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RESUMO

A intoxicac¢do de animais por praguicidas é diagnosticada por um conjunto de avalia¢des, entre
elas, a deteccdo destas substancias no préprio animal ou em amostras ambientais. Neste trabalho,
verificou-se a sensibilidade do bioensaio com Drosophila melanogaster e da cromatografia em
camada delgadana detecgdo dos praguicidas diazinon, diclorvés, alfa-cipermetrina, deltametrina,
carbofuran e carbaril. No bioensaio, moscas D. melanogaster foram expostas a diferentes concen-
tragdes dos praguicidas para determinar a quantidade capaz de provocar 70% de mortalidade
(CL,,)- Na anélise por cromatografia em camada delgada, solugbes dos praguicidas foram
aplicadasem placas cromatograficas e tratadas com reagente de orto-toluidina para determinacdo
da quantidade minima detectavel. Os valores de CL, obtidos no bioensaio foram de 0,6 mg.mL" para
o diazinon, 0,14 ng.mL"para o diclorvés, 1,5 ng.mL?* para a alfa-cipermetrina, 1,0 mg.mL" paraa
deltametrina, 5,0 mg.mL" para o carbofuran e 21.000 nmg.mL" para o carbaril. As quantidades
minimas detectaveis pela cromatografia em camada delgada foram 20,0 mg.mL?, 200 ng.mL?,10,0
nmg.mL?, 10 ng.mL?, 1,0 ng.mL? e 0,4 nmg.mL' para diazinon, diclorvés, alfa-cipermetrina,
deltametrina, carbofuran e carbaril, respectivamente. Embora a sensibilidade dos dois métodos
na deteccdo dos praguicidas tenha sido bastante variavel, ambos podem ser utilizados como
métodos de triagem e identificacdo destes compostos, tendo como vantagem o baixo custo e a
simplicidade de execugdo, podendo ser implantados em laboratérios com poucos recursos.
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ABSTRACT

ANALYISIS OF PESTICIDES BY BIOASSAY WITH DROSOPHILA MELANOGASTER FLIES
AND THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY. The intoxication of animals by pesticidesis diagnosed
by asetofevaluationsincluding the detection of these substances in theanimal orin environmental
samples. The present study verified the sensibility of the bioassay with Drosophila melanogasterand
thin-layer chromatography in the detection of the pesticides diazinon, dichlorvos, alpha-
cypermethrin, deltamethrin, carbofuran and carbaryl. In the bioassay, Drosophila melanogasterflies
were exposed to different concentrations of pesticides to determine the quantity able to cause 70%
of mortality (CL,). In the analysis by TLC, solutions of pesticides were applied in thin-layer
chromatography plates and treated with ortho-toluidine reagent to determine the minimum
detectable quantity. The values of CL, obtained by the bioassay were 0.6 mg.mL" for diazinon,
0.14 mg.mL*for dichlorvos, 1.5 mg.mL" for alpha-cypermethrin, 1.0 ng.mL? for deltamethrin, 5.0
mg.mL! for carbofuran, and 21.000 ng.mL" for carbaryl. The minimum quantities detectable by
chromatography were 20.0 ng.mL?, 200.0 ng.mL?, 10.0 ng.mL?, 10.0 ng.mL?, 1.0 ng.mL* and 0.4
nmg.mL? for diazinon, dichorvos, alpha-cipermethrin, deltamethrin, carbofuran and carbaryl,
respectively. Although the sensibility of both methods in the detection of the pesticides was
variable, they can be used as methods in the triage and identification of these compounds with
the advantages of low cost and easy execution, thus allowing the implantation of these methods
in laboratories with scarce resources.
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Os compostos praguicidas sdo substancias am- humanas e de animais (ZwieENER, GINSBURG, 1988;
plamente utilizadas na agropecuaria e muitas vezes FERRER; CABRAL, 1991; HAYES JuNIOR, 1975). A intoxica-
sdoresponsaveis por problemas ambientais (McLEAY; ¢do de animais por praguicidas pode ser
HaLL, 1999; WERNER et al., 2000) e de intoxicagdes diagnosticada por um conjunto de informagdesobti-
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das por meio da anamnese, do exame fisico, dos sinais
clinicos, de exames complementares e andlise
toxicolégica, e, em caso de 6bito, pelos dados colhi-dos
nos exames de macro ou microscopia "post mortem",
verificagdo da existéncia de lesGes e determinacéo da
presenca do praguicida e/ou seus metabdlitos em
amostras de sangue, figado, contetdo géstrico e con-
tettdo ruminal ou em amostras ambientais como ali-
mento, pasto, d4gua e solo (OSWEILER, 1998).

Visando auxiliar no diagnéstico de morte de ani-
mais decorrente deintoxicagdo por praguicidas, estu-
damos a sensibilidade de dois métodos, um biolégico
e outro analitico, que poderiam servir de ferramenta
defécilaplicacdoebaixocusto paraesclareceracausa
de possiveis 6bitos.

Ensaios biolégicos com a mosca da espécie
Drosophila melanogaster podem ser realizados para a
deteccao de praguicidas presentes em amostras ali-
mentares e outras matrizes como égua, solo, plantas
e tecido animal, visto que esses insetos apresentam
baixa tolerancia a presenca de substancias téxicas
com caréter inseticida (JoserH Junior; KnoBEL, 1980;
Bacponasetal., 1988; ALMEIDA; REYES, 1999; ALMEIDA et
al.,2001;PauLiNnoetal., 1992; Grant, 2001; HirATA etal,,
2002; HirATA et al., 2003). Estes insetos sdao modelos
experimentais de facil criacdo, manipulacdo, manu-
tencdo, exigem poucos recursos financeiros e podem
ser mantidos em condi¢des de laboratério (ALMEIDA ef
al., 2001).

Entretanto, a identificagdo dos praguicidas requer
autilizacdo demétodos analiticoscomoacromatografia
em camada delgada, apropriada para a rotina de
“screening” eidentificacdo de praguicidas pertencen-
tes a diferentes grupos como organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretréides, entre ou-
tros, variando quanto & capacidade de separacdo e
sensibilidade conforme a caracteristica quimica de
cada composto (AKErBLOM; CoX, 1996).

Os objetivos deste trabalho foram verificar a sen-
sibilidade do bioensaio e da cromatografia em cama-
da delgada com D. melanogaster na detecgdo dos
praguicidas diazinon, diclorvés, alfa-cipermetrina,
deltametrina, carbofuran e carbaril.

Neste estudo foram utilizadas solugdes de pa-
droes técnicos dos praguicidas diazinon 93,9%,
diclorv6s100%, alfa-cipermetrina 96,5 %, deltametrina
98%, carbofuran 95% e carbaril 98% dissolvidos em
acetona grau para andlise (PA).

Para o fim proposto, o bioensaio foi realizado
utilizando-se, como modelo experimental animal,
moscas da espécie D. melanogaster mantidas no inte-
rior deuma estufaa 25+2°Ceumidaderelativade 90
+3%, contidas em frascos de vidro (250 mL) com meio
nutritivo e tampados com gaze. Moscas com idade de
trés dias foram selecionadas e sexadas 25:25
(machos:fémeas) para o ensaio (HiraTA et al., 2003).

Aliquotas de 1,0 mL de solugdes de diazinon nas
concentracdes de 0,1ngmL-!, 0,25ngmL, 0,4ngmL-,
0,5ng.mL"e0,75nmg.mL"?, dediclorvésnasconcentra-
¢oes de 0,016 ng.mL", 0,032 ng.mL-!, 0,064 ng.mL,
0,096 ng.mL! e 0,160 ng.mL"!, de alfa-cipermetrina
nas concentragdes de 0,2 ngmL?, 0,8 ngmL-, 0,9
ng.mL, 1,0ng.mL"! e 3,0ng.mL!, de deltametrinanas
concentracdes de 0,2ngmL!, 0,5ngmL, 0,75ngmL-,
1,0ng.mL"e 1,5ng.mL", decarbofurannasconcentra-
¢oes de 1,0 ngmL?, 5,0 ngmL?, 9,0 ngmL-, 13,0
ng.mL e 17,0ng.mL e de carbaril nas concentracdes
de 5.000ng.mL, 10.000ng.mL?, 20.000ngmL-?,30.000
ng.mL-1, 50.000 ng.mL! foram impregnadas em papel
de filtro colocados no interior de tubos de vidro,
medindo 5,0 cm de altura e 2,0 cm de didmetro, e
evaporadas até a secura. Em seguida, 50 moscas da
espécie D. melanogaster foram colocadas em exposi-
¢do, no interior desses tubos. Calculou-se o valor da
CL,, (concentracdo letal mediana 70%), que
corresponde & quantidade de praguicida capaz de
provocar mortalidade de 70% das moscas, ap6s o
periodo 24h de exposigdo. Este valor, determinado
pormeio dométodo estatistico dos probitos (HiraTaet
al., 2002), foi o parametro utilizado para avaliar a
sensibilidade do método na deteccdo de cada
praguicida.

Aliquotas de 5,0 nL de solugdes de diazinon nas
concentracdes de 5,0 mgmL, 8,0ngmL?, 9,0ngmL'e
10,0 ngmL!, de diclorvés nas concentragdes de 20,0
ng.mL-!, 100,0ng.mL?, 150,0ngmL! e 200,0ng.mL1,de
alfa-cipermetrina nas concentragdes de 5,0nmg.mL1,6,0
ngmL, 8,0nmgmL! e 10,0ng.mL"!, de deltametrina nas
concentracdes de 5,0 mgmL, 8,0ngmL?, 9,0ngmL'e
10,0mg.mL!, de carbofurannas concentracdes de 0,25
ngmL?, 0,5 ngmL?, 0,7 ngmL?! e 0,8 ngmL! e de
carbaril nas concentracdes de 0,2ngmL, 0,3 ngmL,
0,4 ngmL! e 0,6ngmL! foram aplicadas em placas de
cromatografia em camada delgada preparadas em
laboratério tendo como adsorvente silica gel G Merck.
Uma mistura de cloroférmio:acetato de etila (9:1v/v)
foi utilizada para a eluigdo dos praguicidas na placa
de cromatografia em camada delgada e a visualizacao
dos praguicidas na placa foi feita por um tratamento
com cloro e reagente de orto-toluidina conforme
metodologia descrita por Moragset al. (2003). A quan-
tidade minima visivel na placa de cromatografia, con-
siderada a quantidade minima detectavel (QMD),
determinou asensibilidade do método paraadeteccao
de cada composto.

Os valores obtidos no bioensaio com as moscasD.
melanogaster e aplicados ao método estatistico do
probito forneceram os seguintes resultados referentes
a CL,;: 0,6ng.mL! para o diazinon, 0,14ng.mL" para
o diclorvés, 1,5 ng.mL! para a alfa-cipermetrina, 1,0
ng.mL! para a deltametrina, 5,0 ng.mL?! para o
carbofuran e 21.000,0ng.mL" para o carbaril (Tabelal).
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Entre os praguicidas do grupo dos organogfosforados
observamos uma varia¢ao no nivel de sensibilidade
dasmoscas, quefoimaior paraodiclorvésdoque para
odiazinon.Jaentre os piretréides, as moscas demons-
traram maior sensibilidade a deltametrina, do que
para a alfa-cipermetrina, e quanto aos carbamatos a
maior sensibilidade foi constatada pela acdo do
carbofuran. Segundo demonstrado por Hirata et al.
(2002), os praguicidas pertencentes ao mesmo grupo
quimico podem demonstrar atividade inseticida
notadamente diferente, variando em seu nivel de
toxicidade, relato coerente com os dados aqui apre-
sentados. A sensibilidade do bioensaio depende do
grau de toxicidade de cada praguicida, portanto,
correlacionada a estrutura quimica e a atividade bio-
l6gica de cada composto (HirATA, 1995; HirRATA et al.,
2002).

As quantidades minimas detectdveis por
cromatografia em camada delgada foram de 20,0
ng.mL-, 200,0 ng.mL?, 10,0 ng.mL", 10,0 ng.mL1,1,0
ng.mL? e 0,4 ng.mL"! para diazinon, diclorvés, alfa-
cipermetrina, deltametrina, carbofuranecarbaril, res-
pectivamente (Tabela1). Portanto,acromatografiaem
camada delgada foi menos sensivel na detec¢do de
diazinon, diclorvés, alfa-cipermetrinae deltametrina
e mais sensivel na detec¢do de carbofuran e cabaril.
Este resultado também foi observado por MoraEs etal.
(2003) que obtiveram valores de quantidade minima
detectavel de50ng de carbaril e 125ng de carbofuran,
utilizando o mesmo método.

Tabela 1 - Deteccao dos praguicidas diazinon, diclorvoés,
alfa-cipermetrina, deltametrina, carbofuran e carbaril
por bioensaio com mosca Drosophila melanogaster e
cromatografia em camada delgada.

Praguicida Bioensaio CL,* Cromatografia
em (nmg.mL")
camada delgada
QMD* (mg.mL")
Diazinon 0,60 20,0
Diclorvoés 0,14 200,0
Alfa-cipermetrina 1,50 10,0
Deltametrina 1,00 10,0
Carbofuran 5,00 1,0
Carbaril 21.000,00 0,4

2Concentracéo letal 70%.
*Quantidade minima detectivel.

Portanto, o bioensaio com mosca D. melanogaster
apresentou uma boa sensibilidade na deteccdo da
maior parte dos praguicidas estudados, com excecao
do carbaril. Por outro lado, embora menos sensivel, a

cromatografia em camada delgada é um método ana-
litico que permite a identificacdo destes compostos.
Assim, embora a sensibilidade dos dois métodos
tenha sido bastante variavel, ambos podem ser utili-
zados em conjunto, como métodos de triagem e iden-
tificagdo de praguicidas, tendo como vantagem o
baixo custo e a simplicidade de execucdo, podendo,
por isso, serem implantados em laboratérios com
poucos recursos.
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