste. :

Com intuito de validar o método biolégico, os mesmos extratos
utilizados nos bioensaios foram analisados, quanto ao teor de Paration
metilico, por cromatogafia em fase gasosa. Na Figura 3 s&o apresentados
os niveis de residuos de Paration metilico determinados na couve, apos
periodos de 0, 3 e 7 dias de aplicacdo do inseticida. Verificou-se que néo
existe diferenca significativa entre os métodos, no nivel de confiangca de
0,05.

Na determinacéo por cromatografia em fase gasosa, os valores de
recuperagéo de Paration metilico nas amostras de couve fortificadas com
teores de inseticida de 0,102 mg/kg e 1,02 mg/kg foram, respectivamente,
70% e 84%. Tais valores encontram-se muito préximos, ou dentro da faixa,
de 80 a 120%, aceita internacionalmente, o que indica que as
modificagdes introduzidas no método de LUKE et al. (30) ndo afetaram a
sua confiabilidade e aplicabilidade.

Embora os métodos cromatograficos sejam de grande sensibilidade,
sua utilizagdo, sob o ponto de vista econdmico, & limitada para o
monitoramento de residuos de inseticidas em alimentos, especialmente
nos paises emergentes, devido aos custos elevados de equipamentos e
reagentes. Nestes paises, inseticidas e outros praguicidas freqientemente
sdo usados em culturas para as quais n&o sdo autorizados efou de modo
excessivo e indiscriminado, o que pode resultar em residuos acima dos
niveis permitidos em alimentos.

Comparado ao método de cromatografia em fase gasosa o de
bioensaio apresenta, além de baixo custo e simplicidade de execugo,
adequado limite de determinagdo e boa reprodutibilidade, qualidades
necessarias para o monitoramento de residuos de agrotoxicos em
alimentos.

4 CONCLUSAO

As moscas Drosophila melanogaster apresentaram elevada
sensibilidade ao Paration metilico e para detecgdo de residuos deste
inseticida em couve, o que indica a viabilidade da utilizacdo do método do
filme seco para o monitoramento de residuos do Paration metilico nesta
hortalica.

Abstract

The sensibility of the flies Drosophila melanogaster to Methyl Parathion and its use in the
biological monitoring of residues of the insecticide in kale were appraised. Under the
conditions of the bioassay, by the dry film method in the Petri dish, Methyl Parathion
degrades depending on temperature and on the time of exposure. The bioassays with D.
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melanogaster showed that the toxicity of the insecticide increases (p<0.05) according to
the increase of temperature and, they varied among 3,0 to 10,5 pg/g pc for males and 3,0
to 9,5 pg/g pc for females. The residues of Methyl Parathion in kale were determined by
bioassays, that presented limit of determination of the order of 0,1 mg/kg, besides good
reproducibility, with coefficient of inferior variation at 20%. The validation of the bioassay
by gas chromatography confirms the viability of the utilization of D. melanogaster in the
monitoring of residues of Methyl Parathion in kale.
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