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RESUMO: A sensibilidade das moscas Drosophila melanogaster ao endosulfan e o seu uso no bio-
monitoramento dos resíduos do inseticida em couve, foram avaliados. Nas condições do bioensaio,
método do filme seco em placa de Petri, o endosulfan se degrada em função da temperatura, sendo mais
rápida para o isôrnero alfa do que para o beta. Os bioensaios com D. melanogaster indicaram que a toxi-
cidade do endosulfan aumenta com a temperatura (25 a 35°C) e que as fêmeas são mais sensíveis ao
inseticida. Os valores da CLso' calculados em função da temperatura, variaram entre 4,2 e 11,7 !lg/g pc
para machos e 2,8 e 8,1 !lg/g pc para fêmeas. Os resíduos de endosulfan em couve-manteiga foram
determinados pelo método de bioensaio, que apresentou um limite de quantificação da ordem de 0,1
mglkg e reprodutibilidade com coeficiente de variação de 10 %. A validação do bioensaio por cromato-
grafia a gás corrobora a viabilidade do emprego da D. melanogaster no monitoramento de resíduos de
endosulfan em couve.

DESCRITORES: Bioensaio com Drosophila melanogaster, CLso' resíduos de endosulfan em couve,
validação de bioensaio.

INTRODUÇÃO

Endosulfan (6,7,8,9,10,1 O-hexacloro-l ,5,5a,6,9,9a-
hexaidro-6,9-metano- 2,4,3-benzodioxatiepin-3-óxido) é
um inseticida fitos sanitário, formado pelos estereoisô-
meros alfa- e beta- endosulfan em proporção aproxima-
da de 7:3, respectivamente. Pertence ao grupo éster do
ácido sulfuroso de um diol cíclico cloradolO.21.39.Os pro-
dutos de degradação são seus análogos endosulfan sulfa-
to, diol, éter, hidroxiéter e lactona" 10.26,formados através
de reações de oxidação e hidrólise" 12.26,fotólise+" e bio-
degradação" 25. 26.

No so1031.34e em vegetais" 11,27.28 o isômero beta e o
endosulfan sulfato têm-se mostrado mais estáveis do que
o isôrnero alfa", o que parece estar relacionado com as
condições de umidade do solo e com a quantidade de
inseticida aplicado".

No Brasil, o endosulfan tem uso permitido apenas em
culturas de algodão, cacau, café, soja e cana-de-açúcar.
Entretanto, a presença dos seus resíduos por uso indevi-
do, reportada em produtos agrícolas como batata",
cenoura", couve", couve-flor", pepino", tomate- 21 e
morango", justifica o desenvolvimento de metodologia
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simples para monitoramento do endosulfan em culturas
onde o seu emprego não é autorizado.

Bioensaio com a mosca Drosophila melanogaster tem
sido usado por alguns pesquisadores como indicador de
resíduos de agrotóxicos em alimentos- 8. 30 e da presença,
no ambiente, de substâncias químicas com potencial
mutagênico". Cabe destacar que as drosófilas, além da
sua elevada sensibilidade para detectar a presença de
substâncias tóxicas, são insetos de fácil criação, manu-
tenção e manipulação em condições de laboratório, faci-
litando a realização de bioensaios 6,31.

Com o propósito de detectar resíduos de inseticidas
em quantidades que possam apresentar perigo à saúde
humana torna-se necessário pesquisar e avaliar métodos
alternativos de triagem que sejam satisfatórios, práticos
e que reduzam significativamente os custos para o con-
trole de qualidade de produtos alimentícios, especial-
mente os hortifrutigranjeiros, quanto à presença de agro-
tóxicos em geral e de inseticidas em particular' .

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sensibili-
dade das moscas D. melanogaster ao endosulfan e a via-
bilidade da sua utilização no biomonitoramento dos resí-
duos desse inseticida em hortigranjeiros.

MATERIAL E MÉTODOS

Aparelhos

Cromatógrafo a gás Varian 3400, equipado com detec-
tor de captura de elétrons, fonte de 61Ni;coluna megabo-
re DB-l (30 m de comprimento x 0,54 mm de diâmetro
interno), acoplado a um integrador processador CG 300.

Evaporador rotativo a vácuo Tecnal 120.
Homogeneizador de tecidos Tecnal 102.
Pulverizador costal Jato (20 L) provido com bico tipo

jato cônico para aplicação em alto volume.

Solventes e reagentes

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de
grau para análise de resíduos, Merck. Sulfato de sódio
anidro eflorisil foram aquecidos a 400°C, durante 8 h;
antes do uso a resina foi ativada em estufa a 120 "C.
Cloreto de sódio foi lavado, previamente, com acetona.
Como padrão analítico foi utilizado endosulfan (isôrne-
ros alfa-, beta- e endosulfan sulfato) Hoechst (99,0 %) e,
para os experimentos, o produto comercial Thiodan CE.

Criação das moscas D. melanogaster

As moscas D. melanogaster, usadas para a realização
dos bioensaios, foram criadas em ambiente com tempe-
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ratura de 25 ± 2°C, a partir de cepas cedidas pelo
Laboratório de Toxicologia do Instituto Biológico de São
Paulo.

O meio de cultura foi preparado conforme descrito por
JOSEPH e KNOBELJ9, com modificação no procedi-
mento de esterilização, feito em microondas ao invés de
autoclave. O meio, recém-preparado, foi distribuído em
frascos de vidro transparente de boca larga (50 mLlfras-
co) e conservado em refrigerador até omomento do uso.

Drosófilas machos (15) e fêmeas (15) foram transferi-
das para os frascos de cultura e mantidas à temperatura de
25 ± 2 "C. No oitavo dia, foram removidas dos frascos,
remanescendo as larvas. Após 48 h do início da emergên-
cia, as novas moscas foram transferi das para um outro
frasco de cultura, procedimento este que foi repetido a
cada 48 h, para obtenção de novos lotes de moscas.

Bioensaio

No bioensaio utilizou-se o método do filme seco" em
placa de Petri (50 x 20 mm). O filme foi preparado pipe-
tando-se, por placa, 0,1 mL de solução inseticida. Placas
controle foram preparadas com 0,1 mL de acetona, sol-
vente utilizado na preparação da solução' inseticida. O
solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogênio. Para a
alimentação das moscas durante o teste colocou-se, nas
placas, cerca de 0,5 g do meio de cultura. Moscas com
idade de 3 a 5 dias, contidas em um frasco de vidro,
foram imobilizadas por resfriamento em ambiente a
10 °C, durante 5 min", e, em seguida, distribuídas em um
vidro de relógio revestido com papel-filtro mantido a
uma temperatura de 5 "C. Nessas condições, as moscas,
uma vez separadas por sexo pela observação do tamanho
e das características do abdômen'< 30. 1S,foram contadas e
transferi das para as placas teste. Estas, cada uma com 20
moscas, machos ou fêmeas, foram colocadas em reci-
piente de vidro, contendo no fundo uma placa de Petri
com água para manter a umidade do ambiente. O conjun-
to foi tampado e mantido em estufa a 20; 25; 30 e 35 "C.

Para avaliação da concentração letal mediana (CLso)

foi utilizada a formulação Thiodan CE, sendo que as
concentrações de princípio ativo, alfa- e beta-endosul-
fan, nas soluções utilizadas variaram entre 1,00 e 2,07;
0,83 e 1,73; e, 0,42 e 0,73 ""g/mL, para as temperaturas
20; 25; e, 30 e 35°C, respectivamente. Alíquotas de 0,1
mL dessas soluções foram pipetadas nas placas de Petri.

Estabilidade do endosulfan no bioensaio

A estabilidade do endosulfan foi avaliada nas condi-
ções do bioensaio aplicando-se na placa de Petri 0,1 mL
de solução inseticida de concentração 1,2 ug/ml.,
Evaporado o solvente, as placas foram tampadas, coloca-
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das em recipiente de vidro e mantidas a 20, 25, 30 e 35
"C.Após 6, ]2 e 24 h da aplicação, o inseticida foi extraí-
do das placas com n-hexano, transferido para um tubo
concentrador e levado para volume final de 1,0 ml., O
endosulfan foi determinado por cromatografia a gás, nas
seguintes condições de trabalho: temperatura da coluna,
200°C; do injetor, 220°C edo detector, 300°C; fluxo de
N

2
, 20 ml.zrnin.

Ensaio de campo

Couve-manteiga (Brassica oleracea, varo acephala)
foi cultivada, segundo a boa prática agrícola, no campo
experimental do Instituto Adventista São Paulo, em
Hortolândia, São Paulo.

As mudas foram plantadas em outubro, com espaça-
mento de 1,0 x 0,5 rn, num canteiro com aproximada-
mente 100 m' e pulverizadas com Thiodan CE após 50
dias do plantio. O produto diluído em água (l : 2000) foi
aplicado, com pulverizador costal, na dosagem de cerca
de 440 g do ingrediente ativo por hectare de área cultiva-
da. Amostras testemunha foram colhidas da mesma plan-
tação, antes da aplicação do inseticida.

Amostras de couve foram analisadas após 3, 10 e 17
dias da pulverização. A amostragem foi aleatória,
colhendo-se uma folha de cada planta selecionada, em
diferentes pontos da área cultivada, no período entre
9:00 e 10:00 h (sempre depois da perda da umidade
superficial das folhas). As amostras foram transportadas
para o laboratório, imediatamente após a colheita, e ana-
lisadas.

Validação do bioensaio

Para a validação do método de bioensaio, extratos de
amostras de couve pulverizada com Thiodan CE foram
também analisados por cromatografia a gás conforme o
fluxograma apresentado na Figura l.

Na quantificação por cromatografia a gás os resíduos
de endosulfan foram determinados conforme a metodolo-
gia proposta por LUKE et alii", com as seguintes modifi-
cações: de uma amostra de couve homogeneizada, foram
transferidos 20 g para um erlenmeyer (250 mL). Após a
adição de 150 mL da mistura acetona - água bidestila-
da (2:1), a amostra foi triturada em homogeneizador de
tecido e filtrada a vácuo em funil de Büchner, com papel-
filtro Whatman nº 1.Ao filtrado, transferido para um funil
de separação (500 mL), acrescentou-se 100 mL do siste-
ma solvente n-hexano - diclorometano (l: 1) e agitou-se
vigorosamente por 2 mino Separou-se a fase orgânica e, a
fase aquosa, transferida para outro funil de separação
(250 mL) contendo 5,0 g de NaCl, foi agitada vigorosa-
mente até a completa dissolução do NaCl, adicionando-se

a seguir, 50 mL de diclorometano. Após agitar por 2
minutos, a fase orgânica foi separada e juntada à da pri-
meira extração. Esse procedimento foi repetido por mais
duas vezes. A fase orgânica total foi colocada em um
balão de fundo redondo (500 mL), concentrada em eva-
porador rotatório à temperatura de 40°C até cerca de 1
mL e, ressuspendida em 10 mL de n-hexano.

A limpeza do extrato foi realizada em uma coluna cro-
mato gráfica (200 x 10 mm) contendo 8 em' de florisil e,
no topo, cerca de 1 em' de Na2S04, previamente condi-
cionado com 10 mL de n-hexano. Após a adição de 5,0
mL do extrato, a coluna foi lavada com 20 mL de n-hexa-
no e o resíduo eluído com 40 mL da mistura n-hexano -
diclorometano (1: 1) e mais 60 mL do sistema solvente n-
hexano - diclorometano - acetonitrila (49,5 : 50 :
0,5). O eluato recolhido foi concentrado em evaporador
rotatório à temperatura de 40°C até quase à secura e
transferido com 10 mL de n-hexano para um tubo con-
centrador graduado. O extrato foi seco com nitrogênio, o
tubo lavado com n-hexano, seco novamente com nitro-
gênio, diluído a 1 mL com n-hexano e injetado no cro-
matógrafo a gás, nas condições de trabalho anteriormen-
te estabelecidas.

Para avaliação da metodologia quanto à recuperação e
sensibilidade, amostras de couve (20 g) livre do insetici-
da, foram adicionadas de 1 mL da solução padrão do
inseticida nas concentrações de 0,5 e 1 ug/ml. de alfa- e
de beta- endosulfan, caracterizando fortificações de
0,025 e 0,05 mg/kg de amostra, respectivamente. A faixa
de linearidade da resposta do detector do cromatógrafo
foi estabelecida usando diluições de 0,005 a 0,20 ug/ml.
para o alfa- e beta- endosulfan e de 0,01 a 1,0 ug/ml.
para o endosulfan sulfato. De cada uma dessas soluções
foram injetados, no cromatógrafo, 2 ul..

Para a quantificação dos resíduos de endosu1fan por
bioensaio, placa testemunha e as preparadas com dife-
rentes alíquotas do extrato purificado na coluna de flori-
sil (número de repetições para as diferentes alíquotas do
extrato, n=3), foram mantidas a 30°C, durante 24 h para
que pudesse ser estimado o volume de extrato necessário
para matar 50 % da população teste.

Cálculo da CL50

Na avaliação da CLso levou-se em consideração as
moscas mortas e as moribundas, observadas no momen-
to da contagem", Os cálculos dos valores da CLso foram
efetuados por análise de probito".

Análise estatística

Os dados obtidos no bioensaio foram avaliados por
análise de variância (ANOVA). O teste de TUKEY (P <
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0,05) foi utilizado para verificar se havia diferença entre
os resultados obtidos para as moscas machos e fêmeas,
como, também, para as temperaturas consideradas no
bioensaio. Os cálculos foram feitos utilizando-se um
software estatístico S.A.S.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A toxicidade dos inseticidas depende da temperatura
de exposição e de outros fatores como sua formulação,
concentração, método de administração, espécie e perío-
do de desenvolvimento do inseto 14.

Os valores de CLso para as moscas D. melanogaster,
machos e fêmeas, em função da variação da temperatu-
ra, são apresentados na Tabela 1. Os dados mostram que
as drosófilas fêmeas são mais sensíveis ao inseticida,
sendo que o valor da CLso difere significativamente (P <
0,05) entre machos e fêmeas para a mesma temperatura
e, entre as diferentes temperaturas para um mesmo sexo.
Verifica-se, ainda, que a 35°C a sensibilidade ao endosul-
fan foi, aproximadamente, 3 vezes maior do que a 25°C,
o que pode ser devido a uma absorção mais rápida do
inseticida com o aumento da temperatura. Esse compor-
tamento é semelhante ao relatado por outros pesquisado-
res, utilizando diferentes inseticidas e sistemas biológi-
cos" 14. IS. Ainda, essa diferença na resposta foi sugeri da
como um artifício para aumentar a sensibilidade do
bioensaio".

Entretanto, para machos e fêmeas, o endosulfan apre-
sentou toxicidade a 20 T ligeiramente superior àquela
apresentada a 25°C, o que pode ser devido a maior
tempo de residência das drosófilas no filme de endosul-
fan, como conseqüência de sua menor mobilidade na
temperatura mais baixa. Comportamento semelhante, em
relação à exposição ao DDT, foi observado para M.
domestica 36 na faixa de 18 a 36°C e na de 21 a 33°C
para larvas de grilo":

O estudo da degradação do endosulfan em função do
tempo de exposição e da variação de temperatura foi
conduzido para avaliar a quantidade do inseticida que,
durante os bioensaios estaria disponível, como isômero
alfa e beta, já que estes e o metabólito endosulfan sulfa-
to, são mais tóxicos para insetos do que os outros produ-
tos de sua degradação" 23. Os valores da percentagem
residual do alfa- e beta- endosulfan remanescente na
placa de Petri, após 6; 12 e 24 h nas temperaturas de 20;
25; 30 e 35°C, são apresentados na Figura 2. Verifica-se
que a degradação dos isômeros é proporcional ao tempo
de exposição e à variação da temperatura e que o alfa-
endosulfan se degrada mais rapidamente do que o beta.
Após 24 h, a concentração do isômero alfa cai para valo-
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res 2 a 3 vezes menores que a do beta. Resultados seme-
lhantes foram relatados por BEARD & WARE7•

Os bioensaios com D. melanogaster para detecção
dos resíduos do endosulfan em couve foram conduzidos
em temperatura de 30°C, durante 24 h de exposição.
Assim, diferentes volumes do extrato obtido, após puri-
ficação em coluna de florisil, foram usados para determi-
nar o volume necessário para provocar a morte de 50 %
da população teste. A massa de endosulfan contida nesse
volume (Tabela 2), relacionada àquela correspondente à
CLso a 30°C (Tabela 1) permitiu estimar o nível de resí-
duo de endosulfan na couve (Figura 3).

A sensibilidade dos métodos químicos de análise de
resíduos, assim como os valores do limite máximo de
resíduo (LMR) estabelecidos pela legislação de agrotó-
xicos, exigem que os organismos usados nos bioensaios
sejam suficientemente sensíveis para detectar níveis resi-
duais menores do que 1,0 mg/kgv". O limite de quanti-
ficação encontrado, para o método de bioensaio, foi da
ordem de 0,1 mg de endosulfan/kg de amostra, para as
drosófilas machos e fêmeas. Esse valor foi obtido consi-
derando-se que, de 2 mL de um extrato purificado de
couve (20 g), uma alíquota de 0,1 mL provocou a morte
de 50 % da população teste. Ainda, três repetições na
análise de uma mesma amostra de couve mostraram para
o método de bioensaio um coeficiente de variação de 10
%, indicando uma boa reprodutibilidade, quando compa-
rado aos de até 20 %, considerados aceitáveis na deter-
minação de contaminantes traço". Esses resultados con-
firmam a elevada sensibilidade das moscas D. melano-
gaster ao endosulfan e fortalecem a confiabilidade de
sua utilização nos bioensaios com a finalidade de quan-
tificar resíduos de inseticida em produtos agrícolas.

Para detectar a possível presença, na couve", de subs-
tâncias naturais com ação inseticida que poderiam inter-
ferir nos resultados do bioensaio, amostras de extratos
isentos de agrotóxicos foram avaliados pelo bioensaio.
Todas as moscas sobreviveram ao teste, resultado que
indica ausência ou a presença em níveis não-letais de
substâncias tóxicas para esse inseto teste.

Com o intuito de validar o método biológico, os mes-
mos extratos utilizados no bioensaio foram analisados,
quanto ao teor de endosulfan, por cromatografia a gás.
Na Tabela 3 são apresentados os níveis de resíduo de
alfa- e beta-endosulfan e endosulfan sulfato determina-
dos na couve após períodos de 3, 10 e 17 dias da aplica-
ção do inseticida e na Figura 3 o endosulfan total, assim
determinado, é comparado àqueles valores obtidos pelo
método de bioensaio. Verifica-se que não existe diferen-
ça significativa entre os dois métodos, a um nível de con-
fiança de 0,05.

Cabe ressaltar, como pode ser observado na Figura 3,
que mesmo após 17 dias da aplicação, resíduos de endo-
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Tabela 1. Concentração letal mediana CCLso)do endosulfan (produto comercial Thiodan CE) para D. melanogaster,
em função da temperatura.

Machos Fêmeas
Temp.
CC) CL ± sla)

50

(I-!g/gpc)
CL

so
± Sla)

(ug/g pc)

20
25
30
35

10,2 ± 0,7 (A, a) (b)

11,7 ± 1,0 (A, b)
8,7 ± 0,3 (A, c)
4,3 ± 0,1 (A, d)

6,5 ± 0,5 (B, a)
7,9 ± 0,6 (B, b)
6,0 ± 0,1 (B, a)
2,8 ± 0,2 (B, c)

("j s = estimativa do desvio padrão absoluto.
Ib!Comparação entre médias. As letras "A e B" indicam comparação de médias entre machos e fêmeas para uma mesma tempe-
ratura e as letras "a, b, c, d" indicam comparação de médias entre temperaturas para o mesmo sexo. Médias com mesma letra
não são significativamente diferentes (P < 0,05).

Tabela 2. Massa de endosulfan aplicado nas placas de Petri que correspondem aos valores de CLso das moscas D.
melanogaster, machos e fêmeas, em função da temperatura.

Temperatura CC) Machos Fêmeas
(ug/placa) (ug/placa)

20 0,14 0,14
25 0,16 0,17
30 0,12 0,13
35 0,06 0,06

Tabela 3. Resíduos de alfa-, beta-endosulfan e endosulfan sulfato determinados em couve, por cromatografia
a gás, após diferentes períodos da aplicação de Thiodan CE (440 g i.a./ha)

Período após Endosulfan (mg/kg)

aplicação (dias) Alfa Beta Sulfato

3 0,474 0,513 0,276
10 0,034 0,030 0,390
17 0,011 0,011 0,196
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Couve

Extração

Extrato

Pulverização com Thiodan CE
440 g.i.a./ha

Amostras
(20 g)
n=3

Determinação
do

endosulfan

Amostragem
de campo
(± 200 g)

Homogeneização

Bioensaio
30°C
24 h

CromatografIa
a gás

Figura 1 - Fluxograma do procedimento experimental utilizado na validação do bioensaio na determinação de endosulfan em couve.
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Figura 2 - Percentagem residual, em placa de Petri, de alfa e beta-endosulfan e endosulfan total (alfa + beta). em função da temperatura, para
O,12 ug do inseticidade nas placas.
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Figura 3 - Resíduos de endosulfan aplicado em
couve, determinado por cromatografia a gás
(CG) e por bioensaio com D metanogastcr
machos (M) e fêmeas (F), após diversos períodos
da aplicação do inseticida.
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sulfan foram detectados na couve em níveis de 0,2
mg/kg, o que sugere lenta degradação do inseticida, jus-
tificando o seu monitoramento nessa matriz.

Na determinação por cromatografia a gás, os valores de
recuperação do endosulfan nas amostras de couve fortifi-
cadas com teores de inseticida de 0,025 e 0,05 mg/kg
foram, respectivamente, 104 e 90 % para o alfa-endosulfan
e, 85 e 96 % para o beta-endosulfan (média de três deter-
minações; coeficiente de variação entre 4 e 11%). Esses
valores de recuperação encontram-se dentro da faixa 80 -
120 % aceita internacionalmente". O limite de detecção do
instrumento, considerando relação sinal-ruído da linha
base igual a 3: 1, foi de 20 pg para endosulfan alfa- e beta-
e 100 pg para endosulfan sulfato. O limite de quantificação
do método foi de 4 Ilg/kg de amostra para endosulfan alfa-
e beta- e 20 ug/kg para endosulfan sulfato. Esses valores
de recuperação e limite de quantificação indicam que as
modificações introduzidas no método de Luke et alii", não
afetaram a sua confiabilidade e aplicabilidade.

Embora os métodos cromatográficos sejam de grande
sensibilidade, a utilização destes, do ponto de vista eco-
nômico, é limitada para o monitoramento de resíduos de
inseticidas em alimentos, especialmente nos países
emergentes, devido aos custos elevados de equipamentos
e reagentes. Ainda, nesses países, inseticidas e outros
praguicidas freqüentemente são usados em culturas para
as quais não são autorizados e/ou de modo excessivo e

indiscriminado o que pode resultar em resíduos acima
dos níveis permitidos em alimentos.

Comparado ao método de cromatografia a gás o de
bioensaio apresenta, além de baixo custo e simplicidade
de execução, adequado limite de quantificação e boa
reprodutibilidade, qualidades necessárias para o monito-
ramento de resíduos de agrotóxicos em alimentos.

ONCLUSÕES

As moscas Drosophila melanogaster Meigen apresen-
tam, através de bioensaio pelo método do filme seco,
elevada sensibilidade ao endosulfan e para detecção de
resíduos desse inseticida em couve, o que indica a viabi-
lidade da sua utilização para o monitoramento de resí-
duos de endosulfan nessa hortaliça.
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ABSTRACT: The susceptibility of flies Drosophila melanogaster to endosulfan and the use of this
organism in biomonitoring residues of the insecticide in kale was evaluated. In the condition of the
bioassay, residues-film bioassay in the Petri dish, endosulfan degraded depending on the temperature
and alpha isomer degrades faster than beta isomer. Bioassays conducted with D. melanogaster showed
that the toxicity of the insecticide increases with the temperature (25 to 35°C) and that the females are
more susceptible to the insecticide. LCso values calculated as a function of temperature, varied from 4.2
to 11.7 ug/g bw for the males and 2.8 to 8.1 I-lg/gbw for the females. The formulated product Thiodan
CE was applied on kale (Brassica oleracea varoacephala) and the residues 01' endosulfan were determi-
ned by bioassay. The determination limit by bioassay is in the order of 0.1 mg/kg and the method pre-
sented a reproducibility with a coefficient of variation of 10%. The validation of the bioassay by gas
chromatography confirm the viability of the bioassay with D. melanogaster in monitoring the residues
of endosulfan in kale.

KEY WORDS: Bioassay with Drosophila melanogaster, LCso' endosulfan residues in kale, bioassay
validation
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