JOSE VARGAS DE OLIVEIRA
Engenheiro-Agronomo
Professor-Assistente do Departamento de Fitossanidade

da Escola Superior de Agricultura de Mossor6, Rio Grande
do Norte.

TOXICIDADE DE INSETICIDAS ORGANO-FOSFORADOS PARA LARVAS

DE Aedes aegypti (L., 1762) (DIPTERA: CULICIDAE) E AVALIACAO DOS

SEUS RESIDUOS EM ALFACE (Lactuca sativa L), COUVE (Brassica oleracea
var. acephala L) E ALMEIRAO (Chicorium intybus L.).

ORIENTADOR: Prof. Dr. Gilberto Casadei de Batista

Dissertagdo apresentada a Escola Supe-
rior de Agricultura “’Luiz de Queiroz",
da Universidade de Sdo Paulo, para ob-
tengdo do titulo de “Mestre”.

PIRACICABA
Estado de Sdo Paulo
Novembro de 1973



In Memoriam

Jose Osmar de Oliveira, meu irmao



A minha esposa,
aos meus pais e

A Y ° - ~
as minhas irmas

DEDICO,



AGRADECIMENTOS

Externamos a nossa profunda gratidao as seguintes pes
soas e instituigoes que, direta ou indiretamente, colaboraram para

a realizacao desta pesquisa:

A Coordenacgao do Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Su
perior (CAPES) pela ajuda material, atraves de uma bolsa de estudos

durante o Curso de Pos-Graduagao.

Ao Eng2 Agr?2 Jorge Coelho de Andrade, Diretor da Escola

Superior de Agricultura de Messoro (ESAM), pelo apoio efetivo.

Ao Prof.Dr.Gilberto Casadei de Batista, do Departamento
de Entomologia da Escola Superior de Agricultura '"Luiz de Queiroé"pg

la orientagao da pesgquisa e revisao dos originais.

Ao Prof.Dr.Domingos Gallo, Chefe do Departamento de En

tomologia da ESALQ, pelo incentivo.

Aos professores do Curso de Pos-Graduagao de Entomolo

gla da ESALQ, pela grande amizade e valiosos ensinamentos.

Ao Professor M.S. Jose Higino Ribeiro dos Santos, do De
partamento de Fitotecnia da Escola de Agronomia da Universidade Fede
ral do Ceara, pela orientacao e confianga depositada no inicio da
nossa carreira profissional. Aos professores Adjunto Jose Alberto
Magalhaes Bastos e M.S. Fernando Joao Montenegro Salles, do mesmo De

partamento, pelos ensinamentos e estimulo.

Ao Prof.Livre Docente Urgel de Almeida Lima, do Departa

mento de Tecnologia Rural da ESALQ, pelas facilidades concedidas na



trituragcao das amostras para analise.

Aos colegas do Curso de Pés-Graduagao de Entdmologia,pg

la lealdade e espirito de colaboracao.

Aos Srs., Francisco Lourengo Dias e Francisco de Assis
P.Magalhaes Cunha, pelos auxilios prestados nos trabalhos de labora
torio e ao Sr.Benvenuto Bragato,por permitir a condugao dos ensaios

de campo na horta de sua propriedade.

Ao PhD Roger N.Williams, da Universidade Estadual de

Ohio, EEUU, pela versao do resumo para o inglés.

A Srta Maria Elizabeth F.de Carvalho, pela colaboracao

dispensada na citacao da literatura.

A sra Cleonice A.Dias da Silva Makhoul, pelo servigo de

datilografia.



1,
2,

3.

4,

5.

60

7o

8.

INDICE

INTRODUGAO .. uvccococcocacocoaocacooooccccooooocoocosaoesoso
REVISAO DE LITERATURA . .ccooocoococccocccocoscscsoosocsocose
MATERIAIS E METODOS .. .000c00cccccsccoccsccosscosossscoasso
3.1, Toxicidade dos inseticidas fosforados para larvas de

Ac.aegypti coccoccocccconco0ccoccccococooosccs00ccoco00se
3.2, Aplicagéo dos inseticidas ..:..c00000000000000000a000o0
3.3. Efeitos dos materiais co-extraidos .ococccccocoscoccso
3.k, Estabelecimento dos niveis de depositos ou residuos .

3.5, Calculo dos fatores de COrregao ocoocococococococooocococooooocoo

RESULTADOSEDISCU‘SSKO © 0 00O0OOOOOOO©OOOOOOOOO®OO0OO® 000OO0O0COO0OOO0E

4,1, Toxicidade dos inseticidas para larvas de A.aegypti
4.2, Influencia dos materiais co-extraidos cooceocoocococooo
4.3, Niveis de depositos ou residuos c.cocoooccccccccoccsos
£,3.1, AIfAC® occocooocoococooococcoo0oocoooaocosasoondoa
£,3.2, COUVE@ coooobooooooo000000000000000000000000000o0

~
4}03030 Almeirao 0600000000000 0000000000008000060000O0O0O

L~
lfo’fo Fat@re de COK‘reQaO © 000©® 0000000O0CO0OCOCOOOOOGOOOOODOOOOOO
CONCLUSﬁES © 000000000000 000000O00OCOOOCOO0O0O0O0O0COOCObLOOOOG®OCOOOGOGEO
RESUMO oooaooconooooononoaoouoooooncoouooo'oooooonooooooauo

SUWARY ©0000000000000D000OOOOCOOO0O0O0O0O0COCOOOOOOOOOOGOOOOOOCOOOOO

LITERATURA CITADA ccoccococococococooo00000000000000000000000006000

Eéginq

20

20

22

23
24

25

28

L2
43
L3
57
69

81
82
84
87

90



QUADRO I
QUADRO II
QUADRO III
QUADRO IV
QUADRO v
QUADRO VI
QUADRO VII
QUADRO VIII
QUADRO IX
QUADRO X
QUADRO XI

LISTA DOS QUADROS

Comparagao entre bio-analise e outros metodos de

analise de materiais tratados c.ccoccocecevcocsccooes

Mortalidade de larvas de A.aegypti no 4o instar,

sob a agao de diclorvos cecccccccccccccccccscscsa

Mortalidade de larvas de A.aegypti no 42 instar,

sob a agao de mevinfos c.cccsvococvccecscccscscccos

Mortalidade de larvas de A.aegypti no Lo instar,

~ e & e
sob a agao de paratiom metilico cccscccecoccoocoons

Mortalidade de larvas de A.aegypti no ke instar,

sob a acao de paratiom etilico cececocococcncocce

Mortalidade de larvas de A.aegypti no Lo instar,

sob a agao de fentoato ccoccccccccccssccsccscsos

Mortalidade de larvas de A.aegypti no Le ingtar,

sob a agao de diazinom c...cecccceccccsccceccacooe

Mortalidade de larvas de A.aegypti no 42 instar,

sob a agao de malatiom cccoccoccccscceccccsccoase

Toxicidade dos inseticidas organo-fosforados e
equagoes de regressao da populagaoc experimental

de larvas do 42 instar de A.aegypti c.ccocscvocco

Alface - Depositos dos inseticidas fosforados,

logo apos a ultima aplicag@o cccocococscccoscossose

Alface - Depositos dos inseticidas fosforados,

1 dia &pés a ﬁltima &plica@a@ 6060000000600 000606600

Eégina

30

32

32

35

35

38

38

41

&7

L8



QUADRO XII

QUADRO XIII

QUADRO XIV

QUADRO XV

QUADRO XVI

QUADRO XVIE

Alface - Residuos dos inseticidas fosforados, 3

dias apos a ultima aplicagao D

Alface - Residuos dos inseticidas fosforados, 7

dias apos a ultima aplicagao ccccococcecococcccsscos

Alface - Residuos dos inseticidas fosforados, 14

dias apos a ultima aplicaqao coeeescoececesssses
Alface - Residuos dos inseti¢idas ..ccc.cocccess

Couve - Depositos dos inseti¢idas fosforados, lo

go apos a ultima aplicagao cveceesceccceccoscsso

Couve - Depositos dos inseticidas fosforados, 1

dia apbs a ultima aplicacgao occccccceccocccscsces

QUADRO XVIII -Couve - Residuos dos inseticidas fosforados, 3

QUADRO XIX

QUADRO XX

QUADRO XXI

QUADRO XXII.

dias apos a ultima aplicag@o cocecoceecscecsscscss

Couve - Residuos dos inseticidas fosforados, 7

dias gpos a ultima aplicaga@o eecsocscccoseccscseocs

Couve - Residuos dos inseticidas fosforados, 14

dias apos a Ultima aplicag@o cccecccceccesscessscs
Couve - Residuos dos inseticidas cccceccecoocoococs

Almeirao - Depositos dos inseticidas fosforados,

logo apos a ultima aplicagao cccoccccsoccoeccescos

QUADRO XXII - Almeirao - Depositos dos inseticidas fosforados,

1 dia apos a ultima aplicagao cococoococevceco0c00ss

QUADRO XXIV - Almeirao - Residuos dos inseticidas fosforados,3

dias apos a ultima aplicagao ccoccoccoccccccscocsco

géginq

LY

50

51

52

59

60

61

62

63

64

72

73

74



pagina
QUADRO XXV - Almeirao - Residuos dos inseticidas fosforados,

7 dias apés a ﬁltima aplicagao 0coo0o0eceoo0e6000006000 75

QUADRO XXVI - Almeirao - Residuos dos inseticidas ccoccocococooesn 76



GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAF ICO

GRAFICO

GRAF ECO

GRAFICO

1o

11

12

13

14

LISTA DOS GRAFICOS

pagina

Curva dosagem x mortalidade de diclorvos para lar

vas do 42 instar de A.aegypti ccccccocccccccccscas

Curva dosagem X mortalidade de mevinfos para

vas do Lo instar de A.aegyptl cccccoccoccccscaass

Curva dosagem x mortalidade de paratiom metilico

para larvas do 42 instar de A.aegypti c.coccccoces

Curva dosagem x mortalidade de paratiom etilico

para larvas do 42 instar de A.aegypti cc..coccce.n

Curva dosagem x mortalidade de fentoato para

vas do 4o instar de A.aegypti cccococcoccoscncocong

Curva dosagem x mortalidade de diazinom  para

vas do 42 instar de Aeaegxnti_c.oo..o..o.o.;.....

Curva dosagem x mortalidade de malatiom para

vas do 42 instar de A.aegypti cccccoocceccoccceccs

Residuos de paratiom metilico em alface cccoceceoe

Residuos de paratiom etilico em alface ccoocooocoo

Residuos de fentoato em alface o.ococoooccoocsoocso

Rresiduos de malatiom em a’lface © 000000000O0O0O0O0O0OO0OO0O

Residuos de paratiom metilico em couve coooooocooo

€ ° % °
Residuos de paratiom etilico em CcoUvVe cooocococooooo

Residuos de fentoato em couve

006 0000900000000 000O0

lqs

lqg

1a£

1a£

31

33

34

36

37

39

Lo
53
54
55
56
65
66

67



GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

15

16

17

18

19

Residuos

Residuos

Residuos

Residuos

Residues

de

de

de

de

de

malatiom

paratiom

paratiom

fentoato

malatiom

€M COUVE ecococcccsccsccocns
metilico em almeirao .......
etilico em almeirao ..c.cce.
em almeirao ...cecceccceccccoce

em almeirao ececcececccceccse

I

68
77
78
79

8o



1. INTRODUQKO

O avango nas tecnicas de exploragao racional das plantas
cultivadas, nos ultimos anos, tem proporcionado um incremento nas pes
quisas de metodos mais adequados de controle das pragas, incluindo in

vestigagoes mais acentuadas no campo dos defensivos agricolas.

Na luta da humanidade contra os insetos daninhos, ado
tam-se inumeros metodos bastante eficazes que, individualmente, ou
associados no controle integrado, conseguem reduzir a baixos niveis
os prejuizos causados a industria agricola. No entanto, as medidas

quimicas, isoladas, ainda, continuam sendo empregadas em larga esca

la, em todo o mundo.

Indubitavelmente, o uso de substancias quimicas concor
re para aumentar a produgao agricola, mas por outro lado, e passi
vel de acarretar a persisténcia de residuos toxicos nas partes tra
tadas, cujo consumo representa um grave risco potencial a saude dos
consumidores. Eis um grande paradoxo da civilizagcao moderna: a uti

lizaqao de substancias toxicas na produgcao de alimentos (ALMEIDA,

1968).

A ingestao continua, mesmo de pequenas doses sub-letais
e possiveis efeitos deleterios sobre a saude humana, constitui uma
das principais preocupaqaes das autoridades sanitarias mundiais, atu

almente.

O problema de residuos toxicos e de carater universal,
mormente nos Estados Unidos, onde inumeros estudos sao desenvolvidos,

3 3 3 3 i Iy . e 3
a fim de minimiza-lo e ajusta-lo a necessidade crescente do uso de



inseticidas para o aumento da produgao de alimentos.

Antes de 1950, apenas os Estados Unidos, Inglaterra e

Suigca estavam empenhados em investigar residuos de defensivos quimi
cos. Recentemente, a lista inclui numerosos paises, cuja legislacao
sobre alimentos e drogas tem estimulado as especulagGes neste campo,

3 ’ 3 ~ 3 N . ’ .
tanto pelas industrias, como agencias governamentais e laboratorios

especializados.

Na determinagao dos residuos de defensivos agricolas,em
pregam-se, comumente, metodos fisico—quimicos e biologicos. Os pri
meiros: o de tracador radioativo, ativacao do néutron, ressonancia
nuclear magnética, espectografia de massa, ultra-violeta e infra-ver
melho, cromatografia, colorimetria e polarografia, destacam-se pela
sua especificidade, porem alguns destes, sao bastante dispendiosos.
Nos ultimos anos, com o advento da cromatografia de gas-1liquido, tor
nou-se possivel a separacao e avaliacao de um inseticida ou mistura
de produtos em amostras preparadas. Os metodos biologicos: inibigao
da colinesterase e o emprego de insetos ou outros organismos animais,
seﬁsiveis a inseticidas, fornecem resultados satisfatorios. A bio-
analise e, sobremaneira, sensivel, de grande exatidao, simplicidade e
versatilidade, apresentando como limitagaes, as dificuldades no au
mento da sensibilidade e a falta de especificidade. Assim, novas es
pecies de organismos sao necessarias para o aperfeigoamento da sensi
bilidade, a fim de serem testados materiais pouco toxicos. Tecnicas
mais sofisticadas, tambem, sao imprescindiveis para removerem a in
terferencia do extrato natural, resultando em melhoria da precisao
dos resultados. Embora este metodo seja, ainda, bastante empregado,
o estabelecimento da sua validade so e possijel, analisando-se uma

A,

. . . « ™ v . % . ’ .
serie de amostras recuperadas pela adigao de diversos niveis prati



cos de toxicos ao material nao tratado.

O QUADRO I exprime os resultados comparativos da deter
minagao de residuos de inseticidas em diversos substratos, pela bio-

analisc- e outros metodos analiticos convencionais (SUN, 1957).

Com o fito de evitar-se riscos de intoxicagao aos consu
midores de produtos tratados com defensivos quimicos, a Comissao da
FAO (Organizacao de Alimentagao e Agricultura das Nagoes Unidas)

WHO (Organizaqao Mundial da Saude) estabelece as tolerancias resi
duais em cada alimento. No Brasil, os limites de tolerancia sao re
gulados por lei, sofrendo revisoes periédicas pela Comissao Nacional
de Normas e Padroes para Alimentos do Ministerio da Saﬁde, com base

nos trabalhos norte-americanos.

Objetiva-se, pela adogao do metodo de bio-anélisg, de
terminar valores de toxicidade de inseticidas organo—fosforadosA pPa

ra larvas de Aedes aegypti (L.) e residuos, oriundos destes produtos,

em culturas de alface, couve e almeirao. A finalidade precipua da
pesquisa e a consecugao de subsidios que permitam indicar os interva
los de seguranga entre a ultima aplicagao e a colheita, visando pre
servar a saude dos consumidores. A justificativa da presente inves
tigacao, estriba-se em dois aspectos fundamentais: a importancia das
hortaligcas em mengao, na alimentagao humana e a falta de informagoes
no Brasil sobre a persistencia dos residuos em estudo, nas aludidas

culturas.,
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2. REVISAO DE LITERATURA

Consultando-se a literatura especializada, verifica-se
que ha um numero limitado de pesquisas, no Brasil, sobre residuos de
inseticidas organo-fosforados em hortaligas. No exterior, muitas
investigagoes tem sido desenvolvidas, permitindo reunir um apreciavel

acervo de informagoes.

PIGATTI & MELLO (1961) estabeleceram as dosagens e do

ses letais 50% de alguns inseticidas clorados e fosforados, respecti

vamente, para larvas do 32 instar de Culex pipiens fatigans Wied e

adultos de Musca domestica L., provenientes de varias regioes do Es

tado de Sao Paulo, visando facilitar estudcs posteriores de aumento
de resistencia. Baseando-se em observagoes anteriores, nao verifica
ram aumento de resistencia a lindane, nem aumento de tolerancia a
DDT, metoxicloro e dieldrim, em se tratando do culicideo. Moscas do
’ N 4 . . . . . ‘
mesticas foram sensiveis a diazinom, malatiom e triclorfom, porem,

mostraram-se resistentes a BHC (isomero gama), DDT e dieldrim.

DIXON & BRUST (1971) investigaram a eficieéncia dos inse
ticidas cloropirifos, biometom, malatiom, fentiom, propoxur, metoxi

cloro e DDT, em bio-analise com larvas de Aedes flavescens (MUller),

Cylg§73arsalis Coquillett, Culiseta inornata (Williston) e Aedes ve

xans (Meigen), em pogos artificiais, especialmente construidos.

NOLAN & WILCOXON (1950) descrevem um metodo para a bio-
analise de paratiom, usando larvas de Aaaegxgtia BUSHLAND (1951),
tambem utilizou larvas do mesmo culicidéo, na detecgao de insetici

das organicos em produtos animais. BURCHFIELD & HARTZELL (1955) ado-



taram o teste fisiologico de fotomigragao com larvas de A.aegypti,na
determinagao de varios inseticidas organicos em alimentos, usando co

mo criterio de avaliagao, o valor T isto e, o tempo necessario pa

50°
ra que 50% da populagao se torne imobilizada. Por outro lado, HAS
SETT et al. (1960) descrevem o aparelho utilizado neste teste fisio
logico.

Microcrustaceos, como Daphnia magna Straus, tambem, en
contram a sua utilizacao no campo da bio-analise de inseticidas, con

forme trabalhos de DEWEY & PARKER (1964), FREAR & BOYD (1967) e PAR

KER et al. (1970).

ROBERTS et al. (1962) estudaram a persistencia de inse
ticidas no solo e seus efeitos sobre a cultura algodoeira, durante 3
anos. Analises de residuos pelos métodos, biologico, com Drosophila

melanogaster Meig, cloro-organico total e colorimetrico, mostraram

que, DDT persistiu em maior proporgao, seguindo-se-lhe, em ordem de
crescente, o BHC, malatiom e azinfos metilico. Nao encontraram dife
rengas significativas na germinagao, crescimento, frutificaq50<n1pp2
dugao do algodoeiro, atribuidas a alta proporqao inicial por acre e

subseqllente quantidade anual dos inseticidas aplicados.

Trabalhos, relatando a persisténcia, degradagao,bio-ati
vidade e movimento de forato e outros inseticidas, aplicados no so

lo, em ensaios biolégicos com Acheta domesticus (L.) e A.pennsylvani

cugs (Burmeister) foram conduzidos por BURKHARDT & FAIRCHILD (1967) e

SHANKS & GETZIN (1970),

PIGATTI et al. (1961) pesquisaram residuos de aldrim,
lindane, heptacloro, paratiom, toxafeno e BHC, aplicados em dosagens
normais e duplas, em solos cultivados com batatinha. Para os clora

dos, adotaram a bio-analise com larvas de C.pipiens fatigans e para




o paratiom, inibigao da colinesterase. As analises de residuose gos
to, mostraram que, aldrim e heptacloro apresentaram residuos prejudi
ciais nas dosagens duplas; lindane, BHC e paratiom alteraram o gos

to dos tuberculos.

PIGATTI & ORLANDO (1959) analisaram a eficiencia dos in
seticidas forato e dissulfotom no tratamento de tuberculos de batati
nha, comparada com as pulverizagaes foliares de paratiom e demetom
metilico, visando o controle de pulgoes. A anélise9 pelo metodo de
inibigao da colinesterase, revelou a presenca de residuos inferiores

a 0,5 ppm, o minimo de sensibilidade que o metodo permitiu detectar.

PIGATTI et al. (1967), trabalhando com fentiom, detecta
ram, por inibigao da colinesterase, residuos em frutas frescasdepég
sego, ameixa e maga, inclusive em compotas e doces em massa fabrica
dos com péssego. O produto degradou-se, lentamente, sendo a persig
tencia proporcional é<dosagem aplicada e com os fatores climéticbs,
principalmente, a temperatura, influindo na velocidade dedegradagao.
Nas conservas fabricadas, a persisténcia foi superior a 1 ano, prin

cipalmente, quando mantidas a baixas temperaturas.

Adotando o metodo de inibigao da colinesterase, VAN MID
DELEM & BARANOWSKI (1962) observaram que amostras de frutos de toma
teiro, colhidas em diferentes epocas e em varios estagios de matura
gaov acusaram residuos de forato, inferiores a 0,10 ppm; nas folhas,

situaram-se no intervalo de 0,04 a 4,0 ppm.

PIGATI (1961), investigando residuos de demetom meti{i
co em tomateiro, verificou a ausencia do toxico nos frutos, mesmo
2k horas apos as pulverizagoes. No entanto, nas folhas, atingiram
6,0, 3,0 e 1,0 ppm, respectivamente, para 1, 7 e 14 dias. Apos 27

dias, desapareceram,



KANAZAWA (1972), usando cromatografia de gés, constatou
que, 5 dias apos a pulverizagao, malatiom apresentou residuosde0,0B
ppm e com 10 dias, decresceram para menos que 0,001 ppm, em tomate,
quando empregou o concentrado emulsionavel a 50%, na proporggo de

1500 litros de calda/ha.

MAC RAE & McKINLEY (1963) descreveram dois metodos de
cromatografia de papel, adotados na identificagao de varios inag;igi
das organo-fosforados na presenca de extratos de maga, alface, re

polho e laranja.

McKINLEY & JOHAL (1963) discorrem sobre a tecnica de ini
biggo da enzima esterase, por diversos inseticidas fosforados, atra-
ves de cromatogramas de papel, utilizando-se extratos de maga; alﬂi

ce, morango e ervilha,

MOLLHUFF (1967), atraves de detector de captura elet;é
nica, determinou residuos de paratiom etilico, paratiom metilico, fe
nitrotiom, clorotiom e tricloronato, em magas, couve, batatinha e

amostras de solo, com precisao de 0,1 a 0,05 ppm.

SANDRONI & SCHLITT (1971), trabalhando com amostras de
maga, alface, repolho e cenoura, atraves de cromatografia de camada
delgada, conseguiram avaliar residuos menores que 0,05 ppm e 0,05

ppb, respectivamente, para inseticidas clorados e fosforados.

BECKMAN et al. (1965) descrevem uma tecnica analitica
que permitg a recuperagéo de paratiom etilico em vegetais, especial
mente do geénero Brassica. O toxico e separado de muitos inseticidas
clorados que podem causar interferencia na resposta gés—cromatogréfi
ca. Tecnicas de captura eletronica detectaram produtos clorados e

4 3 s . ~ . 3 .
metodos colorimetricos e captura eletronica, foram utilizados na de-

terminagao de paratiom.
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LIPPOLD et al. (1967) avaliaram, comparativamente, por

metodos quimicos, fisicos e biologicos, com D.melanogaster, o desapa

recimento dos residuos de paratiom etilico em brécoli, provenientes
de pulverizagoes de 0,5 e 0,8 1b de p.a./acre. Amostras colhidas no
intervalo de O a 7 dias, a partir da ultima aplicagao e a colheita
apresentaram residuos de 0,6 e 0,7 ppm, respectivamente, pela bio-
analise. Os outros metodos analiticos acusaram, no mesmo periodo,
niveis residuais, variando de O a O,1 ppm e O a 0,2 ppm. Obtiveram

o valor de meia vida para o toxico, equivalente a 3,3 dias.

Utilizando cromatografia de gas, HOELSCHER et al.(1968)
pesquisaram residqos de parations etilico e metilico em repolho e er
vilhas, em diferentes dosagens, durante o estagio de frutificacgao.
Em repolho, 14 dias apos a ultima aplicagao, os residuos de ambos pro
dutos estavam abaixo do limite de tolerancia. O curto intervalo en
tre as aplicagoes e as altas proporcoes destas, forneceram residuos

superiores a 1 ppm, em ervilhas, 5 dias apos a ultima pulverizagao.

DAVID & ALDRIDGE (1957), em ensaios de aplicagao de pa-
ratiom etilico na forma de solugao em torno das raizes de repolho,
feijao e trigo, estudaram a sua translocagao, atraves das partes epi

geas. Bio-analise com Brevicoryne brassicae L., Myzus persicae Sul

zer, Pieris brassicae L., Aphis fabae Scop e larvas de A.aegypti,re

velou a toxicidade do produto na parte aerea. Em plantas tratadas
com paratiom puro, a translocagao de paraoxon formado sob a influéﬂ
cia das raizes foi suficiente para provocar os efeitos toxicos. Com
o produto comercial, analogos ou isomeros presentes, como impurezas,

concorreram tambem, para a translocagao.

SMITH & CLIFFORD (1950) investigaram a translocagao de

paratiom etilico aplicado na folhagem e sua absorgao em partes comes
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tiveis de diversos vegetais, como raizes, folhas jovense frutos,atra
ves de metodos colorimetricos. Ensaios com plantas de feijao de 1i
ma, beterraba, repolho, tomate, couve e outras indicaram que, em al

guns casos, o inseticida translocou-se em quantidades minimas.

SLOAN et al. (1951) ressaltam a importéncia(h)crescimeﬂ
to e influéncia dos fatores ambientais sobre as perdas residuais de
DDT e paratiom etilico, em alface. A acao combinada destes fatores,
durante 2 semanas, concorreu para uma redugao de 94 a 95% de DDT e
99% dos residuos de paratiom. Somente o crescimento provocou a redu
cao aparente dos residuos, no fim de 2 semanas, antes de colheifa,dg

vido ao aumento do peso da planta.

KALKAT et al. (1961) desenvolveram estudos dos efeitos
da temperatura e umidade controladas na vida residual de formulagoes
de heptacloro, aldrim, diazinom, paratiom etilico, malatiom e uma so
lugcao de epoxido de héptacloro, em bio-analise com adultos de Tribo

lium castaneum (Herbst).

COFFIN (1966), trabalhando com paratiom etilico e mala
tiom, pulverizados em alface, a 400 g de p.a./acre, demonstrou, atra
'ves de cromatografia de papel, que residuos do primeiro decresceram
de 1,9 a 0,1 ppm em 4 dias. Residuos de malatiom atingiram 11,5 e
0,1 ppm, respectivamente, 4 horas e 10 dias apés a aplicagao. Detec
tou paraoxon, malaoxon e outros metabolitos nao identificados, du

rante 2 dias.,

SMITH 21 El' (1952), em ensaios com culturas de alface,
observaram a excessiva persistencia residual de paratiom etilico e
sulfotepp por 3 semanas, aproximadamente, analisados, respectivamen
te, por colorimetria e inibigcao da colinesterase, mostrando que tais

produtos so deveriam ser indicados nos estagios iniciais do cresci
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mento,

VAN MIDDELEM et al. (1971) averiguaram residuos de car
bofuram e 3-hidroxi-carbofuram em alface, pelo metodo de cromatogra
fia de gas-liquido. Residuos combinados dos dois produtos, atingi
ram os valores de 0,19 ppm; quando utilizados no solo, na forma gra

nulada e 0,14 ppm, aos 14 dias apos a ultima aplicagao foliar.

KRUEGER et al. (1973) verificaram, por métodos fisico-
quimicos9 que mudas de alfage regadas com solugaes de forato e aldi-
carbe e mantidas em casas de vegetagao tiveram aumento de peso, cor
respondentes a 65 e 70%, respectivamente, quando receberam atmosfera
enriquecida de gas carbonico., O metabolismo dos produtos nao foi al

terado pela alta atmosfera de 002o

KASTING & HARCOURT (1952), atraves de metodos cromato
gré.ficos9 verificaram que residuos de paratiom etilico em couve-flor,
provenientes de varias pulverizagf)es9 atingiram o teor medio de 1,2

ppm, 6 dias apos o ultimo tratamento.

RICHARDSON & WESTDAL (1963), utilizando malatiom no con

trole de Macrosteles fascifrons (Stal) em alface, observaram que, 9

dias apos a ultima das varias aplicagoes, havia um residuo inferior a

0,5 ppm.

Investigagoes de WESTLAKE & BUTLER (1953) detectaram re
siduos de malatiom em frutos e folhas de diversos vegetais., Os re
sultados mostraram que os depositos sofreram perdas, rapidamente. Re
siduos em magas e peras foram inferiores a 0,5 ppm, 14 dias apbs o
tratamento; em pessegueiro, atingiram de 1,0 a 2,0 ppm; no mesmo pe
riodo. Aos 6 dias, em brocoli, feijao e pepino, foram infimos. Em
espinafre, assumiram 4 ppm, tambem, aos 6 dias, porem com 12 dias,

- . . .
apenas tragos do toxico persistiram.
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SMITH et al. (1954), trabalhando com malatiom, pesquisa
ram, atraves de metodos colorimetricos, residuos em alface, tomate e
cebola. No primeiro caso, com formulagoes de aerosol detectaram, 1
hora apés, depésitos da ordem de 21 ppm. Aos 13 dias, os residuos
desapareceram. Em frutos de tomateiro, com as mesmas formulagoes,
os depositos iniciais foram de 1,05 e 0,31 a 0,41 ppm, porem com 12
dias; nao detectaram a presencga do toxico. Nas formulagaes de p6 se
co, emulsao e po molhével, 7 dias apos as aplicagaes, observaramO0,0,

‘0,22 e 0,22 ppm, respectivamente, em folhas de cebola.

SMITH et al. (1955) estudaram a influencia da lavagem na
redugao dos residuos de malatiom, nas formulagoes de po seco,concen-
trado emulsionavel e po molhavel, em diferentes vegetais, como br6c2
1li, couve, alface, frutos de tomate, alem de outros. Em todos os ca
sos, houve redugéo apreciével dos residuos quando as amostras sofpg
ram lavagem de 30 e 60 seéundos, analisadas por metodos colorimétpi

€Co8.

KILGORE & WINDHAN (1970) analisaram os efeitos dos pro
cessos de coccao e armazenamento a baixas temperaturas, sobre amos
tras de brécoli, no desaparecimento dos residuos de malatiom,. empre
gando cromatografia de gas. Apos o cozimento, plantas colhidas a
partir de 1, 2, 3 e 4 dias depois das aplicagaes, apresentaram per
das medias de 9, 34, 8 e 7%, respectivamente. Plantas cruas, coleta
das nos mesmos intervalos, mostraram perdas equivalentes a 45, 69, 75

e 77%, respectivamente, apos 6 meses armazenadas em refrigerador.

Pesquisas de RAI et al. (1957) comprovaram a influencia
da desidratagao de alfafa na reducao dos residuos de malatiom, esti-
mados atraves de metodo colorimetrico. Constataram que, durante o

processo houve perdas residuais correspondentes a 69%.



= 14 =

WAITES & VAN MIDDELEM (1958), usando metodos colorimé
tricos verificaram que, folhas de nabo pulverizadas com malatiom a
10,1, 20,2 e 30,3 ongas de ingrediente ativo/acre, forneceram depéqi
tos iniciais da ordem de 1,3, 2,1 e 4,5 ppm, respectivamente. .Aos 7
dias, os residuos situaram-se nos intervalos de 0,6 a 0,9 ppm, 0,9
a 1,1 ppm.e 0,9 a 1,3 ppm. Em couve,; com duas pulverizaqaes a 16
ongas/acre9 os residuos nao foram superiores a 3,9 ppmy, 3 dias apés

a ultima aplicagao.

Com a utilizagao do 192 instar da larva do diptero Hyle

mya brassicae (Bouche), READ (1971) analisou a ativagao, desativagao

e absorgao dos componentes toxicos dos inseticidas; carbofuram, fan
fur, forato, tionazim e tricloronato em plantas de naboy, comparando-

se o8 dados obtidos com fensulfotiom.

HIGHTOWER (1959) tece consideragaes sobre os efeitos das
temperaturas elevadas e altas intensidades de luz natural, sobre a
toxicidade residual de malatiom, paratiom metilico e azinfos métili

co em plantas de algodoeiro, pela bio-analise com Anthonomus grandis

Boh. . Exposigaes a temperaturas acima de 37,8°C por 4 a 6 horas, du
rante 24 horas, quase nao afetaram a toxicidade dos produtos. No en
tanto, intensidades luminosas da magnitude de 13,000 '"foot=candles" e
altas‘temperaturas9 afetaram os residuos de malatiom e paratiom meti

lico,

WOLFENBARGER & SHAVER (1973) preconizam a utilizagao da
tecnica de espectrofotometria de infra-vermelho na determinagao dos
residuos de malatiom, malaoxon, azinfos metilico, seu analogo P = 0O,

EPN;, EPNoxon, fenitrotiom e fenitrotiomoxom, em folhas de algodoeiro,

Ensaios de PIGATTI & AMARAL (1960), com adultos de M,

domestica e larvas de 39 instar do C.pipiens fatigans permitiram es




timar residuos de paratiom etilico e malatiom,correspondentes a 0,11
e 0,03 ppm e 0,47 e 0,21 ppm, respectivamente, em amostras de cogume
los crus e cozidos, colhidas 2 dias apos o tratamento. Confirmaram a

presenga dos residuos atraves de cromatografia de papel.

SUN & SANJEAN (1961) mencionam a utilizagao de meios fi
sicos, quimicos e biologicos na separagao e determinagao de insetici
das, em bio-analise especifica. Os resultados indicam que residuos

de mevinfos, podem ser determinados pelo metodo de bio-analise com D.

melanogaster na presenga de alguns inseticidas inibidores da colines
terase, como paratiom etilico, malatiom, paraoxom,diazinom, paratiom

metilico, carbofenotiom, azinfos metilico, demetom, TEPP, etiome car

baril, com interferencia de menos de 7% de mevinfos aparente.

WINTERLIN et al. (1970) descrevem um processo, simples,
rapido e sensivel, capaz de detectar os dois isomeros de mevinfos,
independentemente. A tecnica envolve cromatografia de gés-iiquido
podendo detectar residuos em extratos de plantas de feijao e alcachg

fra, tanto quanto 0,01 ppm.

ATKINS et al. (1961), trabalhando com inibigao da coli
nesterase determinaram residuos de mevinfos, da ordem de 0,01, . 0,04
e 0,03 ppm, correspondentes as aplicagoes de 1,0, 1,5 e 2,0 lb/acre9
respectivamente, em frutos de laranja. O valor de meia vida para o

toxico, RL foi de 2 dias.

50°

Em alfafa, o metodo espectrofotométrico de imibigao da
colinesterase péde avaliar a dissipacao de residuos de mevinfos, aos
4 dias quando utilizado na razao de 4 ongas/acre, O produto apresen

tou um certo grau de fitotoxicidade (HUDDLESTON & GYRISCO, 1961).

PIGATTI et al. (1967)9 Pesquisando residuos de mevinfos
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em couve-flor, pela inibicao da colinesterase, determinaram que a
partir do 39 dia, os residuos encontrados nas folhas e cabecga esta

vam abaixo do limite de tolerancia.

COFFIN & McKINLEY (1964) observaram o decrescimo dos re
siduos de mevinfos e diazinom em alface, da ordem de menos de 0,1

ppm, aos 3 e 10 dias, respectivamente, apos a aplicagaoo

Em plantas, residuos de diclorvos tem sido identificadecs
por analise enzimatica (GIANG et al., 1956) e bio-analise (SUN & JO
HNSON, 1963). Ultimamente, BOONE (1965) e DRAGER (1968) descreveram
técnicas de determinagao deste produto em frutas e vegetais, atraves

de cromatografia de gas.

VARDELLiLo (1973), trabalhando com sementes de trigo,
observaram que, logo apos a aplica(;ao9 os residuos de diclorvos va
riaram de 2,4 a 6,0 ppm nas amostras analisadas pelo metodo espéctrg
fotometrico de inibig&o enzimatica. Com 1 semana, atingiraml,3 ppm.
A temperatura dos graos afetou, consideravelmente a taxa de degrada

gao dos residuos,

NELSON et al. (1966), analisando residuos de dimetoato
em diversos vegetais, pelo metodo colorimetrico do clorodinitrobenze
no, observaram o seu desaparecimento nas amostras de brocoli, couve,

espinafre e nabo, 14 dias apos a aplicacao. Em feijao de lima, fei

jao, soja e ervilha, persistiram aos 21 dias.

Pesquisas de MENZER & DITMAN (1963) avaliaram residuos
de fosfamidom em varios vegetais, pelo metodo analitico do fosforo
azul de molibidenio. Residuos provenientes de diversas dosagens efe
tivas desapareceram aos 4 dias da aplicacao, em br&coli9 feijao de
lima, alface e outros vegetais. Em espinafre e ervilha, com 8 e 9 a

16 dias, respectivamente. Nao detectaram residuos em pepino, melao,



raizes de beterraba e tuberculos de batata e, em tomate foram muito

reduzidos.

SUN & JOHNSON (1965) referem-se a um metodo analitico
adotad” na determinacao de residuos de dicrotofos. A sua especifici
dade baseia-~se, essencialmente, na integragao de tecnicas fisico-qqi
micas e biolégicas9 sendo os principais fatores responsaveis na redu
gao da interferencia de outros inseticidas, a toxicidade para o inse
to, rapidez desta toxicidade, efeito sinérgico,.partigéo égua—solveﬂ
te e estabilidade alcalina, A influencia de alguns dos 26 insetici-

das fosforados, 3 carbamatos e 17 clorados observados foi inferior a

6%.

MURPHY et al. (1965) descrevem um metodo colorimetrico
de analise, utilizado na estimativa de microquantidades de residuos
de dicrotofos, em alface, aipo, cascas de limao e laranja, batatas,

feijao e tomate, com sensibilidade inferior a 0,20 ppm, quando utili

garam amostras de 125 g.

GIANG & BECKMAN (1968) analisam a tecnica de cromatogra
fia de gas-liquido na detecgao de residuos de dicrotofos e monocroto
fos. O metodo e bastante especifico9 simples e de alta sensibilida

de., Emnsaios com alface, acusaram residuos de 5 ppb.

Segundos dados de MONTECATINI EDISON S.p.A. (1967), re
siduos de fentoato tem sido investigados por metodos radiometricos,

dotados de elevadissima sensibilidade e baseados no uso do produto

marcado tom P32 e biologicos com D.melanogaster., Constataram que,

de um modo geral, a concentracao do toxico nas partes comestiveis de
diversas plantas diminui rapidamente, tanto que em magas e peras nao
foi  superior a 0,3 ppm e em couve, inferior a 0,1 ppmy, apos a

colheitao



DE PIETRI-TONELLI & BARONTINI (1964), comparando a efi
ciencia de fentoato com paratiom etilico e arseniato de chumbo, con

tra Carpocapsa pomonella (L.) em magas, observaram atraves da bio-

analise com D.melanogaster que, nos frutos, as quantidadesdo toxico,

aplicado a 0,04%, foram grandemente afetadas pela epocade aplicagao,
sendo os depositos decompostos mais rapidamente em magas em cresci
mento do que em maduras. Um dia apos o tratamento, os residuos fo

ram menores que 1 ppm.

UNTERSTENHUFER & FREHSE (1963), coligindo informagdes de
varios autores, mencionam os mais importantes intervalos de seguran
ca, em dias, de diversos paises europeus para os seguintes insetici

das:

- diazinom: Belgica (14), Dinamarca (14), Alemanha (10),
Inglaterra (14), Franga (15), Holanda (10), Italia (14),Noruega (14),

Austria (14), Suecia (14) e Suiga (10/14);

- paratiom metilico: Belgica (14), Alemanha (14), Fran
ca (15), Italia (21), Noruega (14), Austria (21), Suecia (30) e Sui

ca (31);

- mevinfos: Austria (14), Dinamarca e Suecia (4) e ou-

tros paises (3 a 7 dias).

GIANNOTTI et al. (1972) recomendam a utilizagao de inse
ticidas de baixo efeito residual no tratamento das plantas que se des
tinam a alimentacao direta do homem ou animais domesticos. De um mo
do geral, o tempo necessario, em dias, que deve ser observado entrea
aplicaqao e a colheita, para diversos produtos organo-fosforados e
o seguinte: paratiom etilico 7 a 21; paratiom metilico 7 a 21; ma

latiom 1 a 14; mevinfos 1 a 3 e, em casos excepcionais, 1kj; diazi
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nom 7 a 14; EPN 14 a 21; metil demetom e outros sistemicos aplica
dos em pulverizagaes 21; carbofenotiom 7 a 30; azinfos etilico 7 a
30; triclorfom 14 a 28. A variacao observada, relaciona-se com a
especie do vegetal e propriedades toxicas do defensivo. Geralmente,
os limites superiores referem-se a hortaligas, frutos, forrageiras,
cereais e outros produtos agricolas, utilizados diretamente na ali

mentagao humana ou animal. Os inferiores, reservam-se aos produtos

manipulados antes do consumo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1, Toxicidade dos inseticidas fosforados para larvas

de A.aegypti.

Para avaliagcao da suscetibilidade de larvas de A.aegyp

et
e

t no 40 instar, a inseticidas fosforados, ensaios biologicos foram
conduzidos com o inseto obtido da criagéo permanente do Departamento
de Entomologia da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" -

USP, cuja raca e originaria dos laboratorios da Divisao de Quimica
9 G

da Rhodia - Industrias Quimicas e Téxteis9 situada em Paulinia-SP.

Como trabalho preliminar, efetuou-se alguns experimen
tos, visando estabelecer intervalos de concentracao dos inseticidas,
capazes de provocar mortalidades crescentes nas larvas. Para tanto,
preparou-se solugSes dos produtos tecnicos empregados, com acetona
destilada, em concentragoes conhecidas, partindo de padroes de con
centragao 1 mg do principio ativo/ml, no mesmo solvente. Baseando-se
nos resultados observados, determinou-se, por tentativa, intervalos

de mortalidade, em funcao de dosagens crescentes dos toxicos.

Posteriormente, em copos plasticos, encerrando cada um
20 larvas do organismo—teste em 100 ml de agua destilada, aproximada
mente; acrescentou-se quantidades variaveis e conhecidas dos produ
tos tbxicos9 atraves de transferencia de volumes exatos, que nao ex
cedessem a 1,0 ml, nem fossem inferiores a 0,1 ml;, de maneira a for
necerem solugoes de concentragoes desejadas. Os inseticidas utiliza

. ~ . % . .

dos e suas respectivas concentragoes de principio ativo no produto

tecnico, e as concentragoes finais dos toxicos diluidos ‘em 100 ml de



1]

21

’ 3 ~ 3 3 3 ]
agua destilada, sao a seguir discriminados:

produto tecnico Po.ao concentracoes
(%) (ppm)
a) diclorvos 100,00 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09
e 0,10
b) mevinfos 60,00 0,05, 0,06, 0,07, 0,08,0,09,

0,10, 0,12, 0,15 e 0,18,

¢) paratiom meti 80,00 0,004, 0,006, 0,008, 0,010,
lico 0,011, 0,012, e 0,013,

d) paratiom eti- 98,76 0,008, 0,010, 0,011, 0,012,
lico 0,013, 0,014, 0,016 e 0,018,

e) fentoato 92,00 0,010, 0,012, 0,020, 0,025,

0,030, 0,040 e 0,045,

f) diazinom 99,60 0,08, o,10, 0,15, 0,20,0,25,
0,30, 0,35, 0,40 e 0,50.

g) malatiom 99,60 o,10, 0,12, 0,16, 0,20,0,22,
0,25, 0,30 e 0,40,

Cada tratamento constou de 2 repetigses, com a testemu-
nha, recebendo apenas 1,0 ml de acetona destilada, a fim &e posSibi
litar a corregao da mortalidade de larvas, que ocorre naturalménte.
Apos 2L horas, investigava-se a resposta fisiolégica da populagao,
determinando-se as percentagens de mortalidade, sendo consideradas
mortas ﬁs larvas gue ao serem tocadas com um bastao de vidro, mostra
vam-se incapazes de executar movimentos natatorios apreciaveis. Em
virtude ﬁa auséncia de mortalidade no léﬁé;testemunha, dispensou-se

&Autilizacao da formula de ABBOTT (1925).

Finalmente, estabeleceu-se as curvas-padrao, dosagem x

mortalidade, atraves de regressao linear, de conformidade .com BLISS
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(1953). Substituindo-se o parametro y das equagoes de regressao pe
los prébites correspondentes a 50% de mortalidade, calculou-se o va
lor Lc50° Estabeleceu-se, ainda, os valores LC

possibilitar o tragcado das linhas 1ld-p, locando-se, em torno destas,

20 © LCBO’ a fim de

as percentagens medias de mortalidade expressas em probites., Os en
saios desenvolveram-se no Laboratorio de Toxicologia do Departamento

de Entomologia da ESALQ.

3.2. Aplicacao dos inseticidas

Em culturas de alface, couve e almeirao, pertencentes
as variedades Baba, Manteiga e Folha Larga, respectivamente, proce
deu-se as aplicacoes dos inseticidas, em pulverizagoes, 25 dias an

tes da colheita, havendo-se observado as recomendagoes oficiais para
a sua utilizacao. Instalou-se os experimentos em conformidade ao de
lineamento inteiramente casualizado, com 7 tratamentos e 2 repeti
¢oes, na horta de propriedade do Sr.Benvenuto Bragato, sito em Pira
cicaba-SP. Cada parcela abrangeu, em media, 18, 10 e 12 plantas,dis
tribuidas em canteiros uniformes, para alface, couve e almeirao, res
pectivamente. Em campo separado, manteve-se canteiros=testemuﬁha.F2

ram utilizados os seguintes tratamentos:

Inseticida formulacao quantidade (p.a/ha)

aproximadamente (*)

A =diclorvos C.E.(1) 100% 2,550 ml
B - mevinfos S.C.(2) 24% 1.220 ml
C - paratiom metilico C.E. 60% 1.430 ml
D - paratiom etilico C.E. 60% 820 ml
E - fentoato C.E. 50% 3,060 ml
F - diazinom P.M.(3) 40% 1.770 @

G -malatiom C.E. 50% 3,740 ml
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(1) - concentrado emulsionavel
(2) - solugao concentrada
(3) - po molhavel

(*) - quantidades para cada aplicagao
Efetuou-se 3 pulverizagoes, espagadas de 7 dias, inici
ando-se em 22/08/1973, com pulverizador manual a alto volume. Cada

preparacgao recebia 2 cc do espalhante adesivo Novapal/litro de calda.

3.3, Efeitos dos materiais co-extraidos

Nos canteiros-testemunha, em plantas que atingiam o pon
to de colheita, realizou-se a amostragem de folhas, sendo em seguida

o material colhido conservado a temperatura de —20°C.

O metodo analitico adotado, baseou-se na técnica-propqg
ta por LAUG (1946), com algumas modificagoes. Tomou-se amostras de
50 g trituradas em desintegrador eletrico, procedendo-se a extraggo
com 150 ml de eter de petroleo destilado e 60 g de sulfato de sodio
anidro, mediante homogeneizagao (fig.l), durante 4 minutés. Subme
tia-se o material resultante a filtragao em papel de filfro, atraves
de 15 g do referido sal. Para fins analiticos trabalhou-se com 75
ml do filtrado, inserindo-o num evaporador rotativo, Blichi, a vacuo
(fig.2), a temperatura de 42°C * 2°C, ate restar apenas 5 ml deste
material, aproximadamente. A seguir, removia-se o solvente remanes
cente com auxilio de uma bomba de ar comprimido. Posteriormente, di
luia-se os materiais co-extraidos em exatamente 5 ml de acetona des
tilada. Face a sua interferencia nos resultados da bio-analise de

monstrou-se, experimentalmente, que 0,5 dos extratos diluidos9 das
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hortaligcas, nao provocavam nenhuma mortalidade nas larvas, sendo,por

tanto, considerada segura a sua utilizagao em todos os ensaios biolo

giess desenvolvidos.

Em copos plésticos, com 20 larvas do inseto-teste, jun
tava-se 0,5 ml do citado material a 100 ml de agua destilada,_aproxi
madamente, em ensaiqs com 3 repetigoes para cada hortaliga, acresci
dos de uma testemunha., Passadas 24 horas, obtinha-se a resposta fi
siolbgica da populagao. Durante os ensaios a temperatura do laboraté

. . +
rio variou de 250 - 20C°

3.4, Estabelecimento dos niveis de depésitos ou resi

duos

Apos a ultima aplicagao, colheu-se amostras a diferen
tes intervalos de tempo: logo em seguida ao tratamento, 1 dia, 3, 7
e 14 dias depois. Considerou-se como depositos as quantidades téxi
cas detectadas nas duas primeiras amostragens, A tecnica analitica
foi semelhante a adotada no item anterior, submergindo-se 20 larvas
da populagao experimental, em solugoes aquosas de 100 ml, aproximada
mente, a uma a1iquota>de 0,5 ml dos extratos dissolvidos em acetonae
empregou-se 2 repetigoes por parcela. Ao cabo de 24 horas, obtinha-
se as leituras de mortalidade. Com as percentagens medias de morta-
lidade, transformadas em probites, substituidas nas equa§5es de re
gressﬁo9 avaliou-se as quantidades dos toxicos nos copos. Estas, ao
serem multiplicadas pelos respectivos fatores de corregao ediluigﬁo,
forneciam os teores nas amostras, em ppm, correspondendo a media das
parcelas. Quando os extratos provocavam mortalidade total das lar

e . e ~ e % . e
vas, fazia-se diluigoes em diversos niveis de acetona e repetia-se as



= 25 =

mesmas operagoes, anteriormente mencionadas. Pelo metodo em analise,
mortalidades medias compreendidas fora do intervalo de 10 a 90% in
clusive, foram desprezadas e as quantidades dos toxicos a elas cor
respondentes, consideradas nao detectaveis (N.D.). Para prop&sitos
do estabelecimento de periodos de carencia dos inseticidas, locou-se
diagramas, representando-se no eixo das abcissas os "intervalos de
amostragem, em escala aritmetica e no eixo das or&enadas, os teores
de dep&sitos ou residuos, em escalé logaritmica. A temperatura do

+

laboratorio variou de 25° ¢ ¥ 2%c.

3.5. Calculo dos fatores de correcao

A fim de comprovar-se a validade do metodo analitico ado
tado, tornou-se imprescindivel o tratamento de amostras-testemunha
com niveis ‘conhecidos dos toxicos. Como passo inicial, preparou-se
solugoes padronizadas dos inseticidas tecnicos, em eter de petroleo,
na concentragao de 1 mg do principio ativo/ml, diluindo-as convenieg‘
temente, a seguir, no mesmo solvente, de modo a obter-se com as tec-
nicas analiticas identicas as das amostras analisadas, concentragoes
teoricas em torno do valor LCSO’ em ambiente aquatico de 100 ml. Pa
ra diazinom e malatiom que, provavelmente, sofrem sinergismo na pre
sehga dos extratos, conforme observagoes de laboratorio, utilizou-se

dosagens correspondentes a metade da concentragao letal 50%. Desta

maneiray; fortificava-se amostras de 50 g com 1 ml das citadas dilui-

QaeSo

Determinou-se fatores de correcao para cada nivel de ai
luiqao empregado no estabelecimento dos depésitos ou residuos, isto

4 . s . hd .
e, quando as amostras continham niveis toxicos capazes de provocar
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mortalidades equivalentes ou mesmo inferiores a 100%. No segundo ca
so, o extrato obtido nao sofria diluigao, recebendo a denominagao de
"puro". Com a introdugao de 0,5 ml do material extraido, "puro" ou
diluido, em copos contendo 20 larvas do inseto-teste, em 3} repeti
goes, estimavam-se as percentagens médias de mortalidade, apos 24 ho
ras. A partir destes valores, substituidos nas equagoes de regres
sao, foram calculadas as quantidades dos inseticidas nos copos. Na

avaliagao dos fatores de correcao (f.c.) adotou-se a formula abaixo:

quantidade teorica de inseticida presente nos copos

f.c. = quantidade do toxico recuperada

+

A temperatura do ambiente de trabalho variou de 25°C



Fig.l - Homogeneizador

Fig.2 - Evaporador

rotativo Blchi
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

L.1. Toxicidade dos inseticidas para larvas de

A.ae ti

A avaliacao da suscetibilidade das larvas do organismo
experimental aos esteres organo-fosforados, encontra-se representada
nos QUADRO II a IX. Os Graficos 1 a 7 exprimem as curvas dosagem Xx

mortalidade dos produtos em estudo.

Dos inseticidas utilizados, paratiom metilico mostrou-

se mais toxico a populagao do culicideo, com valor LC50 de 0,0054
ppm, seguindo-se-lhe, em ordem decrescente de toxicidade, paratiom
etilico, fentoato, diclorvos, mevinfos, malatiom e diazinom, cujos

valores de concentracgoes letais 50% foram 0,0137, 0,0186,0,076;0,09%
0,185 e 0,227 ppm, respectivamente. A escassez de informagoes na 1i
teratura consultada impossibilita o estabelecimento de comparagSes
entre estes valores e os observados por outros autores. MONTECATINI
EDISON S.p.A. (1967), trabalhando com fentoato encontrou ) valor

LCSO de 0,016 ppm para larvas de A.aegypti, dado comparével coma pre

sente investigacao.

Os angulos formados pelas retas de regressao com o eixo

das abcissas obedeceram a seguinte escala decrescente: 83027',820185
o o o o o .

81736', 81 02', 79 33', 78°11' e 77 40', respectivamente para para

tiom etilico, diclorvos, mevinfos, malatiom, diazinom, paratiom meti

lico e fentoato. A analise dos graficos correspondentes permitem ob

servar que, nestas situagoes, a medida que o angulo aumenta ha uma

~ ’ . rd .
tendencia de um pequeno acrescimo na dosagem do toxico, acarretar uma
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resposta de mortalidade mais pronunciada nas linhas 1d-p. No caso
presente, o fato ocorreu mais intensamente com paratiom etilico, de
crescendo a partir deste. Entretanto, verifica-se que a diferenga
entre os angulos maior e menor néqvatinge 60, demonstrando a sensibi
lidade comparével do organismo-teste aos ésteres, em termos de tagi

dez de resposta fisiologica a dosagens crescentes destes.

A sensibilidade do organismo a toxicos nos ensaios big
légicos assume capital importéncia sob o ponto de vista de controle e
avaliagao de residuos. Na primeira situagao e evidente que, quanto
mais sensivel for o inseto aos produtos quimicos, maior a possibili
dade de sucesso no controle. Com relagao a A.aegypti, SMITH (1951),
citado por FORATTINI (1965), recomenda como normas de controle,a eli
minagio de focos larvais, facilmente acessiveis, descoberta e destrui
cao dos criadouros escondidos e pouco evidentes e manutengao de ser
vigo permanente de vigilancia, a fim de surpreender e eliminar as
reinfestagoes. Para avaliagao de residuos, uma maior sensibilidade
do organismo, implica na possibilidade de detecgao de menores teores

do toxico.

No controle antilarval, a utilizagao de produtos quimi-
cos, como DDT, BHC e dieldrim tem sido bastante pronunciada, sempre
que a eliminaqao dos criadouros nao e possivel. Enquadram-se neste
caso, as regioes desprovidas de abastecimento d’égua, obrigando a po
pulaqao manter reservatorios domésticos, potencialmentefavoréveis ao
desenvolvimento larval, ou outro sitio, natural ou artificial, onde

a eliminagao nem sempre e facil (FORATTINI, 1965).

Conforme ALMEIDA & SVETLICIC (1972), a legislagao brasi

leira nao permite o emprego de substancias quimicas com LD oral,

50

aguda, para ratos abaixo de 80 mg/kg em residencias e recintos pﬁbli
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cos. Embora os propositos essenciais destas investigagoes nao vi
sem fornecer normas de controle de larvas de A.aegypti e sim aprovei

tar a sua utilizagao na bio-analise de residuos, devido as vantagens
auferidas, baseando-se nos resultados observados, acredita-sena gran
de contribuigao que os inseticidas, fentoato, diazinom e malatiom pPo
deriam prestar no campo da Entomologia Médica, uma vez que, segundo
KENAGA & ALLISON (1969) as doses letais 50% destes produtos enqua

dram-se dentro dos requisitos legais.

Analisando-se o outro aspecto da sensibilidade do orga
nismo em estudo aos inseticidas, as discussoes propostas, anterior
mente, permitem deduzir que, paratiom metilico, paratiom etilico e
fentoato podem ser utilizados na bio-analise de residuos sem maiores

cuidados de limpeza de extratos, devido a sua grande toxicidade.

a) diclorvos

QUADRO II - Mortalidade de larvas de A.aegypti no Lo iqg

tar, sob a acao de diclorvos.

Dosagens N2 de larvas mortas

Media % de mortalidade

(ppm) A B

0,05 1 4 2,5 12,5
0,06 L 3 3,5 17,5
0,07 11 5 8,0 40,0
0,08 11 7 9,0 45,0
0,09 10 14 12,0 60,0
0,10 18 18 18,0 90,0
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b) mevinfos

QUADRO III - Mortalidade de larvas de A.aegypti no 492 ins

tar, sob a agcao de mevinfos.

Dosagens N2 de larvas mortas

Media % de mortalidade

(ppm) A B

0,05 1 - 0,5 2,5
0,06 - 3 1,5 745
0,07 6 4 5,0 25,0
0,08 6 9 745 37,5
0,09 8 8 8,0 40,0
0,10 15 14 14,5 72,5
0,12 17 14 15,5 77,5
0,15 18 19 18,5 92,5
0,18 20 19 19,5 97,5
Test.

c) paratiom metilico

QUADRO IV - Mortalidade de larvas de A.aegypti no Lo ins

tar, sob a acao de paratiom metilico

bosagens N2 de larvas mortas

. Média % de mortalidade

(ppm) A B

0,004 3 6 4,5 22,5
0,006 13 14 13,5 67,5
0,008 16 16 16,0 80,0
0,010 16 17 16,5 82,5
0,011 19 18 18,5 92,5
0,012 20 18 19,0 95,0
0,013 19 20 19,5 97,5

Teét.7; G- - - -
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d) paratiom etilico

QUADRO V - Mortalidade de larvas

de A.aegypti no 49 ins

tar, sob a acao de paratiom etilico.

Dosagens N2 de larvas mortas )

(ppm) A o Media % de mortalidade
0,008 - 1 6.5 2;5
0,010 2 3 2,5 12,5
0,011 A 3 3.5 17.5
0,012 5 2 6,0 30,0
0,013 10 10 10,0 50,0
0,014 8 14 11,0 55,0
0,016 19 10 14,5 72,5
0,018 16 18 17,0 85,0
Test. - - o ‘

e) fentoato

QUADRO VI - Mortalidade de larvas de A.aegypti no Lo ins

tar, sob a acao de fentoato.

N2 de larvas mortas

Posagens Media % de mortalidade
(ppm) A B
0,010 2 A 3,0 15,0
0,012 2 5 3,5 17,5
0,020 12 10 11,5 57,5
. 0,025 17 8 12,5 62,5
0,030 18 13 15,5 77,5
0,040 18 20 19,0 95,0
0,045 20 19 19,5 97,5

Test.

35

]



36 =

Porcentagem

08
06 |

g6 |

86

*13dAboe’y o9p JEISUT g§ Op SEAJe] el

ed O09T7T319 worjeged ap wvmvwﬁmvhoa x wabesop eAIN) - § OJIAVUD

-

100%0

) N

VTTTTTT T T T I T I T T T 71

-]
-
~

o‘¢

Stg

[=]
-
0

"
-
w

SR as mee 0D WIBIR @ VNS
'90Y 212D EX nﬂov-
ngnn quu-P—JE(lOtAI.

Probites



37

Porcentagem

.ﬂvmwmom.< op Je3sul g% op

seaqey evaed 03°03UIZ mu.mvmcMwahos x mabesop ®AIN)

10‘0

- S 0J2Id4VHD

100°0

B

I
"

TTJ\Xil]TIlI]

TV VYT
o

illlJ\llllIﬁT'Tﬁ"rT'

- - - - - - -
-] [v-3 n n - - o
Probites

-
~



f) diazinom

QUADRO VII - Mortalidade de larvas de A.aegypti no 4° ins

tar, sob a agao de diazinom.,

Qosagens N2 de larvas mortas

Media 9% de mortalidade

(ppm) A B

0,08 1 - 0,5 2,5
0,10 1 1 1,0 5,0
0,15 2 2 2,0 10,0
0,20 5 6 5,5 27,5
0,25 8 6 7,0 35,0
0,30 13 18 15,5 7745
0,35 19 16 17,5 87,5
0,40 19 19 19,0 95,0
0,50 20 19 19,5 97,5
Test. - - - -

g) malatiom

tar, sob a agao de malatiom,

Dosagens N2 de larvas mortas
Media % de mortalidade

(ppm) . A B

0,10 2’ 1 1,5 7.5
0,12 1 3 2,0 10,0
0,16 4 7 5,5 27,5
0,20 6 9 7,5 3755
0,22 16 16 16,0 80,0
0,25 18 17 17,5 87,5
0,30 20 16 18,0 90,0
0,40 20 19 19,5 9755

Test. - - - -
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4,2, Influencia dos materiais co-extraidos

Un dos problemas fundamentais na avaliagao de defensi
vos ag—icolas, atraves da bio-analise, consiste na interferencia de
certos constituintes dos substratos, como oleos, ceras, gorduras, es
terois, etc., na expressao dos resultados analiticos, mascarando os
efeitos dos toxicos. Tais substancias podem atuar, diluindo a ativi
dade do produto, na redugao da sua toxicidade ou exercendo efeito si
nergico, quando sao materiais toxicos naturais. Por conseguinte, tor
na-se um imperativo a remocao destes materiais, sempre que se neces
sitam de resultados mais precisos e de alta sensibilidade. Geralmeﬂ
te, os metodos de limpeza de extratos recomendados. para a anélisequi
mica, prestam-se para a bio-analise. Conforme SUN & SUN (1952), sem
uma perfeita limpeza, mesmo extrativos nao téxicos, usualmente, modi
ficam os resultados dos metodos biologicos. Com larvas de A.aégxgti>
oz efeitos dos co-extraidos tem sido mais pronunciados do que com ou
tros organismos (TERRIERE & INGALSBE, 1957). SUN (1957), coligindo
dados de varios autores, menciona téecnicas adotadas na limpeza de ex

tratos de algumas plantas e produtos animais.

Nos experimentos executados, face as dificuldades de uma
limpeza de extratos, especulou-se diversos niveis de materiais ex
traidos, oriundos de amostras de diferentes pesos, com o intuito de
encontrar-se uma quantidade padrao que nao ocasionasse mortalidade
no lote experimental,; nem reduzisse, em grande proporgéo, a sensibl
lidade do metodo. Na ocasiao foram testados varios solventes, caben
do a escolha ao eter de petroleo, devido suas caracteristicas fisi
cas desejaveis. Apos varias tentativas concluiu-se que,para cadahor

talica, 0,5 ml dos extratos dos materiais co-extraidos, provenientes
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de amostras de 50 g, atendiam os requisitos exigidos sem interferir

nos resultados da bio-analise.

4,3, Niveis de depositos ou residuos

Os inseticidas fosforados, na superficie ou no interior
das plantas e tecidos animais, podem ser modificados por hidrolise
ou dissociagao, oxidagao, redugao e, em alguns casos,  isomerizagao,

sendo as duas primeiras reagoes de importancia primordial.

O metodo analitico desenvolvido nao permitiu detectar me
tabblitos9 limitando-se a teores de inseticidas, correspondentes ao
total de todos os produtos toxicos provaveis, oriundos destes fenamg
nos, em diferentes intervalos de tempo, entre a ultima aplicagao e a

colheita.

b.3.1. Alface

Os QUADROS X a XIV expressam, na seqﬂéncia das amostra
gens, os valores dos depésitos ou residuos obtidos e o QUADRO XV apre

senta estes resultados de modo sucinto.

Diclorvos apresentou depésito de 6,9 ppm, com os resi
duos, atingindo 2,4 ppm aos 3 dias. Com 7 e 14 dias nao foram detec
taveis. Nao havendo limite de tolerancia estabelecido, fica impossi
bilitada a avaliagao do intervalo de seguranga. No entanto, uma lim
peza de extrato concorreria, provavelmente, para aumentar a sensibi-
lidade do metodo, fornecendo subsidios que, futuramente, possam ser

utilizados nos estudos de persistencia do produto.

Mevinfos, aos 3 dias ainda acusou residuos prejudiciais



superiores ao limite de toleréncia, fixado em 0,5 ppm de acordo com
a resolugao 23/66 da Comissao Permanente de Aditivos para Alimentos
do Ministerio da Saude, referente ao decreto n? 55.871/65., A partir
de uma semana, o metodo nao os detectou. Os resultados contrariam
as informagoes de PIGATTI et al. (1967), COFFIN & McKINLEY (1964),HUD
DLESTON & GYRISCO (1962) e ATKINS et al, (1961), em couve-flor, alfa
ce, alfafa e frutos de laranja, respectivamente. Em face das obser-
vagoes encontradas, possivelmente ocorreu uma influencia dos materi
ais co—extraidos, alterando a resposta do organismo. Deste modo, o
extrato carece de uma limpeza cuidadosa. A ausencia de pesquisasnas
condigoes brasileiras com esta cultura, atraves de metodos biolégi
cos ou outros mais precisos, levanta a possibilidade de comprovagao
experimental dos resultados, pois conforme GIANNOTTI et al. (1972),0
intervalo de seguranga para mevinfos varia de 1 a 3 dias e, em casos
excepcionais, pode atingir 14 dias. Nas condigaes do ensaio, nao se

péde determinar intervalo de seguranga.

Paratiom metilico, com 1 semana apresentou niveis resi-
duais de 1,4 ppm, acima do limite de toleréncia, correspondente a 1
ppm e, aos 14 dias nao foram detectados. Atentando-se para o Gréfi
co 8 & obvio que nao e possivel fixar-se, com precisao, o periodo de
caréncia9 mas com boa margem de acerto, proximo aos 14 dias,os resi-
duos que, porventura possam existir nao comprometeriam a saude dos
consumidores. Entretanto, uma limpeza de extrato poderia elucidar o
verdadeiro comportamento do produto. GIANNOTTI s}_gl.(1972) sugerem
como intervalo de seguranga, 7 a 14 dias, estando de acordo com os

resultados alcangados.

Residuos de paratiom etilico atingiram o limite de tole

rancia de 1 ppm, aos 7 dias e no 142 dia apresentaram-se muito abai



xo (Grafico 9). As observagSes indicam a colheita segura do vegetal
a partir de 7 dias, sem o perigo de intoxicagaes° A ausencia do c&g
puto de dados climaticos nao permite estabelecer comparaqSes entre
estes “atores e o decrescimo dos residuos do toxico, pois conforme
SLOAN et al.(1951), fatores ambientais e crescimento vegetal influem,
positivamente, na redugao dos seus niveis residuais. Emalface,SMITH
(1952) e COFFIN (1966) observaram a persistencia do produto por 3 se
manas e niveis de 0,1 ppm, apos 4 dias, respectivamente. Os dadosco

ligidos na presente investigagao concordam com GIANNOTTI et al.(1972.

Com fentoato, os depositos iniciais assumiram 6,0 e 5,3
PpPm, porém aos 14 dias, os residuos decresceram para O,7 ppm. Ainda
nao foram estabelecidos o limite de tolerancia e periodo de carencia
para o produto, de modo que o Grafico 10 nao possibilita informagses
seguras quanto a utilizagao do inseticida na cultura em apreco. Se
gundo MONTECATINI EDISON S.p.A. (1967), o toxico decresce, rapidamen
te, em magas e peras, atingindo 0,3 ppm apos a colheita. DE PIETRI-
TONELLI & BARONTINI (1964) avaliaram residuos inferiores a 1 ppm,em

magas, 1 dia apos a ultima aplicagao.

A situagao de diazinom seguiu o mesmo caminho de mevin
fos, sendo os residuos presentes, acima do limite de tolerancia de
0,75 ppmy, no 32 dia e nao detectaveis nas amostragens seguintes. De
modo similar, nao ha possibilidade de sugerir-se intervalo de segu-
ranga, devido desconhecer-se os teores residuais, supostos presentes
naquelas amostragens. Assim, sao validas as observagaes referentes
a limpeza de extratos, incluindo indicagoes no uso de larvas de me
nor idade fisiologica, tendo em vista a relativa sensibilidade do or
ganismo experimental a diazinom, COFFIN & McKINLEY (1964) determina

ram residuos de O,1 ppm do inseticida em alface, aos 10 dias. 0Os re
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sultados encontrados para os residuos do toxico em analise nao podem

ser comparados com as opinioes de GIANNOTTI et al. (1972).

Com respeito ao malatiom, os resultados foram mais escla
recedo-2s. Apesar de fornecer depésito‘inicial de 18 ppm, coml dia,
os niveis toxicos afastaram-se do limite de tolerancia de 8 ppm, de
crescendo ate o 79 dia e nao sendo detectados aos 14 dias (Grafico
11). As observagoes sao comparaveis aos trabalhos de RICHARDSON &
WESTDAL (1963), COFFIN (1966) e SMITH et al. (1954), em alface. PI
GATTI & AMARAL (1960) encontraram niveis do toxico, abaixo do limite
de tolerancia no 2° dia, em cogumelos crus e cozidos. Deste modo,

recomenda-se a utilizagao da hortalica a partir do 1° dia, concordan

do com GIANNOTTI et al. (1972).
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QUADRO XV - Alface - Residuos dos inseticidas.

Residuos, ppm

Tratamentos Intervalos a partir da ultima aplicagao

logo apos 1 dia 3 dias 7 dias 14 dias
diclorvos 6,9 2,8 2,4 N.D N.D
mevinfos 5,2 4.9 4,3 N.D N.D

paratiom me

tilico 29,8 18,7 3,3 1,4 N.D

paratiom eti

lico 20,9 9,5 2,3 1,0 0,k
fentoato 6,0 5,3 1,3 0,8 0,7
diazinom 12,0 A 3,2 N.D N.D

malatipm 18,0 5,1 3,3 3,0 N.D




limite de tolerancia

0,6

(8] 1 3 7 1L

dias apos a aplicagao

GRAFICO 8 - Residuos de paratiom metilico em alface.
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o 1 3 7

dias apos a aplicagao

GRAFICO 9 - Residuos de paratiom étilico

14

em alface.
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ppm

dias apos a aplicagao

GRAFICO 10 - Residuos de fentoato

em

alface,
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ppm
30

20

10

limite de tolerancia

dias apos a aplicacgao

GRAFICO 11 - Residuos de malatiom em alface.
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L.3.2. Couve

Os resultados dos niveis de depositos ou residuos obti
dos na=s varias amostragens, acham-se coligidos nos QUADROS XVI a XX

e o QUADRO XXI expressa esses valores de maneira sucinta.

Depésitos iniciais de diclorvos e mevinfos alcangaram5,3
e 8,0 ppm, respectivamente. Aos 3 dias nao foram detectados resi
duos. Para o primeiro produto nao e possivel fixar-se intervalo de
seguranga, pelos motivos expostos na discussao do toxico em alface.
Desta maneira, as sugestoes apresentadas naquela ocasiao, sao plena
mente validas na presente situagao. Contudo, para mevinfos o limite
de tolerancia e fixado em 1 ppm. Assim, com base no credito conce
dido por PIGATTI et al. (1967),COFFIN & McKINLEY (1964),  ATKINS et
al, (1961) e GIANNOTTI et al. (1972), pode-se, com relativa seguran
ca, utilizar a hortaliga a partir do 392 dia, embora nao haja meios

exatos de firmar-se o intervalo de seguranga.

Paratiom metilico comportou-se de modo diferente em re
lagao a alface, apresentando residuos abaixo do limite de tolerancia
aos 3 e 7 dias e nao sendo detectados no 149 dia, conforme mostra o
Grafico 12. HOELSCHER et al. (1968) obtiveram, em repolho, residuos
deste produto abaixo do limite de tolerancia legal apos 4 dias. Com
apoio nas observagoes obtidas, e valido recomendar o consumo da hor-
talica do 32 dia em diante, sem o perigo de intoxicagoes, contrarian

do as opinioes de GIANNOTTI et al. (1972).

0 Grafico 13 demonstra que niveis de paratiom etilicodg
cresceram de 4,5 ppm, logo apés a aplicagao, para 0,4 ppm na amostra
gem de 3 dias, assumindo comportamento identico ao toxico anterior.

Deste modo, e coerente adotar-se o mesmo periodo de carencia. As in
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vestigagoes discordam com pesquisas de HOELSCHER et al. (1968) e KAS
TING & HARCOURT (1952), em repolho e couve-flor, respectivamente. No
entanto, PIGATTI & AMARAL (1960) e LIPPOLD et al. (1967) encontraram
resultados equivalentes em cogumelos crus e cozidos e em brécoli,reg

pectivamente, O intervalo de seguranga proposto nao concorda com

GIANNOTTI et al. (1972).

A persisténcia de fentoato foi similar em alface e cou
ve., Na primeira hortaliga, os residuos persistiram aos 14 dias e em
couve, no 72 dia, nao sendo detectados na proxima amostragem, confor
me o Grafico 14. Na falta do estabelecimento do limite de toleréﬂ
cia para o produto em questao, e impossivel avaliar-se o intervalo de

seguranga.

Niveis toxicos estimaveis de diazinom, superiores ao 1i
mite de tolerancia persistiram ate o 32 dia, atingindo valores nao
detectaveis nas outras amostragens., Consequentemente, adota-se as
mesmas sugestaes referidas na discussao do toxico em alface, devido

. Y . . 4 ~ .
a impossibilidade de avaliar-se o periodo de carencia.

Depositos iniciais de malatiom atingiram 18,3 e 10,6
ppm, mas no 32 dia os residuos permaneceram abaixo do limite de tole
rancia (Grafico 15). Com apoio nas observagSes e atentando-se Dpara
as indicagoes de GIANNOTTI et al. (1972), recomenda-se a colheita do
vegetal a partir-do 32 dia, sem acarretar a presenga de residuos pre

Judiciais.
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QUADRO XXI - Couve ~ Residuos dos inseticidas
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Residuos9 Ppm

Tratamentos Intervalos a partir da ultima aplicagao
logo apos 1 dia 3 dias 7 dias 14 dias

diclorvos 5,3 3,k N.D N.D N.D
mevinfos 8,0 4,2 N.D N.D N.D
paratiom me

tilico 11,0 7,6 0,7 0,1 N.D
paratiom eti

lico 4,5 1,8 0,4 0,4 N.D
fentoato 9,1 6,2 0,6 0,4 N.D
diazinom 11,2 3,3 2,8 N.D N.D
malatiom 18,3 10,6 3,0 N.D N.D




ppm

limite de tolerancia

o 1 3 7 14
dias apés a aplicagao
GRAFICO 12 - Residuos de paratiom metilico em couve.
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GRAFICO 13 - Residuos de paratiom etilico em couve.
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k.3.3. Almeirao

Trata-se de uma hortaliga muito pouco estudada sob o pon
to de wvista da aplicaqéo de inseticidas e sua persisténcia residual,
tanto que, na literatura pesquisada nao se deparou com nenhuma infor

magao.

Os valores dos depésitos ou residuos nas amostragens efe
tuadas, encontram-se representados nos QUADROS XXII a XXV e no QUADRO

XXVI estes resultados apresentam-se de forma sumaria.

Diclorvos acusou residuos detectaveis na amostragem de
1 dia, semelhante ao ocorrido em couve. Conforme ja foi mencionado,
a ausencia do limite de tolerancia para o produto, impede a avalia
gao do intervalo de seguranga, sendo validas para a cultura em ques

tao, as opinioes emitidas em alface.

Para mevinfos, devido a existencia do limite de toleréﬂ
cia que e de 1 ppm, por analogia com os resultados experimentais men
cionados em couve, e de acordo com as observagoes apresentadas, e re
comendavel a colheita do vegetal desde o 32 dia, estando de conformi
dade com GIANNOTTI gi al. (1972). Todavia, cabe tambem, indicar uma
limpeza de extrato, possibilitando a colocagéo nos copos de uma maior
quantidade de materiais extraidos, bem como o uso de larvas do 22 ou

392 instares, a. fim de incrementar-se a precisao dos resultados.

Paratiom metilico mostrou depositos relativamente al
tos, mas 3 hortalicas, porem, em almeriao aos 3 dias, os residuos es
tavam um pouco acima do limite de tolerancia (Grafico 16). Com algu
ma seguranga, mas sem meios de comprovacao experimental, sugere-se a

colheita do vegetal proxima a uma semana, pois os residuos que por

ventura permanegam naquele periodo, estariam muito abaixo deste limi
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'te, nao causando efeitos prejudiciais. Provavelmente, uma limpeza
de extrato provocaria a deteccao de niveis do toxico aos 7 e lk dias,
fornecendo uma indicagao precisa do periodo de carencia. Os dados
observados nao podem ser corroborados com as opinioes de  GIANNOTTI

et al, (1972).

Paratiom etilico demonstrou, de modo similar em couve,
residuos detectaveis abaixo do limite de tolerancia no 3@ dia, evi
denciados no Grafico 17, diferindo de alface, cujo niveitolerével es
tabeleceu~se com 1 semana. De acordo com as condigoes do ensaio, a
partir do 32 dia, os residuos presentes nao comprometeriam a saude

dos consumidores, contrariando as sugestoes de GIANNOTTI et al.(1972).

Nas hortaligas estudadas, fentoado degradou-se mais ra
pidamente em almeirao, atingindo 0,6 ppm no 32 dia (Grafico 18). Con
forme afirmagoes anteriores na discussao do toxico em alface, é»_ im

praticavel a fixacao do periodo de carencia.

Diazinom forneceu residuos toxicos superiores ao limite
de tolerancia no 3° dia, tambem em almeirao, de modo que, nesta situ
agﬁo9 nao ha meios de estabelecer-se intervalo de seguranga, confor-
me evidéncias anteriores, cabendo tambem, no caso em questao, as

sugestoes apresentadas.

Malatiom, apenas em couve persistiu em nivel superior ao
limite de tolerancia na amostragem de 1 dia. Em alface e almeirao,
na mesma época, apresentou~-se abaixo deste limite, de acordo com os
Graficos 11 e 19, respectivamente. Voltando-se, no entanto, para as
obser#agaes e recomendavel a colheita da hortaliga em estudo, 1 dia

apos a aplicacao, sem o risco de intoxicacgoes, concordando com GIAN

NOTTI et al. (1972).

A pesquisa no campo de residuos de defensivos agricolas
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e, sumamente complexa, envolvendo problemas dos mais variados, as ve
zes de dificeis solugoes. A evidencia e demonstrada pela enorme di
versidade de resultados encontrados na literatura, mesmo em se tra
tando do mesmo produto, metodo e cultura. Tecnicas de ektragao, uso
de solventes inadequados, limpeza de extrato, sensibilidade do métg
do, quantidade do toxico empregada, condigSes climéticas9 estégio da
planta, condigoes experimentais, alem de uma gama de fatores nao de
tectaveis, contribuem na modificagao do panorama das investigagoes.

Os toxicos sofrem influéncia de inumeros fatores nas areas ecolbgi
cas em que atuam, dai a necessidade do incremento de pesquisas em di
versos locais, visando estudar o comportamento dos produtos em cultu
ras, principalmente, alimenticias, para efeitos comparativos, a fim

de evitar-se extrapolagoes mal condizidas.

A simplicidade do método analitico ja foi, por demais,
repisada em parégrafos anteriores. Entretanto, carece de algumas su

gestoes que se julgam de grande valia:
a) utilizar-se, sempre que possivel, limpeza de extrato;

b) emprego de larvas do 22 ou 32 instares, com o intui

to de incrementar-se a sensibilidade do metodo.

Sem o desconhecimento de outros metodos analiticos mais
sofisticados e sensiveis, acredita-se que, a bio-analise ainda conti
nuara por muito tempo, prestando incontestavel contribuigéo na toxi

cologia dos defensivos.,
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QUADRO XXVI - Almeirao - Residuos dos inseticidas
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Residuos, ppm

Tratamentos Intervalos a partir da ultima aplicacao
logo apos 1 dia 3 dias 7 dias 14 dias

diclorvos 6,9 1,9 N.D N.D N.D
mevinfos 3,2 3,1 N.D N.D N.D
paratiom me

tilico 27,8 8,5 1,6 N.D N,D
paratiom eti

lico 7,5 3,9 0,6 N.D N.D
fentoato 15,0 5,8 0,6 N.D N.D
diazinom 22,3 6,4 3,0 N.D N.D
malatiom 24,0 7,0 5,5 3,4 N.D




ppm
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limite de tolerancia

GRAFICO

dias apos a aplicaqio

16 - Residuos de paratiom metilico em almeirao.
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limite de tolerancig

GRAFICO

dias apos a aplicacgao

17 - Residuos de paratiom etilico em almeirao.
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ppm

o 1 3 | 7

dias apos a aplicacao

GRAFICO 18 - Residuos de fentoato em

almeirao.
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dias apos a aplicagao

GRAFICO 19 - Residuos de malatiom em almeirac.
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L;4. Fatores de corregao

Os fatores de correcao estabelecidos no calculo dos de-
positos ou residuos de inseticidas fosforados, em culturas de alface,
couve e almeirao, encontram-se representados nos QUADROS X a XIV, XVI
a XX e XXII a XXV, respectivamente. Conforme se pode aquilatar, pa
ra cada nivel de diluigao dos extratos obteve-se um fator, inclusive
nos casos em que as diluigoes foram dispensadas, a fim de ser posta

a prova a validade do metodo.

’

Nas circunstancias experimentais, hipoteca-se que o me
todo em referencia & bastante valido, ja que foi possivel compara
qaes entre as respostas do organismo-teste nas amostras analisadas
com uma serie de testemunhas, submetidas a niveis toxicos conhecidos
e em igualdade de cqndigaes, pela obtengao de valores de moftalidg

de, dentro dos limites considerados aceitaveis para fins analiticos.

Em algumas observagaes p%de—se conjecturar sobre a exii
tencia provavel de efeitos sinergicos. Neste caso, apos a tecnica
de analise, teores de inseticidas em torno da concentragao letal 50%
conduziam a mortalidades superiores as quantidades dos toxicos, teo
ricamente esperadas, colocadas nos copos. Atentando-se para os qua
dros mencionados, enquadram-se na presente situacao, os inseticidas
diazinom e malatiom nas 3 hortaligas estudadas. O fato e perfeita
mente compreensivel, observando-se a formula adotada no calculo dos
fatores de corregao (item 3.5.), pois se a recuperagéo do toxico ini
cialmente fornecido nos copos for bastante superior ao valor teorico
esperado, logicamente, o fator de correcao se aféstaré em muito da
unidade. Naturalmente, os efeitos mencionados nao passam de suposi

goes aventadas, ja que nao houve comprovagao experimental, sem inva-

lidar, no entanto, a agao de outros fatores.



5.

CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos, nas condigcoes em que

as investigagoes foram realizadas, permite concluir que:

a)

b)

c)

d)

e)

As larvas do 42 instar de A.aegypti mostram-se bas
tante sensiveis aos inseticidas fosforados emprega

dos, com valores LC que variam de 0,0054 a 0,227

50’
ppm;

a populagao de larvas do A.aegypti testada com a idi
de referida, responde rapidamente a valores crescen
tes dos inseticidas estudados, variando de 83027' a
77040' os valores dos éngulos formados pelas retasde

regressao e o eixo das abcissas;

amostras de 50 g das hortaligas analisadas e volume
de 0,5 ml dos materiais co-extraidos nao causam ig
terferencia nos resultados do metodo biologico adota

do;

considera-se valido o metodo estudado, porque possi-
bilita estabelecer-se comparacoes entre as respostas
fisiologicas dos insetos submetidos a amostras trata
das com os defensivos usados e testemunhas sob a in
fluencia dos toxicos em concentragdes conhecidas,nas

mesmas condigoes experimentais;

em alface, o metodo permite avaliar intervalos de se

guranga para paratiom etilico, malatiom; contudo,em

.

relagao a mevinfos, paratiom metilico e diazinom, e



f)

g)

necessaria a tecnica de limpeza do extrato. Para d

=

clorvos, dependendo do futuro estabelecimento do 1

pe

mite de toleréncia, a bio-analise em aprego, nao pa
rece ser indicada na estimativa dos seus residuos, a
menos que se proceda a uma limpeza do extrato. Com
fentoato, o metodo revela-se eficiente para o calcu
lo dos niveis residuais, sem exigir limpeza de éxtra
to, embora nao exista limite de tolerancia regulado

por leij;

o metodo biolégico em referéncia9 consegue determi
nar periodos de carencia para paratiom metilico, pa
ratiom etilico e malatiom, em plantas de couve; no
entanto, esta operagéo e essencial para maior preci
sao de calculo dos residuos de diclorvos, mevinfos,

fentoato e diazinom;

em almeirao, o mesmo metodo analitico apresenta-se
preciso apenas no estabelecimento de perioabs de ca
rencia no tocante a paratiom etilico e malatiom. A
persistencia residual de diclorvos, mevinfos, fentoa
to, paratiom metilico e diazinom e melhor investiga

da com limpeza do extrato.



6. RESUMO

A presente investigagéo trata do estudo da suscetibili
dade de larvas do 42 instar de A.aegypti a inseticidas organo-fosfo-
rados e determinagao dos seus depésitos ou residuos em plantas de al

" face, couve e almeirao.

Inicialmente, preparou-se solugaes—padréo dos insetici
das tecnicos, diclorvos, mevinfos, paratiom metilico, paratiom etili
co, fentoato, diazinom e malatiom em acetona destilada, diluindo-as,
a seguir, no mesmo solvente, a fim de obter-se concentragoes varia
veis e conhecidas destes produtos. Posteriormente, submetia-se 20
larvas da populagao experimental a niveis crescentes dos inseticidas,
em solugoes aquosas de 100 ml, aproximadamente. Adotou-se o 'crité
rio de mortalidade na avaliagao da resposta fisiolégica do organismo.
A partir das percentagens de mortalidade obtidas, apos 24 horas, tra
cou-se as curvas dosagem x mortalidade, atraves de regressao linear,
conforme BLISS (1953). A toxicidade dos inseticidas para o organis-
mo estudado, baseou-se nos valores LCSO’ obedecendo a seguinte ordem
decrescente: paratiom metilico, paratiom etilico, fentoato, diclor

vos, mevinfos; malatiom e diazinom.

Em plantas de alface, couve e almeirao, pertencentes as
variedades Baba, Manteiga e Folha Larga, respectivamente, procedeu-
se 3 pulverizagoes, espacadas de 7 dias, 25 dias antes da colheita,
em Piracicaba-Sao Paulo, Brasil. Utilizou-se 7 tratamentos e 2 repe
tigcoes, em conformidade ao delineamento experimental inteiramente ca

sualizado. Empregou-se os seguintes inseticidas, com as quantidades
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toxicas expressas em p.a/ha, para cada aplicacgao:

a) diclorvos C.E. 100% 2.550 ml
b) mevinfos S.C. 25%° 1.220 ml
c) paratiom metilico C.E. 60% 1.430 ml
d) paratiom etilico C.E. 60% 820 ml
e) fentoato C.E. 50% 3,060 ml
f) diazinom P.M. 40% 1.770 g

g) malatiom C.E. 50% 3.740 m;’

Avaliou-se niveis de depositos ou residuos emamostras de
50 g de folhas, colhidas logo em seguida ao ultimo tratamento e com
1 dia, 3, 7 e 14 dias depois. O metodo analitico adotado, baseou-se
na tecnica proposta por LAUG (1946), com algumas modificagoes. Estu-
dos da influencia de materiais co-extraidos e calculo dos fatores de
corregcao foram efetuados com amostras-testemunha, coletadas de can

teiros separados.

Nas condigoes do ensaio, a bio-analise em referencia de

terminou os intervalos de seguranca, a seguir:

a) alface - 1 e 7 dias, respectivamente, para malatiome

paratiom etilico;

b) couve - 3 dias, respectivamente, para malatiom, para

tiom metilico e paratiom etilicoj;

c) almeirao - 1 e 3 dias, respectivamente, para mala-

tiom e paratiom etilico.

Nos casos de paratiom metilico em alface e almeirao, me
vinfos e diazinom nas tres hortaligcas, sera necessaria limpeza dos
extratos para o emprego conveniente deste ou de outro metodo biologi

co, a fim de se estabelecer periodos de carencia precisos.
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diclorvos e fentoato, dada a inexistencia de 1limi
reconhecidos pelas leis brasileiras, nao se p8de

intervalos de seguranga. Entretanto, o metodo ana

satisfatorio para analises de residuos de fentoato

nas tres hortalicas emprens
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7 . SUMMARY

The present research deals with the study of susceptibi

. th | . . , . . s
lity of &4 instar A.ae ti larvae to organic-phosphate insectici
des and determination of their. deposits or residues on the foliage of

lettuce, kale and wild chicory.

Initially, standard solutions of technical insecticides
dichlorvos, mevinphos, methyl parathion, ethyl parathion,phenthoate,
diazinon and malathion were prepared in diluted acetone. Then, the
se solutions were diluted in the same solvent in order to obtain va
riable and pre-determined concentrations of these products. Subse
quently, 20 larvae of the experimental population were submitted to
increasing levels of the insecticides, in aquedﬁs solutionsat 100ml,
approximately. The criterion of mortality was adopted in the evalua
tion of the physiological response of the organism. The dosage x mor
tality curves were drawn from the percentages of mortality obtained
after 24 hours, through linear regression as in BLISS (1953). The
toxicity of the insecticides for the organism studied was based on
the values LC50’ in decreasing order: methyl parathion, ethyl para

thion, phenthoate, dichlorvos, mevinphos, malathion and diazinon.

Three spray applications, spaced at 7-day intervals, 25
days before harvest, were conducted on the foliage of lettuce, kale,
anid wild chicory (Baba, Manteiga and Folha Larga varieties, respecti
vely) in Piracicaba, Sao Paulo, Brazil. Seven treatments and 2 re
petitions were utilized, according to experimental delineation, eﬁti
rely randomized. The following insecticides, with toxic quantities

expressed in active ingredient/ha, were employed for each applica



tion:

a) dichlorvos EC 100% 2.550 ml
b) mevinphos Ccs 24% 1.220 ml
c) methyl parathion EC 60% 1.430 ml
d) ethyl parathion EC 60% 820 ml
e) phentoate EC 50% 3.060 ml
f) diazinon WP  40% 1.770 g
g) malathion EC 50% 3.740 ml
Deposit or residue levels were determined in 50 g sam

ples of leaves, collected immediately after last treatment, and also
after 1, 3, 7 and 14 days. The analytical method adopted was based
on a technique proposed by LAUG (1946), with some modifications. Stu
dies of the influence of materials co-extracted and correction fac

tors were made with control samples, collected in separate plats.

\

Under trial conditions, the bioassay, in reference, was

determined by the following safety intervals:

a) lettuce - 1 and 7 days, for malathion and ethyl para

thion, respectively;

b) kale - 3 days for each malathion, methylﬁafathibnani

ethyl parathion;

c) wild chicory - 1 and 3 days, for malathion and ethyl

parathion, respectively.

In the cases of methyl parathion on lettuce and wild
chicory, mevinphos and diazinon on the three vegetables, it will be
necessary to effect clean-up of the extracts for the satisfactory em

ployment of this or other biological methods, in order te establish
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precise periods from treatment to harvest. Due to the fact that Bra
zilian laws do not set tolerance limits for dichlorvos and phenthoa
te it was not possible to stablish safety intervals. However, the
analytical method proved to be satisfactory for analysis residues of

phenthoate in the three vegetables employed.
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