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DROSOPHILA MELANOGASTER MEIGEN: 3. SUSCEPTIBILITY TO CARBOFURAN AND
BIOMONITORING OF ITS RESIDUES IN CABBAGE. The susceptibility of Drosophila melanogaster
to carbofuran and the use of this organism in biomonitoring residues of the insecticide in cabbage was
evaluated. Under the conditions of the bioassay, residues-film bioassay in Petri dish, carbofuran degraded
depending on the temperature and time of exposure. Bioassays conducted with D. melanogaster showed
that its toxicity increases with temperature (20 to 35 °C). LCgy values, calculated as a function of
temperature, ranged from 3.6 to 10.5 mg/g body weight (bw) for males and from 2.9 to 8.7 mg/g bw
for females. The formulated product Furadan® G was applied on cabbage (Brassica oleracea, var.
capitata) and the residues of carbofuran were determined by bioassay. The determination limit of the
bioassay was 0.1 mg/kg and the method presented reproducibility with coefficient variation of 17 %.
The validation of the bioassay by high performance liquid chromatography confirms the viability of the
bioassay with D. melanogaster in monitoring the residues of carbofuran in cabbage.
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INTRODUCAO

Carbofuran (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil-N-metil
carbamato) é um inseticida e nematicida do grupo dos carba-
matos, que apresenta curta persisténcia no ambiente e pequeno
deslocamento para regides adjacentes, sendo efetivo por conta-
to, ingest&o e por agdo sistémical?.

O inseticida é aplicado no solo em culturas de algodao,
amendoim, arroz, milho, trigo, feijdo, banana, batata, café,
cana-de-aglcar, cenoura, repolho, tomate, e utilizado no trata-
mento de sementes de algoddo, arroz, trigo, milho e feijéo, na
época do plantio®.

O carbofuran é biotransformado por reaces de hidrdlise,
hidroxilag8o e/ou oxidagéo produzindo nos animais e plantas, 0 3-
hidroxi-carbofuran como metabdlito principal®. Este, por sua vez,
se oxida a 3-ceto carbofuran, o qual por hidrdlise produz o 3-ceto
carbofuran fenol®#. Os metabdlitos 3-hidroxi carbofuran e 3-ceto
carbofuran tém curta persisténcia no solo® 6, sdo formados lenta-
mente e apresentam baixa toxicidade aguda para insetos>,

No ambiente, a biodegradagcdo do carbofuran é dependente
da temperatura, da umidade, do pH do solo, da biomassa dis-
ponivel, assim como da atividade degradativa da mesma’. Apli-
cacOes periddicas de carbofuran, no mesmo solo, aumentam a
atividade degradativa do composto®®, o que é devido ao maior
crescimento de microrganismos capazes de utiliza-lo como fon-
te de carbono e nitrogénio®.

O valor da DLsy do carbofuran, reportado para mosca do-
meéstica (Musca domestica) é de 4,6 - 6,7 mg/kg pc (exposi¢ao
topica) e de 2,0 mg/kg pc para camundongos (exposic¢do
oral)®1% O Comité de Peritos da FAO/OMS sobre Residuos
de Pesticidas (Joint Meeting on Pesticide Residues — JMPR)*?
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relatou valores de DL s (exposigéo oral) de 14,4 mg/kg pc para
camundongos e de 6,0 -18,0 mg/kg pc para ratos.

O carbofuran é absorvido rapidamente, independentemente
da via de administragéo e distribui-se nos 6rgédos, tecidos mo-
les e esqueleto, sendo excretado como carbofuran nas fezes e
seus metabdlitos pelas vias urindria e pulmonar®'3415_ Os pro-
cessos de detoxificagdo ocorrem por hidrdlise, N-, S- e O-
dealquilac&o e hidroxilacso do anel fendlico.

Os bioensaios com a mosca Drosophila melanogaster (Meig.)
tém sido usados por alguns pesqguisadores como indicador de
residuos de agrotéxicos em alimentos'®'"18 e da presenca, no
ambiente, de substancias quimicas com potencial mutagénico®®.
Cabe destacar que as drosofilas, além da sua el evada sensibilida-
de para detectar a presenca de substancias toxicas, so insetos
de fécil criagdo, manutencdo e manipulagdo em condi¢Ges de
laborat6rio apresentando, assim, vantagens frente a outros orga-
nismos para a realizag&o de bioensai0s™*2,

Com o proposito de detectar residuos de inseticidas em
quantidades que possam apresentar perigo a saide humana é
necessario pesquisar e avaliar métodos alternativos de triagem
gue sejam satisfatérios, praticos e que reduzam significativa-
mente o0s custos para o controle de qualidade de produtos ali-
menticios, especialmente os hortifrutigranjeiros, quanto a pre-
senca de agrotoxicos em geral e de inseticidas em particular?.

O objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade das mos-
cas D. melanogaster ao carbofuran e a viabilidade da sua uti-
lizagdo no biomonitoramento dos residuos desse inseticida em
produtos hortigranjeiros.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos
As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia fo-

ram realizadas em Cromatografo Liquido Waters, modelo 486,
com detector UV/VIS Waters, injetor Rheodyne e integrador
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CHROMJET. Como fase estacionaria foi utilizada coluna cro-
matografica de fase reversa RP-18 LiChroCart, 125 mm x 4
mm (Merck).

A aplicagdo do inseticida foi realizada mediante pulverizador
costal Jato (20 L) provido com bico tipo jato conico para apli-
cacdo em alto volume.

Solventes e reagentes

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de grau
para andlise de residuos, Merck. O sulfato de sodio anidro e o
florisil foram aguecidos a 400 °C, durante 8 horas; antes do
uso, a resina foi desativada com 2 % de dgua. Como padréo
analitico foi utilizado carbofuran (99,5 %) e para os experi-
mentos, 0 produto comercial Furadan® G.

Criacdo das moscas D. melanogaster

As moscas D. melanogaster, usadas para a realizagdo dos
bicensaios, foram criadas em ambiente com temperatura de
25 + 2 °C, a partir de cepas cedidas pelo Laboratério de Toxi-
cologia do Instituto Bioldgico de Sao Paulo.

O meio de cultura foi preparado conforme Joseph &
K nobel %3, com modificactes sugeridas por Almeida & Reyes'®,
O meio, recém-preparado, foi distribuido em frasco de vidro
transparente, de boca larga (50 mL/frasco) e conservados em
refrigerador até o momento do uso.

Drosdfilas machos e fémeas, num total de quinze moscas para
cada sexo, foram transferidas para os frascos de cultura e mantidas
a temperatura de 25 + 2 °C. No oitavo dia, foram removidas dos
frascos, remanescendo as larvas. Ap6s 48 h do inicio da emer-
géncia, as novas moscas foram transferidas para outro frasco de
cultura, procedimento que foi repetido a cada 48 h, para obtencéo
de novos lotes de moscas.

Bioensaio

No bioensaio utilizou-se 0 método do filme seco?® em placa
de Petri (50 x 20 mm). O filme foi preparado mediante aplica-
¢80 de 0,10 mL de solugdo inseticida por placa. O procedimento
do bioensaio foi realizado conforme descrito por Almeida
& Reyes'S.

Para avaliac8o da concentrago letal mediana (CLsp) foi utiliza-
da a formulagéo Furadan® G, sendo que as concentragdes do prin-
cipio ativo, carbofuran, nas solugdes utilizadas variaram entre 0,3
a 2,5 pg/mL para as temperaturas 20, 25, 30 e 35 °C. Aliquotas
de 0,10 mL dessas solugdes foram aplicadas nas placas de Petri.

Estabilidade do carbofuran no bioensaio

A estabilidade do carbofuran foi avaliada nas condic¢fes do
bioensaio aplicando-se na placa de Petri 0,10 mL de solugéo
inseticida de concentragéo 50 u%/mL e seguido o procedimento
descrito por Almeida & Reyes'®. O carbofuran residual foi de-
terminado por cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE)
nas seguintes condicdes de trabalho: fase mével: metanol:agua
(2:1 v/v), fluxo 0,5 mL/min e detec¢do UV a 220 nm.

Ensaio de campo

Repolho (Brassica oleracea, var. capitata) foi cultivado,
segundo as boas préticas agricolas, no campo experimental do
Instituto Adventista Sao Paulo, em Hortolandia, SP.

As mudas foram plantadas em junho, com espagamento de 60 x
80 cm, em &rea com aproximadamente 200 m?, dividida em duas
partes iguais. Por ocasido do repique das mudas, foi aplicado, na
metade da &rea cultivada, o produto formulado Furadan® G, na
propor¢do de 4,0 - 5,0 g/cova, equivaente a 0,2 - 0,25 g do ingre-
diente ativo/cova. A érea ndo tratada serviu como controle.

Amostras de repolho foram colhidas aleatoriamente 30 dias
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apos o plantio, embaladas em sacos de plastico, transportadas
para o laboratério e congeladas a - 20 °C, no maximo 30 min
apos a colheita.

Validagdo do bioensaio

Para validacdo do método de bioensaio, extratos de amostras
de repolho tratado com Furadan® G foram também analisados
por CLAE conforme o fluxograma apresentado na Figura 1.

Plantiode
REPOLHO
Aplicagdo de Mudasde Amostragem de
Furadan O G —>|| REPOLHO ||"™ || campo (1000 g)
4,0-5,0 g/cova
~ Amostras
Extracdo < (209) <—m Preparoda
e purificacdo n=3 amostra
Deter minag&o do car bofuran por
Extratocom || = %LAE/UV P
carbofuran x
Deter minacéo do car bofuran por
BIOENSAIO (30°C, 24 h)

Figura 1. Esquema do procedimento de campo e laboratorial
empregado para a determinagdo do carbofuran em repolho pelo
método de bioensaio e CLAE.

Na quantificacdo por CLAE os residuos do carbofuran fo-
ram determinados conforme a metodologia proposta por
Lawrence & Leduc®, com modificagdes. Para tanto, de uma
amostra de repolho triturado e homogeneizado, de aproxima-
damente 1 kg, foram transferidos 20 g para um erlenmeyer
(250 mL) e, apos ser adicionado 100 mL de acetona e agitado
durante 5 minutos, a mistura foi filtrada em funil de Bichner,
com papel-filtro Whatman n° 1 e o residuo lavado com 50
mL de acetona. Ao filtrado, transferido para um funil de se-
paracdo (500 mL), acrescentou-se 200 mL de diclorometano:n-
hexano (1:1 v/v). Ap0s agitagdo vigorosa da mistura por 2
minutos, separou-se a fase a organica. A fase aquosa foi
transferida para outro funil de separacdo (250 mL), contendo
15 mL de solucé@o aquosa saturada de NaCl, sendo extraida
com duas por¢Bes de 20 mL de diclorometano. A fase orga-
nica total, adicionada de 5 g de Na,SO, anidro, foi agitada,
deixada em repouso durante 10 min e, posteriormente,
percolada por uma coluna de Na,SO, anidro e lavada com 10
mL de diclorometano. O eluato foi transferido para um baldo
de fundo redondo, concentrado em evaporador rotatério a tem-
peratura de 30 °C, até aproximadamente 1 mL, o qua foi
transferido para um tubo concentrador e ressuspendido, em
metanol para 10 mL.

A limpeza do extrato foi realizada em uma coluna cromato-
gréfica (200 x 15 mm) contendo 5 g de florisil desativado com
2 % de &gua e, no topo, cerca de 1 g de NaSO, anidro e,
previamente lavada com 50 mL de n-hexano. Apds a adicdo de
5 mL do extrato, o residuo foi eluido da coluna com 100 mL de
n-hexano. O eluato foi concentrado em evaporador rotatério a
30 °C até quase a secura e transferido com 10 mL de n-hexano
para tubo concentrador graduado. O solvente foi removido com
nitrogénio, o tubo lavado com n-hexano, seco novamente com
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nitrogénio, diluido com 2 mL de metanol e injetado 10 pL no
cromatdgrafo liquido, nas condi¢Bes de trabalho anteriormente
estabelecidas.

Para avaliagdo da metodologia quanto a recuperagao e sensi-
bilidade, amostras de repolho (20 g) livre de inseticidas, foram
adicionadas de 2 mL de solugdo padrdo do inseticida nas con-
centracOes de 10,0 e 1,0 pg/mL, caracterizando fortificagdes de
1,0 e 0,1 mg/kg de amostra, respectivamente.

Para quantificagéo dos residuos do carbofuran por bioensaio
(Figura 2), placas testemunha e aquelas preparadas com dife-
rentes aliquotas do extrato (nimero de repeticfes para as dife-
rentes aliquotas do extrato, n=3), foram mantidas durante 24 h
a 30 °C, para calcular o volume de extrato necessé&rio para
provocar a morte de 50 % da populagdo teste.

Calculo da CLsgg

Na avaliagdo da CLsy levou-se em consideragdo as moscas
mortas e as moribundas, observadas no momento da conta-
gem?. Os célculos dos valores da CLs, foram efetuados por
andlise de probito®.

Andlise estatistica

Os dados obtidos no bioensaio foram avaliados por andlise
de variancia (ANOVA). O teste de Tukey (P < 0,05) foi utili-
zado para verificar se havia diferenca entre os resultados obti-
dos para as moscas machos e fémeas e também para as tempe-
raturas consideradas no bioensaio. Os célculos foram feitos
utilizando-se um software estatistico S.A.S.

Almeida et al.

Quim. Nova

RESULTADOS E DISCUSSAO

A toxicidade dos inseticidas depende da temperatura de ex-
posicdo e de outros fatores como sua formulagdo, concentra-
¢do, método de administracdo, espécie e estagio de desenvolvi-
mento do inseto %

Os valores de CLg para as moscas D. melanogaster, ma-
chos e fémeas, em fungdo da variacdo da temperatura, sdo
apresentados na Tabela 1. Os dados mostram que as
drosofilas machos e fémeas apresentaram susceptibilidade se-
melhante ao carbofuran, sendo que as fémeas mostraram-se
significativamente (P < 0,05) mais susceptiveis a agdo do in-
seticida nos bioensaios realizados a 20 e 35 °C. Verifica-se,
ainda, que a 35 °C a sensibilidade ao carbofuran foi, aproxi-
madamente, 3 vezes maior do que a 20 °C, o que pode ser
devido a uma absorgdo mais rapida do inseticida com o au-
mento da temperatura. Esse comportamento é semelhante ao
relatado por outros pesquisadores, utilizando diferentes inseti-
cidas e sistemas biol6gicos?”?%?°, Ainda, essa diferenca na
resposta foi sugerida como um artificio para aumentar a sen-
sibilidade do bioensaio®.

O estudo da degradac&o do carbofuran em fungdo do tempo
de exposi¢do e da variagdo da temperatura foi conduzido para
avaliar a quantidade do inseticida que estaria disponivel nas
placas, durante a realizag&o do bioensaio, pelo método do filme
seco?. Os valores da percentagem residual do carbofuran, re-
manescente nas placas de Petri, apés 6, 12 e 24 h nas tempe-
raturas de 20, 25, 30 e 35 °C, sdo apresentados na Figura 3.
Verifica-se que a degradagdo do carbofuran é proporcional tan-
to ao tempo de exposicdo, como a variagdo da temperatura.

drosdfilas (método de probito).

Mortalidade A

ETAPA 1. Calculo da massa de carbofuran que provoca 50 % de mortes na populagéo de

50 %

Mx: massa (pg) de
carbofuran na placa de
Petri que provoca 50 % de
mortalidade

»

realizados os bioensaios.

Mortalidade ﬂ‘

>
Mx  Massa de carbofuran / placa

ETAPA 2. Cdlculo do volume do extrato (Vx)(mL) que provoca 50 % de mortalidade na
populagdo de drosdfilas. O carbofuran presente na amostra de couve (Mamostra)
(g) ¢é extraido, purificado e concentrado (Vexmo) € diferentes aliquotas do
extrato purificado sdo aplicadas nas placas de Petri com as quais serdo

Vx: volume (mL) do extrato
que, aplicado na placa de
Petri, provoca 50 % de
mortalidade.

50 %

»

ETAPA 3. Determinagdo da massa (M) de carbofuran presente na amostra (mg/kg) .

»
Vx Volume de carbofuran / placa

Mr (mg/kg) =

Mx(ug)[Etapal] V rao(ML)
Vx(mL)[Etapal] = M ,04/(8)

diluigdo

Figura 2. Representacdo esquematica das etapas realizadas para determinar a quantidade de carbofuran na amostra de repolho

pelo método de bioensaio.
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Tabela 1. Concentracdo letal mediana (CLsp) do carbofuran
(Furadan® G) para D melanogaster, em funcéo da temperatura.
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Tabela 3. Residuo do carbofuran (média + s)? aplicado em re-
polho e determinado por CLAE e por bioensaio com D.
melanogaster, apts 30 dias da aplicacdo do inseticida.

Temp. (°C) MACHOS FEMEAS |
Clsp + s@ Clg % s® METODO
(Mg/g pe) (Mg/g pe) BIOENSAIO (mg/kg)®
20 105 + 0,8 (A, a® 87 + 04 (B, a) CLAE (mg/kg)® Machos Fémeas
25 53+ 07 (A, b) 49+ 08 (A, b)
20 48+ 09 (A b c) 39%03(A 0 0,43 + 0,06 0,65 + 0,05 0,66 + 0,11
35 3,6 £ 0,3 (A, d) 29+ 0,5 (B, d) 3s=Estimativa do desvio padrdo absoluto; ®n=6; °n=3

&s=estimativa do desvio padrédo absoluto e pc = peso corporal.;
b Comparacsio entre médias. As letras “A e B” indicam compa-
racdo de médias entre machos e fémeas para uma mesma tem-
peratura e as letras “a, b, ¢, d” indicam comparagédo de médias
entre temperaturas para 0 mesmo sexo. Médias com mesma
letra ndo sdo diferentemente significativas (P < 0,05).

ARONCITINRS
SRR

% néo degradada
z:\{z

%
Z

Tempo (h)

Figura 3. Percentagem residual do carbofuran em placas de
Petri em fungdo da temperatura, para 5mg do inseticida aplica-
do nas placas.

Os bioensaios com D. melanogaster para detecgédo dos resi-
duos do carbofuran em repolho foram conduzidos em temperatu-
ra de 30 °C, durante 24 h de exposi¢do. Assim, diferentes volu-
mes do extrato foram usados para determinar o volume necessa-
rio para provocar a morte de 50 % da populagéo teste. A massa
do carbofuran contida nesse volume (Tabela 2), relacionada aque-
la correspondente a CLsp a 30 °C (Tabela 1) permitiu estimar o
nivel de residuo do carbofuran no repolho (Tabela 3).

Tabela 2. Massa do carbofuran aplicado nas placas de Petri que
correspondem aos valores de CL sy das moscas D. melanogaster,
machos e fémeas, em funcdo da temperatura.

Temperatura Machos Fémeas
°C) (ng/placa) (ng/placa)
20 144 185
25 74 105
30 66 85
35 50 62

A sensibilidade dos métodos quimicos de andlise de residu-
0s, assim como os valores do limite méximo de residuos esta-
belecidos pela legislagdo de agrotdxicos, exigem que 0s orga-
nismos usados nos bioensaios sejam suficientemente sensiveis

para detectar niveis residuais menores do que 1,0 mg/kg*"8.

O limite de determinagdo calculado para o método do
bioensaio, foi de 0,07 e 0,09 mg de carbofuran/kg de amostra
para as drosofilas machos e fémeas, respectivamente. Esse
valor foi obtido considerando-se que de 2 mL de um extrato
purificado de couve (20 g), uma aliquota de 0,1 mL provocou
a morte de 50 % da populagdo teste. Ainda, trés repeti¢cdes na
andlise de uma mesma amostra de repolho mostraram para o
método de bioensaio um coeficiente de variagdo de 17 %,
indicando boa reprodutibilidade, quando comparado aos de
até 20 %, considerados aceitaveis na determinacé@o de conta-
minantes trago®’. Esses resultados confirmam a elevada sensi-
bilidade das moscas D. melanogaster ao carbofuran e fortale-
cem a confiabilidade de sua utilizagdo nos bioensaios com
a finalidade de quantificar residuos de inseticidas em produ-
tos agricolas.

Para detectar a possivel presenca, no repolho, de subs-
téncias naturais com agdo inseticida que poderiam interferir
nos resultados do bioensaio®, amostras de extratos isentos
de agrotéxicos foram avaliados pelo bioensaio. Todas as
moscas sobreviveram ao teste, resultado que indica auséncia
ou a presenca em niveis nado-letais de substancias toxicas
para esse inseto.

Com intuito de validar o método bioldgico, os mesmos ex-
tratos utilizados nos bioensaios foram analisados, quanto ao
teor de carbofuran, por CLAE. Na Tabela 3, sdo apresentados
os niveis de residuos do carbofuran determinados no repolho
30 dias apbs a aplicagdo do inseticida. Verifica-se que ndo
existe diferenca significativa entre os valores obtidos por am-
bos os métodos (P <0,01).

Na determinagdo por CLAE, a faixa de linearidade da curva
analitica (y = 26148,86x + 1828,12, onde y: &rea do pico em
12,4 min e x: concentragdo de carbofuran em pg/mL) foi de
1,0 a 10,0 pg/mL, com um coeficiente de correlagdo linear de
0,999. Os limites de detecgdo e determinagdo do método, cal-
culados a partir da curva analitica, foram de 0,03 e 0,1 mg de
carbofuran/kg de amostra, respectivamente. Os valores de recu-
peracdo do carbofuran nas amostras de repolho fortificadas com
teores de inseticida de 0,1 mg/kg e 1,0 mg/kg foram, respecti-
vamente, 100 % e 71 %, valores que se encontram dentro ou
proximos da faixa de 80 a 120 % aceita internacional mente3?,
0 que indica que as modificagdes introduzidas no método
de Lawrence & Leduc®, ndo afetaram a sua confiabilidade
e aplicabilidade.

Embora os métodos cromatogréficos sejam de grande sensi-
bilidade, a sua utilizagéo, do ponto de vista econdémico, € limi-
tada para 0 monitoramento de residuos de inseticidas em ali-
mentos, especialmente nos paises emergentes, devido aos cus-
tos elevados de equipamentos e reagentes. Ainda, nesses pai-
ses, inseticidas e outros pesticidas freqientemente sdo usados
em culturas para as quais ndo sdo autorizados e/ou de modo
excessivo e indiscriminado o que pode resultar em residuos
acima dos niveis permitidos em alimentos.

Comparado a0 método de CLAE o de bioensaio apresenta,
além de baixo custo e simplicidade de execugdo, limite de determi-
nacdo adequado e boa reprodutibilidade, qualidades necessarias
para o monitoramento de residuos de agrotdxicos em alimentos.
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CONCLUSOES

Os bioensaios com Drosophila melanogaster demonstraram
a sua elevada sensibilidade para a deteccdo de residuos de
carborfuran em repolho, ficando evidente a possibilidade de
utilizag@o desses organismos para os bioensaios destinados ao
monitoramento de residuos de carbofuran nesta ou em outras
matrizes. Em comparagéo a CLAE, o método de bioensaio apre-
senta baixo custo e simplicidade de execucdo, sem comprome-
ter o padrdo de acuidade necessério para 0 monitoramento de
residuos de pesticidas em alimentos.
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