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INTRODUCAO

Metodos de alta sensibhilidade para detectar aquantidades mini
mas de pesticidas, da ordem de picoaramas e mesmo de milésimos
de picocramas ja tem sido desenvolvidos, utilizando aparelha-
gem de alto custo. Estes métodos gsao de grande walor cauando

a meta € realmente a deteccao destes teores tao baixos.

Entretanto, em grande numero de casos, busca-se detectar uma
guantidade de pesticidas que possa apresentar um risco aqudo
para a saide humana ou para a manutencdo do equilibrio ecologi
co de um ecossistema. Nestas situacoes, a utilizagao de uma
metodologia complexa com o emprego de aparelhos sofisticadcs re
presenta um custo desnecessariamente elevado, aléem de acarre

tar demora na apresentacao dos resultados.

Por conseguinte, € de grande interesse avaliar e difundir meto
dologias simples que permitam detectar residuos de pesticidas
em quantidades que realmente causem problemas para a saude hu
mana ou para a cadeia trofica. Varios destes métodos eram uti
lizados no passado e foram abandonados quando surgiram os méto
dos com maior sensibilidade e também maior precisdo.

Nes;te sentido foi realizado um seminario no Rio de Janeiro, Brasil,
2-6 dezembro de 1985, para trazer a tona estes metodos simples,
praticos e rapidos, de especial interesse para paises em desen
volvimento. Este seminario foi organizado pelo Instituto Na
cional de Controle de Qualidade em Saude -INCQS/FIOCRUZ- com O
patrocinio do Centro Pan—americéno de Ecologia Humana e Saude
-ECO/OPS/OMS- em apoio ao Programa Internacional de Segurancga
de Substancias Quimicas PISSQ/OMS-PNUMA-OIT.

Como consultores internacionais e conferencistas participaram:
Dra. Nilda A. G. G. de Fernicola, toxicologa do Centro Pan-
-americano de Ecologia Humana e Saude, com sede no México; Dr.
Carlos A. Gotelli, da Universidade de Buenos Aires, Argentina;
e Dra. N. Izmirova, do Instituto de Higiene e Saude Ocupacio-

nal de Sofia, Bulgaria.
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VArioe tecnicoe brasileiros apresantaram também alauna méteodos

p'!fﬂi("ﬁr de arande ntilidade.,
Em reesumo, foram discutidos e avaliados os seaquintes metodos:

1. AnAliees por reacoes coloridas;

5. Papfis impregnados com reagentes;

reeey

3. Uso de enzimas para deteccao de residuos de pesticidas (ATPase
para inseticidas clorados organicos e acetilcolinesterase pa

ra inseticidas inibidores desta enzima) ;

¢, Teste com Drosophila melanogaster;

T

Teste com microcrustaceos (Daphnia);

€. Cromatocrafia em camada delgada.

Estes métodos foram considerados adequados, alguns deles para
os laboratorios que possuem apenas condigdes minimas para fun
cionamento, em geral localizados em pequenas cidades afastadas
de grandes centros urbanos, ou mesmo situados em areas agrico
las ou rurais. Outros sio uUteis para laboratorios que ja peos
suem algum recurso técnico. Todos eles, entretanto, sao de
grande interesse para paises em desenvolvimento onde os recur

sos humanos e financeiros sao escassos.

£ muito importante difundir estes métodos e estimular seu uso
amplo, a fim de ser possivel uma avaliacao dos resultados em
futuro proximo. Neste particular, deveria ser estimulada a
formagao de uma rede, constituida por nucleos, laboratdrios e
instituicdes interessados e ativos nestes assuntos na América
Latina, com permuta de metodologias, de informacgOes e tambem
com analises peridédicas de amostras distribuidas para controle
de qualidade analitica,

WALDEMAR F. ALMEIDA
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
Rio de Janeiro, Brasil
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TECNTICAS RAPIDAS PARA DETECCTION DE PLAGUICIDAS

Nilda A.G.G. de Fernicola
Consultora en Toxicologia
Centro Panamericano de Ecologia Humana y Salud
Organizacion Panamericana de 1a Salud
Meaxico
GENERALIDADES

La tecnica mas simple de analisis es aquella que se reali
za mezclando una gota de la sustancia desconocida con una gota
de la solucion reactivo. Serian las denominadas reacciones a
la gota (spot test). La reaccion se realiza sobre un soporte
poroso, papel de filtro, o sobre una superficie no porosa,
vidrio o porcelana.

El uso de un medio poroso impregnado con reactivos solu
bles o insolubles en agua, aumentan la sensibilidad de la
prueba.

Las reacciones a la gota son frecuentes en analisis cli-
nicos y en analisis para determinar la calidad del agua. Se
usan tiras de celulosa absorbente que estan impregnadas con
la solucion reactivo. La porcidn impregnada esta, a veces
cubierta con una membrana semipermeable para evitar boldracién
propia de la muestra, por ejemplo cuando se trata de sangre.
£l analisis se realiza sumergiendo la tira de papel en la soig
cidn que se desea analizar y comparando el color con una esca-
la.

Otro tipo de reacciones rapidas, emplea uno de los reac-
tivos en forma solida. Asi por ejemplo, en algunos analisis
clinicos. Se sumerge una tableta reactivo en 1la solucidn de
la muestra a analizar y se observa la formacion de um preci-
pitado o aparicion de color.

El material requerido para reacciones rapidas o a la
gota es, aquel material de vidrio, metal, plastico o porce-
lana de uso frecuente en el laboratorio analitico e instrumen-
tal como balanzas, banos de agua, etc...

En general no se requiere medida del volumen pelo ello

favorece una estimacion semicuantitativa.
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Para la deteccion de agentes contaminantes en ambientes de

trabajo el uso de tubos detectores es comin. Fana tubinz cantio-
nen en 8su interior un reactivo impregnado en un aoporte iner-
te. Cuando el tubo se conecta a una bomba de vario, O a2  una
bomba accionada en forma manual, el aire pasa a bravérs el

reactivo v produce color.

2. ANALISIS RAPIDOS EN TEJIDOS VEGETABLES Y EN ALIMENTOS

£ .

La presencia de nitratos, fosforo y potasio puede ser
Jetectada en la savia de plantas frescas por reacciones rapi-
3das. El resultado de estos analisis sirve de guia para conocer
la cantidad de nutrientes absorbidos por la planta.

Feigl indica la realizacidén de reacciones a 1la gota o el
usc de papeles reactivos que se aplican directamente sobre un
rte del tejido vegetal, para la deteccidon de nitrato, fdsforo
y potasio.

En las técnicas agricolas actuales se hace uso de agentes
guimicos para proteger los cultivos, de insectos © microorga-
nismos. Estos agentes quimicos, plaguicidas, cuando presentes
en los alimentos pueden producir efectos sobre la salud.

El uso de aditivos para conservar alimentos soluciona por
un lado el problema de su deterioro pero crea otros, por ejem -
plo aquellos relacionados con la toxicidad de esos aditivos.
Algunos de esos agentes quimicos pueden ser detectados por
técnicas simples, aunque la mayoria de los métodos analiticos
que satisfacen las normas para calidad de zlimentos son muy
complicados. _

En algunas muestras seleccionadas, asi todo hay alguna
posibilidad de usar pruebas simples, poco sofisticadas. E1l obje
tivo de tales pruebas es el control de calidad con el mini
mo de gasto y de recursos. A veces es un gasto inutil el desti-
nar recursos para alcanzar una precisién y exactitud mas alla

de lo necesario.

El analisis cualitativo que indica la presencia de agentes
, . . . . .
quimlicos no permitidos o el estado del alimento tiene su valor.

Por ejemplo, analisis simples y rapidas que detectan la presen-
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2T acidos volat ‘ permiten determinar 8i una con-

crYvVa atun esta en condiciones no aceptahles para el conau-
me 1 analisis cualitativo gue indique 1a presencia on ali-
mentos de orina o materia fecal es un resultadn valido para o]
recharo de los mismos.
Se evidencia, aun en el escaso numero de ejemplos, que e
resultado analitico cualitativo, posgsitivo o negativo, tiene va-

lor decisio para aceptar un alimento.
Estos analisis rapidos son considerados solo como prelimi-

ares v en muchos casos se requiere un metodo analitico mas
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3. DETECCION DE PLAGUICIDAS

Entre los agentes quimicos que estan destinados al combate
de plagas, los plaguicidas, se encuentran varios insecticidas,
fungicidas, rodenticidas, herbicidas, que son aplicados en la
produccion de alimentos para controlar insectos, hongos, roedo-
res, hierbas. El uso de alguno de los plaguicidas puede dejar
residuos en los alimentos.

Varios plaguicidas tienen su uso restringido, en diver-
sos paises, lo que significa que sera valido un resultado de
znalisis, cualitativo, que indique su presencia.

Al grupo de plaguicidas organoclorados perténece: aldrin,
clordano, DDD, DDT, dieldrin, endrin, heptacloro, lindano,
metoxicloro y toxafeno. . |

Se dispone de reacciones que son especificas que pueden
usarse en caso de mezclas, y lo suficientemente simples como
para ser realizadas en casos de rastreo.

Rlgunos de estos plaguicidas pueden ser detectados por me-
todos simples y asi Johnson (1), ha publicado un interesante
trabajo sobre indentificacidn por técnicas analiticas rapidas
de insecticidas organoclorados. Jungreis (2), hace mencion en
su libro a ese trabajo. Con el objetivo de verificar la presen-
cia ono de algunos plaguicidas, en el item 5 se indica la téc-
nica usada en esas dos publicaciones para los insecticidas que

se mencionaron.

Posteriormente, en el item 6, se hace referencia ao tra-
bajo de Karanth y col. (3) sobre la tecnica indicada por esos
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.« P 4 » s . “ .
autores para la deteccion rapida de residuos de insecticidas

organoclorados con el uso de papeles reactivos cromogénicos.

4. MATERIAL Y REACTIVOS

4.1. Material
Tubos de ensavo
Tubos de ensavo con tapa
Erlenmever con tapa
Erlenmever, boca esmerilhada, con refrigerante condensador
Rano Maria
Bano de hielo
Calentador eléctrico

Papel Whatman No. 1

4.2. Reactivos
n-hexano
Piridina
Solucidn 0, 1N de hidroxido de potasio en metanol
Solucidn 0, 1N de hidroxido de potasio en etanol
Solucidn 0,5N de hidroxido de sodio etanol
Anhidrido acético '
Acido sulfurico

Acido nitrico

Solucidn sulfonitrica A: 50 ml de acido sulfurico  agregar 1
e

gota de acido nitrico
Benceno

Tetracloruro de carbono
Anilina redestilada

Xileno p.a.
Solucién de acido sulf urico fumante: mezclar una parte

de &cido sulfurico fumante al 30% con cuatro partes de
dcido sulfirico concentrado |

Solucidén sulfonitrica B: mezclar partes iguales de acido sulfu-
rico y acido nitrico
Azufre en polvo
Solucion de o-tolidina al 1% en acetona. Esta solucion

debe ser de preparacion reciente.
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5, REACCIONES RAPIDAS PARA DETECTAR PLAGUTCIDAS ORGANOCLORADOS

5.1. Toxafeno

Canfeno clorado, muay usado como insecticida

Dicsclver la muestra en 50 ml de n-hexano en un erlenmeyer
con tapa. Dejar decantar. Transferir 1 ml de 1a solucion a un
tubeo de ensayvo gue contiene 5 ml de piridina: Agregar 0,5ml de

1z solucion 0,1N de hidroxido de potasio en metanol y colocar

o
Q

(=)
=

€
b

ubo en el bano Maria, 15 s. Transferirlo enseguida a un

(o ]]

no de hielo y dejarlo 1 min.

1]

2 aparicion de color rosa o rojizo despues de 10 s de

L
calentar a bano Maria, indica la presencia de toxafeno.

El DDD (diclorodifenildicloroetano) resulta de la perdida
de un atomo del cloro del DDT.’

Extraer la muestra con n-hexano. Transferir una alicuota a
un tubo de ensayo. Evaporar a sequedad en bano Maria. Agregar
tres gotas de la solucion 0,5N de hidrdxido de sodio en etanol.
Evaporar a sequedad. Enfriar. Agregar 2 ml de la solucion sul-
fonitrica A. | :

En presencia de DDD aparece color rojo brillante que dura
1 minuto. El metoxicloro interfiere en la reaccion. Se puede
reconocer la presencia del metoxicloro por la persistencia,
durante 10 min, del color rojo. Ademas, cuando se adicionan
algumas gotas de agua, el color:-desarrollado por el DDD desapa
rece mientras que permanece aquel debido al metoxicloro. Sen-
sibilidad: 3-5 pg DDD.

5.3. Método alternativo para deteccion de DDD

Extraer la muestra con benceno y transferir una alicuota a
un tubo de ensayo. Adicionar 2-3 gotas de 1la solucion 0,5N
de hidroxido de sodio en etanol. Evaporar a sequedad en bano
Maria. Enfriar y agregar 4 gotas de anhidrido acético y 2 ml de

acido sulfurico.
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La aparicidn de color naranja indica la presencia de DDD,
E1 DDT produce color naranja claro. La adicion de acido nitri-
co al tubo produce cambio de color, a rojo, en caso de DDD vy a

verde palido con DDT. El metoxicloro no interfiere,

5.4. DDT

Extraer la muestra con n-hexano. Transferir una alicuota a
un tubo de ensayo. Agregar tres gotas de la solucion 0,58 de’
hidrdoxido de sodio en etanol. Evaporar a sequedad en bafio Maria.
Enfriar. Disolver el residuo en 4-5 gotas de tetracloruro de
carbono. Agregar 2 ml de la solucidn sulfonitrica A. Agitar pa-
ra mezclar. Después de 5 s de agitacion aparece, en presencia

e DDT, color verde que persiste alrededor de 1 min.

(o7

El DDD v el metoxicloro, interfieren débilmente en la
reaccion. Ambos producen color rojo. El color producido por
el DDD desaparece después de 5 s de adicionada la solucion
gcida. El color producido por el metoxicloro, en cantidades de
3 mg o menores, es enmascarado por el color producido por el
DDT.

El limite de sensibilidad para el DDT es 50 pg. Se aumenta
la sensibilidad de la reaccion y se demora 1la descoloracion

cuando se agrega la mezcla sulfonitrica enfriada en Dbano de

hielo.

5.5. Heptacloro

Extraer la muestra con benceno. Transferir una alicuota a
un tubo y agregar 5 gotas de anilina redestilada y 2 gotas de
solucion 0, 1N de hidroxido de potasio en metanol. Colocar el
tubo, durante 15 s en bano Maria. Retirar del bano Maria y agre
gar 1 ml de piridina. Colocar nuevamente el tubo en bano Maria
10 s.

La aparicion de color verde oscuro después de 1 a 3 min de
la adiciodn de piridina indica la presencia de heptacloro.

La reaccidn es especifica del heptacloro pero grandes can-
tidades de otros insecticidas organoclorados inhiben el desa-

rrollo de color.
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5.6. Heptacloro en presencia de otros insecticidas organoclo-

clorados

En casos de que otros insecticidas organoclorados esten
presentes junto con heptacloro puade ser usada la reaccion
siguiente.

Extraer la muestra con benceno. Transferir una alicuota a
un tubo de ensayo. Agregar 1 ml de solucion 0, 1IN de hidroxido
de potasio en etanol y calentar, 30 s, en bano Maria. Agregar
1 ml de benceno. Aparece color rosa o violeta en presencia de

heptacloro. Limite de deteccidn 1 mg.

5.7. Aldrin, dieldrin y endrin

La técnica que se detalla a continuacion es selectiva
para alguno de 1los tres compuestos y ninguno de los otros insec
ticidas organoclorados, interfiere. Esta técnica es especialmen
te recomendada para identificar dieldrin. Para aldrin y endrin
existen otras técnicas alternativas que se mencionan despueés.

Extraer la muestra con xileno. Transferir 2 gotas del
extracto a un tubo de ensayo con tapa y agregar 1 ml de 1la
solucidn de acido sulfurico fumante. Agitar con cuidado, 30 s.
En presencia de:

. dieldrin aparece color rojo inmediatamente después de
la adicidn de la solucidn acida; el limite de deteccion es
SO‘Pg;

. aldrin, aparece color rosa después de 10 s de agitacion,
gue se transforma en rojo con agitacidén continuada; el limite

de detecidon es 20 aug;

. endrin, aparece lentamente color rojo despues de unos

15 s de agitacioén; el limite de deteccidn es 50 jng.
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58. Aldrin en presencia de dieldrin y/ou endrin

Extraer la muestra con benceno. Tranaferir dos o treas qgo-
tas a un tubo con tapa. Agregar 2 ml de la solucion de Acido
sulfurico fumante y agitar. Agregar 2 o 3 gotas de xileno vy
agitar 30 s. En presencia de 2 mg o mas de aldrin, aparece co-

lor rosa gque pasa a rojo.

5.¢. Endrin en presencia de dieldrin y/o aldrin

Extraer la muestra con n-hexano. Transferir wuna alicuota
3del extracto a un tubo. Agregar 2 ml de acido sulfurico y agi-
tar fuertemente. Colocar el tubo en bano Maria durante 30-40s.
Enfriar en bano de hielo. En presencia de endrin o clordano apa

ece color rosa o rojo. Anadiendo una gota de la solucidn sul-

2]

fonitrica B y agitando, aparece color azul verdoso en presen-

cia de endrin. El limite de deteccidn es 0,2mg de endrin.

5.10. Dieldrin y endrin

La reaccion que se detalla a continuacion no diferencia
entre los compuestos mencionados.

Extraer la muestra con benceno. Transferir wuna alicuota
el extracto a un erlenmeyer de boca esmerilhada. Evaporar el
benceno colocando el erlenmeyer en un bano Maria. Agregar 20 ml
de la solucion 0,5N de hidrdxido de sodio en etanol para disol-
ver el residuo. Agregar 30 mg de azufre y conectar el conden-
sador refrigerante. Calentar a ebullicion, sobre un calentador
elétrico, durante 15 min. Retirar y dejar enfriar alrededor de
30 min, agitando ocasionalmente. La aparicion de color rosa o
rojo naranja indica la presencia de dieldrin, endrin o de
ambos.

Grandes cantidades de clordano y heptacloro producen

color marron. Los demas insecticidas organoclorados no dan co-

10T.
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6. USO DE PAPELES REACTIVOS PARA DETECCION DE PLAGUICIDAS
ORGANOCLORADOS

Ity regnar con el reactivo, o-tolidina al 1% en acetona ’
tiras de papel Whatman No. 1 y dejar secar a temperatura ambien
te. Conscrvar las tiras de papel reactivo proteqgidas de la 1luz,
de esta forma se pueden guardar por varios dias.

Los insecticidas que son detectados con este papel reac-
tivo son los seguientes:

HCH (hexaclorociclohexano) produce color azul; el limite
de deteccion es 0,3 Mng; DDT, color verde claro con cantidades
de alrededor de 0,§pg; con 5/pg, o mas se produce color verde
hoja; otros plaguicidas producen color con el papel reactivo,
en cantidades superiores a 5 pg. Asi el aldrin produce color
verde amarillento; el clordano da color amarilllo verdoso y
el endosulfano produce color amarillo.

La sensibilidad de la reaccion para HCH.y DDT son debidas
2 los atomos de cloro ldbiles. El cloruro de sodio o el agua a
la que se ha agregado cloro, no producen color, aun en concen-

traciones a nivel de mg.

Técnica

Cortar los alimentos vegetales en rebanadas- de alrededor
de 2 cm de espesor. Colocar un papel reactivo sobre la superfi-
cie humedecida de la rabanada, durante 30 s. Retirar el papel y

exponerlo a la luz solar. Aparecen manchas coloradas segun el

plaguicida, y de acuerdo a lo indicado anteriormente.
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PLAGUICIDAS Y TOXICOLOGIA ANALITICA DE URGENCIA
Estudio comparativo de los diferentes metodos analiticos aplica-

dos a la investigacion de plaguicidas.

Carlos Alberto Gotelli
Catedra de Toxicologia
Facultad de Medicina - U.N.B.A.

Buenos Aires, Argentina

n S . ’
Sin lugar a dudas, es en el campo de la Toxicologia

-« 7 ~ | ~1 . . -
Clinica donde la ayuda del laboratorio analitico constituye un
aliado de singular importancia y en muchos casos de gravitacion
decisiva sobre la conducta a seguir frente a un intoxicado.

Clinica e quimica toxicolégicas constituyen una
asociacion estrecha, indisoluble, que debe funcionar en perfecta
ermonia y constante intercomunicacidn para el logro de los fines
comunes.

El incesante crecimiento en el numero de sustancias,
compuestos, asociaciones de farmacos, etc. que bajo multiples
formas incorpora dia a dia la tecnologia a los distintos aspec-
tos de la vida del hombre (fabriles, industriales, agropecuarios,
médicos,hogarenos, etc .) ha ambliado significativamente el con-
tacto de la poblacion con sustancias potencialmente- toxicas que,
consecuentemente han incrementado también el numero y variedad
de los cuadros actuales de intoxicacion.

Este crecimiento acelerado y a veces descontrolado,
por falta de normas o cuidados especiales en el uso de los dis-
tintos productos, obliga a que el trabajo del clinico y el qui-
mico toxicologo constituya una labor de equipo, con el objeto
de establecer rapidamente la etiologia de la intoxicacion e im-
plantar el tratamiento adecuado que permita neutralizar el

efecto tdxico y lograr la recuperacion del paciente.
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El constante y acelerado progreso de la tecnologia ha

repercutido sensiblemente sobre 1a toxicologia analitica y es

en este campo donde el analisis instrumental, moderno capitu-
lo de la analitica en general, tiene mayor vigencia y aplica-
cion.

La clasica metodologia convencional fue reemplazada paula-

tinamente por la introduccion de equipos e instrumentos de gran

sensibilidad y precision que hacen posible 1la identificacidn
indubitable de una sustancia en corto tiempo. Pero, debemos
tener presente que ésta tecnologia de avanzada requiere el

apoyo de laboratorios de alta complejidad, de personal especia-
lizado y de un gran numero de otros elementos, que en su conjun
emandan un costo operativo muy alto.

Para el tema concreto que nos ocupa o sea el de 1los pla-

cidas, cuyo uso masivo se circunscribe al medic rural, am-
bito en el gue se incrementa la frecuencia de intoxicaciones
por dichas sustancias, la posibilidad de contar con laboratorios
de avanzada es poco frecuente como asi tambien es notoria la
carencia de profesionales especializados en el tema, circuns-
tancias éstas que nos han inducido a reveer y ajustar las clasi
cas metodologias analiticas para poder poner al alcance del
analista, carente de equipos ultramodernos, técnicas sencillas
pero confiables capaces de conducir certeramente a la identi-
ficacion de un todxico.

Desde el punto de vista de la Toxicologia de Urgencia, 1la
premisa bdsica para la eleccion de un método analitico es 1a
rapidez en su ejecucidn; si a ésta condicidn le sumamos sensi-
bilidad y especificidad y demonstramos que la técnica se ajusta
@ los mismos, indudablemente que nos encontramos frente a un
método de singular utilidad.

Teniendo en cuenta que generalmente una intoxicaciodn aguda
esta relacionada con una ingesta significativa del toxico, ¥
que la intervencion médica se produce dentro de un corto tiempo
posterior a la intoxicaciodn, la posibilidad de encontrar el
toxico en algun humor biocldgico, aplicando métodos analiticos

de mediana sensibilidad, es muy grande.
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Los métodos que estudiamos en general son ciegos _a 1los
residuos de pesticidas . clorados ¥y en algunos casos a 1os nive-
les de impregnacion (no toxicos) derivados de una exposicion
profesional a la sustancia.

En todos los casos tuvimos en cuenta la rapidez en la
ejecucion, la sensibilidad y la especificidad como condiciones
basicas para la seleccion y estudio de cada tecnica.

Rapidez en_la eijecucion: La posibilidad de obtener un resulta-

do util en el menor tiempo posible es la base del éxito para un
correcto diagnostico y tratamiento de una intoxicacidn aguda.
Para que una técnica analitica sea rapida en su ejecucidn,
debe fundamentalmente emplear reactivos sencillos, de facil
preparacion y estables; contara con pocas operaciones y no
requerira materiales y/o equipos de manejo complicado.

Sensibilidad:  Es la minima concentracion de una sustancia que

puede revelarse mediante un método analitico con el maximo gra-
do de seguridad.
Especificidad: Es la caracteristica del método para distinguir

con certeza la sustancia que se investiga, diferenciandola con

precision de otras similares en sus propiedades o comporta-
miento.

Basados en estos tres pilares y fijando como- condiciones
operativas minimas las propias de un laboratorio de analisis
clinicos del medio rural, como asi tambien comtemplando la
dificultad en el entrenamiento y apoyb bibliografico de los

profesionales encargados de los mismos, procedimos al estudio

en primer término de los diferentes métodos, sus posibilida-
des de utilizacion, sus costos de montaje y mantenimiento,
sus capacidades resolutivas y su utilidad para el analisis qui-
mico toxicologico, analizando en segundo término las teécnicas
analiticas especificas para cada pesticida de uso comiun en
nuestro medio.

Nuestro objetivo consistio en efectuar un estudio com-
parativo entre métodos diversos de analisis quimico toxicolo-
gicos, aplicados especialmente a la investigacion de plaguici-

das, teniendo en cuenta:

Escaneado con CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

14

| Su costo por infraestructura y por analisis expresado

en dolares al ano 1980.

Sensibilidad de cada metodo en relacion a los resulta-

3%

dos obtenibles.

3. Sensibilidad relacionada con la rapidez de ejecucion

impuesta por la emergencia toxicolodgica.

4. Especificidad que permita un diagndstico cuali-cuanti-

tativo de certeza.

La unica manera de contar con estadisticas veraces en
intoxicaciones por pesticidas,consiste en una recoleccion de
de casos basada en comprobaciones de laboratorio. .

La sospecha o el diagndéstico diferencial quedan asi aventa
dos de toda duda o sobrenominacion matematica.

En este punto crucial, el laboratorio resulta indispensa-
ble desde el punto de vista de 1la salud del posible afectado
y tambien de una auténtica y veraz recoleccidn de datos.

Los métodos tradicionales cuentan con los siguientes ventajas:

1. Experiencia por parte de los técnicos,

2. Simplicidad y accesibilidad econdmica.

3. Posibilidad de realizacion en medios no equipados con

adelantos sofisticados o de investigacion.

No involucra en ninguna forma no acceder a las nuevas téc-
nicas, sino establecer claramente que finalidad se persigue y
cual debe ser el camino mas iddneo y realista para concretar
los objetivos establecidos.

La urgencia toxicoldgica exige un laboratorio rapido y cer-
tero; éste es el objetivo trascendente, de interés medico-
social que debe tenerse siempre em cuenta, pues puede darse la para
doja de no intentar diagnosticos faciles, economicos, veraces
y rapidos por entender que solamente la analitica instrumen-

tal de avanzada es la unica arma de batalla en el laboratorio
toxicologico.
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PESTICIDA

l

INTOXTCACTON

LAEC CLINICA
CONFIRMACION SENALES Y ALTERACIONES
ESPECIFICAS
TOXICOLOGIA DE URGENCIA
RAPIDEZ
LABORATORIO SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD
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ESPECTROFOTOMETRIA
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COSTO POR COSTO POR
T1PO EOUT PO NDETERMINACION
uss$ uss
VISIBLE 3.000 0.10 - 1.00
ULTRAVIOLETA 10.000 0.20
INFRAROJO 15.000 0.30
ARSORCION ATOMICA 30.000 0.50 - 1.20
CROMATOGRAFIA
TIPO COSTO POR COSTO POR
EQUIPO DETERMINACION
Uss USss
COLUNA 250 0.50 - 1.00
PAPEL 150 0.30
CAPA FINA (TLC) 1.200 0.40 - 1.00
FASE GASEOSA (GLC) 12.000 1.00 - 2.00
LIQUIDO-LIQUIDO (LLC) 20.000 N/D
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TECNICAS ELFCTRWMETRICAS
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- COSTO POR COSTO POR
i DETERMINAC TON
_____ uss 1 US$
ELECTROGRAVIMFETRIA 3.500 0.60
POTENCIOMETRIA 1.000 0.10
CONDUCTIMETRIA 5.000 0.10
POLAROGRAFIA 8.000 0.40
AMPEROMETRIA 3.500 0.10
ELECTROFORESIS 1.800 0.50
INMUNOANALTISIS
TIPO COSTO POR COSTO POR
EQUIPO DETERMINACION
US$ Uss
TECNICA DE RADICALES
LIBRES 23.000 0.50
RADIOINMUNOENSAYO 15.000 0.50
INHIBICION DE LA
HEMOAGLUTINACION 100 0.20
INHIBICION ENZIMATICA
(EMIT) 10.000 0.75
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OTRAS
T1PO COSTO POR COSTO POR
EQUIPO DETERMINACION
SIS, | - | PRPRSEPInGu - Uss
FLUOROMETRICA 20.000 0.10
ACTIVACION  NEUTRONICA N/D N/D

CRITERIOS TENIDOS EN CUENTA _PARA_EL CALCULO DE COSTOS

Tiempo de amortizacion del equipo: 5 anos

Numero de determinaciones diarias: 20 .

El costo consignado se refiere unicamente al gasto de reactivos.
No se consideran los gastos operativos (servicios, impuestos,
mantenimiento, etc) ni los correspondientes al personal (sueldos,
vidticos, honorarios, etc.)

TIEMPO DE EXECUCION

METODO PESTICIDAS PESTICIDAS
ORGANOCLORADOCS ORGANOFOSFORADOS
COLORIMETRIA 7 horas 3 horas

CROMATOGRAFIA EN
PAPEL : 20 horas 15 horas

CROMATOGRAFIA DE
CAPA FINA (TLC) 1 hora 1 hora

CROMATOGRAFIA FASE
GASEOSA (GLC) 4 horas 3 horas

CRITERIOS TENIDOS EN CUENTA PARA EL CALCULO DEL TIEMPO DE
EJECUCION

Técnica controlada y puesta a punto.
Operador convenientemente entrenado.
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PESTICIDAS ORGANOCLORADOS

CROMATOGRAFIA

TIPO

SENSIBILIDAD

INTOXICACION AGUDA

SANGRE ORINA
COLUNA 150 qg
PAPEL 1 ug
CAPA FINA(TLC) 0.1 ug > 2 pg/ml > 5 ug/ml
FASE GASEOSA
(GLC) 1 pg
LIQUIDO-LIQUIDO
(LLC) N/D

PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

CROMATOGRAFIA
INTOXICACION AGUDA
TIPO SENSIBILIDAD
SANGRE ORINA
COLUNA 100.0 ug
PAPEL 5.0 ng
CAPA FINA(TLC) 1.0 ug > 1 ug/ml —>5 ug/ml
FASE GASEOSA
(GLC) 0.1 pg
LIQUIDO-LIQUIDO
(LLC) N/D
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METALES
e eee—————
SENSIBILIDAD INTOXTCACTON AGUDA
METALES |————— oo ———
COLORIMETRIA ABSORCTON SANGRFE ORINA
ATOMICA
= RSNERRSTETSUS N—— —— | —
ARSENICO 1.0 pg/ml 0.5 pg/ml 0.5 pg/ml 0.4 pg/ml
CROMO 0.5 pg/ml 0.01 pg/ml 0.5 pg/ml 0.5 pg/ml
MERCURIO 1.0 pg/ml 0.2 pg/ml 0.4 pg/ml 1.0 pg/ml
PLOMO 0.1 ng/ml 0.005 pg/ml 1.0 pg/ml 1.0 pg/ml
TALIO 0.5 pg/ml 0.2 pg/ml N/D 1.0 pg/ml

TOXICOLOGIA ANALITICA DE URGENCIA

- INTOXICACION POR PESTICIDAS ORGANOCLORADOS, ORGANOFOSFORADOS
Y OTROS.

METODO DE LABORATORIO: CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (TLC)

-~ INTOXICACION POR METALES

METODO DE LABORATORIO: COLORIMETRIA
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MICROCRUSTACEOS PARA AVALIAR A TOXICIDADE DE AGUA

Zelia de Oliveira Soares

FEEMA,Rio de Janeiro,Brasil

INTRODUCAO

Atualmente, na maioria dos paises, seja ele uma grande
potencia ou um ya{s em desenvolvimento, alem de graves proble-
mas economicos, sobressai-se a enorme evidencia da "contamina-

cao ambiental”.

No Brasil, apos a expansao da industria quimica, fo-
roduzidos no mercado centenas de produtos quimicos, o0s
uais atendem aos mais diversos setores da atividade humana.

£ evidente que a fabricagao e utilizagao destes pro-
apresentam grande significado para a economia do pais,
nao se pode negar que representam grande potencial de
isce para o ambiente, particularmente para os sistemas aqua-
s, corpos receptores dos efluentes industriais e/ou dos
tos, em geral.

2 complexidade dos produtos quimicos impossibilita
zvaliar, gquantitativa e qualitativamente, a toxicidade dos
residuos industriais, acrescentando-se que a caracterizagao
guimica de todas as substincias toxicas componeﬁtes dos des-
pejos industriais torna-se impraticavel, dos pontos de vista
gnalitico e economico.

A toxicidade dos efluentes industriais e substancias
toxicas, no ecossistema, € influenciada pelas interagoes entre
OS seus componentes individuais, por outros despejos ali pre-
sentes, por suas formas quimicas e outros fatores, como a
presenga de minerais, de origem natural, dissolvidos, do anion
que o metal esteja associado; de substancias toxicas de origem
organica (terpenos, PCBs, hidrocarbonetos aromaticos polinu-
cleares, etc...).

As substancias toxicas presentes na agua podem agir
por meio de um efeito conjunto, ou seja, como se formassem uma
“mistura", e a toxicidade é chamada aditiva. Quando a toxici-

’ . R \ .
dade de uma "mistura" e superior a soma das toxicidades de
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cada componente, © efeito e mayle que aditi Yy, Ou eja, elec em

sinergia ou potencializagdo. Teto é, quando o todo & maior do
que a soma das partes. Ouando a toxicidade da "mistura” & in
ferior a soma das toxicidadee de cada componente, o efeito e

[ate &, rfuan-

menose gue aditivo, ou seja, ele tem antagonismo.

do o todo ¢ menor do que a soma das partes,

Fr,_v_

A avaliacao da toxicidade do efluente industrial

na-ee significativa, tendo-se em vista o controle da quali-

de

dade da &gua para o sistema aquatico,  ou seja, preservagao

testes,

flora e fauna, quando sao aplicados bioensaios. Estes

O

ctilizando-se organismos, possibilitam verificar e mensurar

~feito toxico sobre a biota.

Wt
Q

Cabe ressaltar que a maioria dos laboratorios n

w

enalisa, rotineiramente, os ccompostos organicos toxicos, ©

guais, seguramente, devem estar presentes em determinados
efluentes industriais. Entre estes compostos considera-se
prioritarios: terpenos, PCBs, hidrocarbonetos aromaticos

polinucleares, nitrosaminas, nitrofenodis, esteres do acido
ftdlico, cloreto de vinila e outros. Estes contaminantes sac
considerados de maior impacto para o meio aqudtico, como tam-
bém metais pesados, cianetos, fenol, etc..., devido a grande
guantidade de residuos sintéticos introduzidos no meic e a inz
bilidade da maioria dos organismos aquaticos para sobreviver,
ou manter a normalidade de suas fungoes vitais, na presenga
destes materiais essencialmente quimicos.

Os bioensaios, portanto, aplicados ao controle da
poluicdo da agua, permitem avaliar os efeitos dos principais
poluentee do meio ambiente, frente a organismos aquaticos (ma-
rinhos ou dulcicolas), pertencentes a diferentes niveis trofi-
cos destes ecossistemas.

Os testes de toxicidade possibilitam avaliar o efeito
das substancias toxicas (ou efluentes ou esgotos), nas nossas
condigoes climdticas, frente a organismos-padréo, exoticos
ou n3o, desde que se aclimatem as condigoes fisico-quimicas da
agua utilizada para a manutengao da cultura, a gqual deve se
aproximar ao maximo aquela da regiao em estudo. Esse proce-

dimento facilitara o desenvolvimento de critérios e padroes de
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\‘1”‘“’1“1‘1‘.”\ (limites de emisecao, ¢ neentracan de taxiena) ~am
15 dade suf ol . sAyAa Al el Ay 2 & b : .- & P 2
flexibilidade ¢ p1l1ciencte g ! atendery Aa variacoes amhientain

Jas divereae regioes do paie.

ORJETIVOE

Os bioensaios, no que tange ao controle da qualidade
da agua, sao desenvolvidos tanto para o reconhecimentn Ada
complexidade da contaminagao causada por diferentes toxicos,

de origem natural ou artificial, como tambem para fixagao e

g -

fiscalizacao de normas e padroes referentes ao controle de

-
[

poluigcac, entre outros, dependendo das finalidades dos estu-
dos & serem implantados.
Os objetivos dos testes de toxicidade (qualidade da

’

va), abaixo relacionados, demonstram a diversidade de pro-

m
[{#]

lal
4]

)

mas e rotinas que podem ser desenvolvidos em um orgac de

cdo ambiental, em suas fungoes de monitoramento e fiscali

e
"
O

z
zagao:
- Determinagao da toxicidade relativa de substancias e/ou com-

1]

o)

postos toxicos;
- avaliac3o da biocacumulagdo de substancias toxicas em orga-
nismos aquaticos, visando estabelecer critérios e padroes

para o recurso hidrico;
Determinagao da toxicidade de despejos sobre uma determinada

espécie, usada como biorreaaente;

Determinagao da carga poluidora de efluentes de baixa carga
organica;

Avaliacio da eficiéncia de tratamento de efluente industrial

de alta complexidade quimica, com o objetivo de remogao de

toxicidade;
- Fornecimento de subsidios para determinagao de padroes de

emissao de efluentes.

- etc...
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TIPOS DE TESTES

De acordoe eoth e obhistivons, A 7\"-"'!"""}:‘” do laborato-
rio, as r"-ﬂr"!“?f"(r‘-.re- ada tecnolooia f""F‘Th(:,‘\".ﬂ, etc., oS bioen-
eajoe podem eser desenvolvidos atravéa de teates de toxicidade
aguda e/ou toxicidade cronica, eclassificagao dependente do
intervale de dosagem e do periodo de exposigan ao toxicn.

De acorde com a renovagao da anlugan-teste, o013 tes-

tes de toxicidade podem Eser:
A. Testes Estaticos:

Fates testes desenvolvem-se, utilizando-se uma con
entracao definida da substancia toxica, sem renovagao durante
toda a duracao do mesmo. A duragao depende do organismo testa-

o, com exemplo a seguir:

o)

Daphnia spp - 24/48h (toxicidade aguda)
Chlorella sp + - 10 dias (toxicidade aguda)
Pseudomonas putrida - 16 horas (toxicidade aguda)
Lemna valdiciana - 10 dias (toxicidade aguda)
Brachydanio rerio - 96 horas (toxicidade aguda)

E adequado para substancias, compostos ou efluentes
gue n3o interfiram na demanda de oxigénio ( DBO baixa), se-
jam estdveis, nao sejam volateis, h3o estejam sujeitos a pre-

cipitacao ou detoxificagao pelos organismos.

E. Testes de Fluxo-Continuo:

Estes testes requerem uma renovaééo continua da solu
cio-teste (geralmente através de um diluidor).

As substancias, compostos ou efluentes podem apre-
sentar alta demanda bioguimica de oxigénio, instabilidade,

volatizagao ou degradabilidade.

C. Testes Semi-Estaticos ou de Renovagao Continua:

Estes testes requerem renovagao periodica da solugao
-teste, permitindo uma concentracao uniforme da  substancia
téxica (compostos ou efluentes), mesmo sendo instaveis ou

volateis.
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ORGAN1ISMOS PADRAO: Daphnia Maara e D. Similin

Phylum: Arthropoda
Classe: Crustacea
Sub-classe: Brachiopoda
Ordem: Cladocera

Os crustaceos sao amplamente utilizados em ensaios
- . - - . ”, -
de toxicidade aguda; sao abundantes no meio aquatico, possuem

papel importante na cadeia alimentar (como presa e predadores);

ocupam diferentes niveis troficos; certos microcrustaceos, co-

mo Daphnia spp e Artemia salina podem ser cultivados em labora

torio, obtendo-se culturas homogeneas, que apresentam uma sen-

L

cibilidade definida.

METODOS DE CULTIVO - MICROCRUSTACEOS: Daphnia sgpp.

sz

Podem ser aplicadas varias metodologias, entre e :
M

IS0 (International Standardization for Organizationo,

(american Society for Test Materials), AFNOR (Associagao Fran

la
AS

]

cesa de Normalizacgao), etc...

De acordo com a metodologia ISO, os organismos sao
cultivados numa sala com fotoperiodismo (16h - luz; 8h- obscu-
ridade), temperatura controlada ( D. magna - 20 + 2°C), intensi
dade luminosa de + 200 lux, mantidos em cristaiiiadores de 4 1,
preenchidos com 2 1de dgua reconstituida (mole ou dura) ou na-
tural (isenta de cloro e de substancias toxicas). A agua uti-
lizada para a sultura € chamada &gua de manutengdo e pode ser:

a) Para D. magna - Agua dura, conforme metodologia

1s0/82 |
b) Para D.similis - aqua mole, conforme metodologia

ASTM.
Os organismos devem ser alimentados com uma Tressus-
pensao de algas (ex.: Chlorella vulgaris) e com um volume de

alimento tal que quantifique 1,4 x 105 cels/ml.

A limpeza dos cristalizadores pode ser feita por sifo

namento do fundo e troca parcial da agua de manutencao.
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METODO DE CULTIVO - Chlorella vulgaris

A partir de uma cultura preparada em meio solido (agar

X agar x L.C. 0Oligo) inocular 100 ml de meio 1icquido (L.C.

0ligo) e incubar durante 4 dias a uma temperatura ab + 24°cC,

com agitacao continua e intensidade luminosa de + 5 000 lux.
- A ) 440 b : .

Quando a absorbancia (A ) atingir entre 0,3 a 0,5 U. Ab.

inocular um fermentador (por ex.: de 91, contendo 5 1 e meio

ATM) . Quando o
0

nutritivo, autoclavado durante 1 h, 120°C, 1
fermentador atingir entre 0,3 a 0,8 U.Ab. A44 , mantido num
sala com temperatura de 20 + 2°C, com intensidade luminosa con
tinua, retirar a cada 2 dias 2 litros da cultura, que serao
centrifugados (10°C) p>ra fornecer alimentagdo a cultura de
microcrustdceos e inocular, imediatamente, mais 2 1litros do
meio L.C.0Oligo, para manter a curva de crescimento da Chlorella

vulgaris e impedir o aparecimento da substancia toxica cloreli

na (prejudicial & cultura de Daphnia spp). o] fermentador,

ceralmente, mantem-se por 25 a 30 dias.

1. Calculo do volume de alimento :

a) Leitura do fermentador a A4%9;entre 0,3 a 0,8 U.ADb.

b) Centrifugagao (10°C) de 2 litros de cultura de alga
c) Ressuspensao da centrifugado, elevando o volume a 100 ml
d) Retirar 1 ml da ressuspensao e elevar o volume a 10 ml

e) Leitura no espectrofotometro do ressuspendido a _10 ml

A440

f) O resultado da leitura do ressuspendido a__ 10 ml & mul-

tiplicado por 2,48 (y)

g) Divide-se 2,8 por (y) - obtem-se o volume de alimento

indicado, ou seja 1,4 x lO5 ml .

3 cels/ml, que

Para se atingir a concentracgao de 1,4 x 10
€ a concentracgao desejada, € necessario que sz adicione 2,8 X

108 cels/21 .
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A- Preparo solugoee-eastoque:

Solugao

Solucao
Sol \IL'-:' 8
Solucao

g

‘ad

wun

Solugao 6:

Solugao 7:

4 g de

rada:;

10 g de K NO -

3 g de
4 g de
30 mg
60 mg
60 mg
60 mg
60 mg
60 mg
zada e
1,625qg
0,625g
0,625g
zada e
15g de

elevar

elevar

de
de
de
de
de
de

.+ 4 H.0- diluir Agqua deioni-
2 2 :
0o volume a

Ce N

a ( {H)
100 ml

idem
3

50 .. -
Mg S0,. 7 H,0

K, HPO, -
CuS0, 5 H,0

(N“)ﬁ Mo, 024.4 H,0

Zn SO,. 7 H,0

CoCl

6 H,O
Mn (NO3)2.

idem

idem

2° 2

4 H20

g - dilui n agua deioni
C6 H8 O2 HZO diluir em 2ag 2
elevar o volume a 1000ml.
de C6 HS Fe07.5 H20
de Fe 504- 7 H20
de Fe Cl,. 6H,0 - diluir em agua deioni
elevar o volume a 1000 ml
VaHCO3
o volume a 1000 ml.

- diluir em agua deionizada e

B- Preparo do Meio de Cultura:
Solugao de 1 a 4 - 1,0 ml
de 5e 6 - 0,5ml

Solugao

Solugao

7

- 1,0ml - elevar o volume para 1000 ml
(agua deionizada)
‘autoclavar 120°C, 1 ATM/20min

pH 7,1: 40,1

ajustar c/ HC1 ou NaOH
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TESTE

1

testada em

. Teste

chidos

geralmente,

e

O teste e

a t l: a

TOXITCIDADE

Estatico

tubos

A

sem

de

Preliminanr

vidaro

marcacao

28

AGUDA

desenvolvido

(10ml)

replicas.

neutre

ou Exploratorio

colocando-ase a amostra a ser
y, marcados em 8 e 10ml, pre=en-
com 5 (cinco) organismos-teste,

0 objetivo do teste, que tem duracao de 24h, geralmepn

te, € determinar a faixa de concentragao a ser testada no
teste definitivo - a concentragao minima que imobiliza 50%
dos individuos e a concentracao maxima indcua dos mesmos.
Teste Estatico Preliminar
2. Preenchimento dos tubos com a amostra
\fo . o e " i o 4 .~
$ ou N Amostra | Diluigao | Diluigao | Diluigao Agua de
Concent.|do tubo ml amostra amostra .| amostra diluicao (mi)
1/10(m1)|1/100(m1)1/1000 (ml
90 - - - -
35 2 3;5 b b = 4;5
10 3 1,0 i - = 7,0
3,5 4 - i . - - 4,5
l,O 5 - 1,0 = = 7,0
0,35 6 - - 3,5 - 4,5
0'1 7 = = 1'0 = 7[0
0,035 @ - - - 345 4,5
0,01 9 - - - 1,0 T4
Controle 10 - - - - 8,0
|

B. Apos o preenchimento os tubos sao agitados, para homogeinizagao
das diluigoes da amostra.
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4

Cc. Preenchimento do tubo com os 5 oraaniameme do volume (com-

pletar os 10ml).

D. Aconaicionamento dos tubose na ¢ ﬂmwr;| incubadara a 20°c

(D. magna) e 22°C (D. similis).

F. Leitura apos 24 h de incubacao

Teste definitivo:

L%}

Apos 24h e a leitura do teste preliminar, calcu
la-se a faixa para aplicagao do teste definitivo, que & a fai-
xa do teste preliminar ampliada numa progressao geométrica de

razao 1,3. O teste deve ser feito com 4 replicas.

Ex.: 80 - 62 - 48 =-37 -29 -22 =-17 =-13 -10
8 6,2 4,8 3,7 2,9 2,2 1,7 1,3 1,0
0,8 0,62 0,48 0,37 0,29 0,22 0,17 0,13 0,1

etc...

Obtem-se, entao, conforme o indice de toxicidade,
a concentracao que atingiu 50% dos organismos testados.

No caso de Daphnia, o indice de toxicidade & o ce
imobilizacdo e expressa-se como: CE(I) 50-24h (ou 48h); ou seja
€ a concentracdo efetiva inicial que imobiliza 50% dos organismos testados.

3. Validade dos resultados:

Os resultados sao considerados validos quando:

a) a percentagem de imobilizagao do controle &
menor ou igual a 10%

b) A CE(I) 50-24h (48h) de Dicromato de potas-
sio estiver entre 0,9 e 2,0 mg/1;

c) 0 teor de oxigénio dissolvido medido  no

final do teste for maior ou igual a 2 mg/l.

4. Expressao dos Resultados

Expressar a CE(I) 50-24h (48h) em: '
a) Percentagem, ou em mililitro por litro (ml/1) em casos
de efluentes;

b) Miligramas por litro (mg/l)- em caso de substancias qui-
micas.
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TECNICAS PARA LA DETERMINACION DFE PLAGUICIDAS ORGANO-CLORADOS

EN MEDIOS BIOLOGICOS

Carlos A. Gotelli

Catedra de Toxicologia-Facultad de Medicina- UNBA

Buenos Aires,Argentina

El problema gue se plantea en primera instancia ante un
cuadro de intoxicacion aguda, es la necesidad de efectuar un
diagnostico guimico-toxicologico rapido y seguro, que permita
descartar cualquier otra etiologia y oriente sobre el trata-
miento que debe implantarse; el exito del mismo dependera,
gran parte, de la celeridad con que se halla determinado 1la
cia del agente toxico.

el caso concreto de la investigacion de plaguicidas

clorados en medios bioldgicos de un intoxicado, la busqueda de

bt

os mismos implica la tenencia de equipos ultrasensibles y
de alto costo, tales como cromatografia en fase gaseosa con
detector de captura electronica. Desgraciadamente las posibi-
lidades de contar com equipos adecuados estan circunscriptas
z escasos laboratorios, que generalmente se hallan en los
centros densamente poblados. En contraposicion a 1o expuesto,
el empleo de los pesticidas en gran escala se realiza en
lzs zonas rurales, carentes de centros especializados capaces
de efectuar determinaciones Jde plaguicidas en forma rapida y
certera.

En los udltimos cuatro aﬁog han aparecido un considerable
nimero de procedimientos analiticos simples que utilizan como
método resolutivo la cromatografia en capa delgada. De to-
dos ellos, el publicado por Luckens y colaboradores en el ano
1970, es el que mas se adapta a las necesidades de un labora-
torio toxicoldégico de urgencia.

En el Laboratorio de la Catedra de Toxicologia de la
Facultad de Medicina, pusimos a punto dicha técnica e introdu-

cimos modificaciones que lo hacen mas accesible y practico.
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CONSIDERACIONES PREVIAS

. ' 4 - 11 .
La sanare v la orina son los fluidos corporale jue e

pueden conseguir mae rapidamente en un supuesto intoxic ada . Es

de esperar que la orina contenga el compuesto organo-cloradn

en su estade normal o bien uno o mas metabolitos provenientes

de =u degradacion. La sangre revela la cantidad de pesticida

circulante, la concentracion total del mismo es la resultante
del eguilibrio entre el plaguicida libre y el fijado en 103

elementos propios dJde la sangre y tejidos irrigados. Por medio
de la manipulacion selectiva se puede determinar 1la cantidad
de toxico libre, de toxico fijo o bien la concentracion de
toxico total.

Una cantidad significativa de los pesticidas organoclora-
dos circulantes se halla ligada a los hematies (1). Weikl vy
col., en una serie de experimentos in vitro, determinaron 1los
siguientes porcentajes de fijacidn:

PDATE €l DDT. . vvsrnnsnsssdsnnssessadn=40%

para el LindanO csvnsssssssssssnsH0-65%

para @] Dieldrifi..caesssssnnsesns34-39%

Kadis y Jonasson (2) demonstraron en el ano 1965 gque el
Aldrin se halla asociado a la hemoglobina y a un constituyen-
te no determinado de los eritrocitos. En base a estas conside-
raciones, la determinacion de los pesticidas organoclorados en
sangre total, ofrece datos y resultados mas representativos

que los hallados en la determinacion de dichos pesticidas en

plasma o suero.
MATERIAL E METODOS

a) Equipo: el habitual para la realizacion de cromatografia
en capa delgada. Nosotros empleamos como soporte portacbje-
tos conteniendo un depdésito de adsorbente de 2 mm de espe-
sor, constituido por una mezcla en partes iguales de oOxido
de aluminio G y silica gel G (Merck), al 30% en una solucion

de nitrato de plata al 1% en agua destilada.
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L . .
b) Liquido resolutivo: n-hexano saturado con N-N-dimetil-

formamida v conteniendo 0.1% de acetona.

c) Revelado: Compreende dos etapas; 1) obaervacion a 1a LUV
2) aaperasion de una solu-
cion de o-tolunidina al 1% en aleohol.,

TECNTCA OPERATORIA

xtraccion: los insecticidas organoclorados son altamente lipo
filicos, motivo por el cual, cuando se procede a su extraccion
con fines analiticos, se produce la extraccion simultanea de
los lipidos presentes en el medio.

Tales extractos generalmente no son satisfactorios para

1
la aplicacion de técnicas cromatograficas, ya sea en fase

eosa o0 en capa delgada, debido a la presencia de cantidades
excessivas de pigmentos y lipidos que interfieren en la deter-
minzcion. Este inconveniente se subsana mediante la ejecucidn
e operaciones de limpieza que demandam demasiado tiempo.
Cuando se desea acortar el tiempo de la determinacion, el
znalista debe sacrificar la recuperacion maxima del pesticida,
empleando un sistema de solventes que extraigan la minima
cantidad de sustancias interferentes, con una tecuperacion
razonable del toxico.

El n-hexano es el solvente que mas se adapta a esta
segunda posibilidad, dado que permite la extraccion maxima de
inseticida, acompanado de un pequeno porcentaje de sustancias
interferentes. Este extracto sin embargo, contiene suficientes
elementos como para interferir en la resolucion cromatogra-
fica en capa delgada. La hemdlisis previa a la extraccion eli-
mino este problema y permite contar con un extracto que se pug

de cromatografiar directamente sin proceso previo de limpieza.

TECNICA

A 5 ml de sangre total, extraida usando oxalato de potasio
como anticoagulante, se adicionan 15 ml de  agua destilada,

agitando fuertemente durante 30 segundos para favorecer la
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5 m) .",/‘ n- lrvann Marels ~

hemolieis. Posteriormente ee Aqgreca

eimilar) v &e agita energicarente durante un minuto; separar
por decantacion o centrifugacion y evaporar A sequedad en
bano maria 1a faee organica. El residun sedisuelve an 0,05ml

de n-hexano puro.

l.ae placas preparadas segun la técnica descripta, se
activan entre 90-100° durante 30 minutos y luego se siembran
alicuotas de 5,10 v 20 microlitros del extracto y se colocan
en la cuba, previamente saturada con el solvente.

El corrimiento insume de 10 a 15 minutos, transcurridos
los cuales, las placas se secan al aire y se procede 3 la
localizacion de las manchas con la ayuda de la 1luz ultravio-
leta.

Posteriormente, mediante la aspersion de wuna solucion
de o-toluidina al 1% en alcohol, se procede al revelado, aparg
ciendo los plaguicidas organoclorados como manchas de color
amarillo.

La siembra simultanea de cantidades conocidas de los pla-
guicidas mas comunes (DDT, aldrin, dieldrin, etc.),permite
obtener informacion aproximada acerca de la concentracion del

pesticida en la muestra analizada.

DISCUSION

El método descripto permite detectar concentraciones del
orden de 0,1 ppm de pesticidas organoclorados en sangre u
orina. Dicha técnica es ciega a las concentraciones habituales
de plaguicidas organoclorados en la poblacion.

Los ensayos de recuperacion efectuados, arrojaron un resul
tado de 85% para valores conocidos de DDT, 92% para dieldrin
y 80% para aldrin.

Mediante la adaptacion de un simple dispositivo de mues-
treo, se puede abordar, con éxito, la determinacion de pes-
ticidas en ambientes laborales.

La sencillez, rapidez y efectividad de la técnica descrip
ta, son cualidades suficientes para que se implante en todos

los centros asistenciales cercanos a las zonas de produccion
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agricola, cubriendo de esta forma una necesidad impostergable
y contribuyendo positivamente a evaluar en su verdadera dimen-
sion, los trastornos e inconvenientes provocados por el mal

uso de los plaguicidas.
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DETERMINACAO DE RESIDUOS DE INSETICIDAS ATRAVES DE

RIOENSAIO COM DROSOPHILA MELANOGASTER

Flavio Rodriques Puga

Silvana Pubano

Instituto Bioléqgico

Sao Paulo, Brasil

INTRODUCAO

As técnicas de investigacdo, cujo objetivo & o controcle dos
pracuicidas como poluentes ambientais e contaminantes de ali-
oS

-
ent

H

, constituem um dos campos de maior relevancia no panora
ma das avaliagoOes toxicoldogicas e tém recebido a constante aten
c2o das autoridades governamentais e sanitarias em todo o mun-

do.

Os ensaios bioldgicos constituem um dos recursos mais efi-
cientes como método de triagem para a identificacac de resicuos
de inseticidas em regides onde o alto custo e as elevadas des-
pesas operacionais tornam inviaveis métodos que exigem o uso de
aparelhos de alta precisao. Um dos requisitos basicos exigidos
destes bioensaios €& que tenham sensibilidade necessaria para
detectar niveis de residuos na faixa de 0,1 a 1,0 mg/kg ou me
nos. Dentre os organismos mais usados, destaca-se a mosca das
frutas (Drosophila melanogaster, Meig.)
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 - PREPARACAO DO MATERIAIL

2.17.1 = INSETICIDAS

rara a determinacao da DLSO de um inseticida, diferen.

tes concentracdes sao preparadas em solventes organicos usando,
Ll - 3
como fator de progressdo geométrica, 2 ou VZ(=1,41)ou v2(=1,26),

conforme a precisao desejada.

2.1.2 - MATERIAL BIOLOGICO

. Picar o material em pequenos pedagos.

. Pesar 50 gramas.

Homogeneizar com 150mf de mistura acetonitrila e agua

(65:35) .

Agitar fortemente durante 5 minutos.
Filtrar através de papel de filtro.
Separar 50mf do extrato.

Evaporar o extrato através de corrente de ar até re

duzir o volume a 20mf.

Transferir o extrato para funil de separacao e acres
centar 5mf{ de éter de petroleo.
Agitar fortemente e aguardar a completa separagao das

camadas.

Separar e guardar a camada superior e repetir a ope-

racao anterior com a camada inferior duas vezes.

. Juntar as camadas superiores e evaporar através de

corrente de ar até reduzir a 2mfl.
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2.2 - MOSCAS: Drosophila melanogaster

2.3 = MEIO DE CULTURA

Em um baldo volumétrico de 1000mf colocar 30g de Aagar
e 500m{ de agua deionizada.
Autoclavar a 120% por 30 minutos.

Juntar 15ml de solucdo fungicida (80mf de acido fosfo-
rico, 800m{ de acido propidnico e 1120mf de agua deionizada) ,
100g de levedura em po e 60g de aclicar previamente dissolvidos

em 500m{ de agua sob aquecimento brando.

Manter o baldo em banho-maria a 60°C por 10 minutos.

. Distribuir o meio (60mf/frasco) em frascos de vidro

transparente, de boca larga, fechados com tampao de gaze e pre

viamente esterilizados. Manté-los em geladeira até o momento

de uso.

2.4 - MANUTENCAO DAS MOSCAS

Frascos contendo meio de cultura e, em média, 100 moscas

por frasco, sao colocados em estufa a 24 + 2°c e 90 + 3% Ge umi

dade relativa. A umidade é mantida através da colocac¢ao de pla

cas de Petri com agua, no interior da estufa.

2.5 - CONTROLE DA IDADE E DO SEXO DAS MOSCAS

Apos serem mantidas em estufa por 24 horas, as moscas sao
transferidas para novos frascos contendo apenas meio de cultu-
ra, permanecendo no frasco original apenas os ovos depositados.
Quando as moscas, originadas destes ovos, atingirem 5 dias de
idade, sao separadas por sexo, o que é feito pela observagcao
do tamanho e das caracteristicas do abdomen (Figura 1).
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2.6 -— REALIZACAO DA PROVA
2.6.1 = PREPARO DOS FRASCOS DE PROVA

. Aliguotas de I1ml das amostras sao aplicadas em tiras

de papel Whatman n¢ 1 (52x46mm) colocadas no interior de fras-

cos de vidro (50mm de altura por 19mm de diametro).

Evaporar o solvente através de fluxo de ar; os fras

cos usados como controle devem conter apenas solvente,

. Acrescentar a cada frasco 0,59 do meio de cultura.

2.6.2 - DETERMINACAO DA RELACAO DOSE X MORTALIDADE

. Anestesiar moscas de 5 dias por 3 minutos com éter

etilico.

. Colocar cerca de 50 fémeas em frascos de prova, cujas

bocas devem ser fechadas com tiras de lengo de papel fixadas

com elastico.

. Colocar os frascos na estufa a 24 + 2°C e 90 + 3% de

umidade.

. Observar os sintomas de intoxicacao apds 3-6 e 24h.

. Depois de 24 horas de exposigao, determinar as por-
centagens de mortalidade.

. Os resultados sao apresentados em curvas dose X mor

talidade, calculados de acordo com Bliss (1935).

2.7 - DOSE LETAL 50%

A titulo de exemplo, na Tabela 1, sao apresentadas as

DL de varios inseticidas para Drosophila melanogaster, expres

50
sas em miligramas do produto por frasco de prova.
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TABELA 1
Dl de inseticidas para Drosophila melanogaster

Inseticida Exposicao (24 horas)
(mg/frasco) Autor da Prova

—

Aldrin 0,2 Knobel
Clordano 0,02 Podr iques-Puga
DDT 179 Karlog
Dieldrin 0,8 Karlog
Endrin 0,9 Karlog
Heptacloro 0,2 ' Karlog
Endessulfan 1,0 Fodrigues~Puga
Triclorfon 1,8 D. Mello
Paration 0,4 Rodriques-Puca
Mevinfds 1,6 Rodrigues-Puga
3 &)

— S i
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Figura 1 - Representantes macho e fémea de Drosophila

melanogaster (sequndo Demerec e Kaufmann, 1964).
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TESTES FNZIMATICOS "IN VITRO" PARA A DF rECcAo DE METAIS PESA-

DOS F AGROTOXICOS EM AGUAS DE ABASTECIMENTO PURLICO

Mauro V. de C. Faria
Univ. Estadual do Rio de Janeiro - UERJ
e Elaine Noce
Fundacdo Estadual de Engenharia do Meio Ambiente

FEEMA -Rio de Janeiro

+ + : A
As enzimas (Na , K )-ATPase e acetilcolinesterase sao

~ . ¢ . “ + _’4-
mas "alvo" da atuacao de muitos toxicos. A enzima (Na, K )-

b

p)

Nz

M

se ¢ inibida -por metais pesados e agrotoxicos clorados.

j)

Pase
. . ol o - + o e e
acetilcolinesterase, ao contrario da (Na , K )-ATPase e inibi

g

da por agrotdxicos fosforados e carbamatos nao sofrendo nenhuma
inibic3o guando em presenga de metais pesados e agrotoxicos
clorados. Com base nestes fatos jé evidenciados por varios
autores, foi desenvolvida toda uma metodologia - Ppara a produ-
¢ao de preparagoes ricas em Nat K'—ATPase e acetilcolinesterase
e, para a utilizacdo dessas enzimas em teste "in vitro" com
finalidade de detectar a presenqé desses contaminantes quimicos.
Os testes enzimaticos "in vitro" s3o altamente sensiveis uma
vez que expoem as enzimas diretamente a agao dos toxicos. Sua
sensibilidade e rapidez permite o uso de forma ratineira para
avaliar a qualidade da agua de abastecimento publico.

A resposta dos testes enzimaticos baseiam-se na percen-
tagem de inibigdo da atividade enzimatica resultante da atua-
Gdo de todxicos, tomando para fins de comparagao, a analise com

agua pura (deionizada) como controle.

1. Teste enzimatico "in vitro" com (Na+, K+)-ATPase para a

detecgao de metais pesados e aqrotdxicos clorados

oy ” + 4
1.1. Reagentes utilizados para a determinagao (Na , K }ATPase.

Escaneado con CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

- Substrato Tampao

" R "A e Aa Al 0 A BA a Nalis
Splucao A: - Pesan 20 tmg A J4f1?. € ¢) : 642 mg d NaCl;
1409 mg de KC1 & 606 tma de Tris (Merck). Disaolve-los um de
cada ver, noe mesmos 8 ml de H, 0. Ajustar o pH a 7,4 com
gotas de HC1 concentrado. Levar o volume a 10 ml com H .)"l.

tolucao Use = Dissolvern

28 mg de ATP (Acido adenosino-trifos

férico, =al Jiseddico) por ml de sol. A. Ajustar o pH 7,4
com Tris em po.
NOTA: A =0l. A € estavel indefinidamente. A solugao Uso e
estavel, refrigerada, por 1 a 2 semanas.

de Cor

c
W)
(VR
o]
b=

Pesar 10 g de Molibdato de aménio. 4 H,0 e adicig
Completar com

nar 1,0 ml de hidroxido de amonio (d=0,90).

Hzo a 100 ml.

Solucio B: Pesar 0,235 g de Metavanadato de amonio (Merck) e

dissolver em 40 ml de dgua quente ( + 90°C). Resfriar, jun-

tar solucao de acido nitrico (0,61lml de HNO, concentrado +

0 a 100 ml.

1,4 ml de HZO)' Completar com H2

Solucdo C: Dissolver 20g de duodecil sulfato de sodio (SDS)
em 80 ml de H20. Completar o volume a 100 ml.

Reativo de Uso: Misturar as solugoes A,B,C (100 ml de cada)
adicionar 37 ml de dcido nitrico concentrado. Levar o volume

a 1000 ml com H20.

0 reativo de uso e estavel indefinidamente

no ambiente.

NOTA:

- EDTA 20 mMpH 7,4 - Pesar 7,44 de acido etileno-diaminotetra-

cético, sal dissodico (EDTA, Na2), dissolver em 800 ml

H,

de

O, ajustar o pH a 7,4 com Tris em po e completar o volume

@ 1000 ml com H O (durabilidade ilimitada quando refrigerada).

2
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1.2. Dosagem da (.\'."u‘, K')-A TPase para a Deteccao de Metain

Pesados

- Preparagao de Suspensao de Fnzima

A = Suspender 5,25 mg ae li1ofi1lizado em 1 ml e ";’l'l"‘
destilada (aprox. 0,35 mg de proteina por ml) -

suficiente para cerca de 30 determinagoes,

B - Suspender 5,25 mg de liofilizado em 3 ml de EDTA
20mM pH 7,4.
Procedimento
ENSATO 1 ENSAIO 2 BRANCO
6,0 6,0 6,0 ml de H?O deionizada
= - 0,05 ml de enzima A
1,90 1,0 1,0 ml reativo de cor
incubar 2,5 min. a 10 min. 37°C
0,1 0,1 0,1 ml de substrato tampao (par-
tida na reagao)
0,85 0,85 0,85 ml de agua*
0,05 0,05 - ml de enzima A**

- Ler dentro de 15 min. a 350 nm. Calcular a % de inibigao

em relagao ao controle.
* fgua a testar - adicionar 0,2 ml de HC1 concentra-

do para cada 2,5 ml de agua; aquecer até a ebuligao,
esfriar, adicionar tris em po até pH 7,4 e usar imedia-

tamente. Usar agua destilada no controle.

** Caso haja inibigao - repetir o procedimento com a enzi-
ma B. O desaparecimento da inibigao reforga a indicagao

da presenga de metais pesados.

1.3. Dosagem de (Na®, k*)-ATPase para Detecgao de Organoclo-
rados |

- Preparagao da suspensao de enzima - idéentica ao item

1.2.B - 5,25 mg de liofilizado em 3 ml de EDTA 20 mM

pH 7,4 (suficiente para cerca de 3 determinacgoes).

- Procedimento: Idéntico ao utilizado na detecgao de me-
tais pesados, incluindo-se uma pré-incubagao de 30
minutos, a 37°C.
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CONTRO1.} ENSATO RRANCO

6,0 6,0 6,0 m1 de "?f‘ deinnizada
0,06 ml de enzima

1,(‘ ml de reat iveo de cOr ir|f/|]1”"r

1,0 1,0 .
2:;5 min, 37°C
0.1 0,1 0,1 ml (_”‘ srnh.r:trmr) tampan (partida
da rea¢ao, incubar 30 min. 37°C)
0.05 0,05 - ml de enzima
0. 85 0,85 0,85 ml de aqua (pH 7,4 - 7,5)

(Agua destilada no controle)

Ler dentro de 15 min. a 350 nm. Calcular a % de inibigao em

relacao ao controle.

2. Método Simplificado de Dosagem da Acetilcolinesterase

“ .

0 método proposto € baseado na queda do pH do meio de incu-
bacdo pela formagdo de acido acético, produto de hidrdlise

da acetilcolina.

2.1. Reagentes

Solucdo A: Tampdo Tris-HC1-Mg = (MgCl, 1,6M em Tris-HCl
0,16M, pH 7,6). Pesar 8,13 g de MgCl,. 6H20 e 0,48 g de
Tris (Merck) e dissolvé-los em 20 ml de agua. Ajustar o
pH a 7,6 com gotas de HCl concentrado e completar a 25 ml

com dgua (estavel indefinidamente no refrigerador).

Solucdo B: Substrato (Acetilcolina 0,29 M)
Pesar 509 mg de cloridrato de acetilcolina (Merck) e dis-

solver em 10 ml de &agua(estdvel por 1 a 2 semanas quando

refrigerado).

2.2. Procedimento Rotineiro
- Em um becker de 50 ml adicionar 3 ml de preparagao de
enzima, 0,5 ml de solugao A e 16 ml de agua destilada,

no controle, ou agua a testar.
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- Verificar o pH. Caso necessario, ae a Aqua eativer muito

acida ou alcalina, ajustar o pH a 7,5 - 7

6 com gotas de

HC1 ou NaOH diluidos.

- Incubar, com agitacao, 120 min. a 37°C.
- Dar partida na reacao, adicionanado 0,5 m)l de solugao B
(substrato) mantendo-se agitagao continua com  agitador

magnetico, a temperatura ambiente,

Esperar o pH cair ate 7,3 e anotar, em ﬁngui(‘]a' com usn de

1

cronometto, © tempo necessario para o pH baixar de 7,3 a

r i ¢ I

f

- Calculo da percentagem de inibigao:

% inibicdo =_.2 "1 ‘x 100 sendo:

-~ = Tempo gasto pelo controle (agua destilada)

T,= Tempo gasto pela agua a testar

>.3. Procedimento para a Eliminacao de Interferentes (Tampoes

estranhos na agua a testar)

Na presenga de um tampao de pH estranho na agua, © Qque
pode ocorrer quando se usa despejos industriais, um tes-
te prévio precisa ser feito, usando-se uma solugao 0,01 M
de acido acético. Anota-se o volume desta solugao, neces-
sario, para fazer o pH cair de 7,3 a 7J)ha- mistura con-
trole (agua destilada), antes da adigao da solugao B
(substrato Acetilcolina). Usualmente este volume esta em
torno de 1,0 ml. A quantidade de acido acético 0,01 M de
terminada neste teste, € entao adicionada na mistura
contendo agua a testar, previamente ajustada a pH 7.3,
antes de adigao da solugao B (substrato). O pH final ¢
entao registrado. Determina-se, agora, a atividade da
enzima medindo-se o tempo necessériq para o pH cair, na
mistura contendo agua a testar, apos a adigao do substra-
to, de 7,3 até o pH final determinado na operagao an-

terior.
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3. Avaliacgao dos Métodos Propostos

Os dois métodos propostos sao semi-quantitativos se-
lecionando as classes de toxicos. No entanto dada as suas

caracteristicas, podem ser extremamente vteis para as sequin-

tes finalidades:

”

- Indicar se a Agua de mananciais esta em condigdes de
utiliracao publica, gquanto a presenga de poluentes.

- Avaliar rotineiramente a contaminagao por tais agen-
tes de recicdes criticas de cursos d'agua.

- Montagem de sistema semi-continuo de alarme.

- Automatizagao. .

Sugere-se gue, em principio uma inibigao superior 3
25% Ja acetilcolinesterase seja considerada como indeseja-
vel em &guas para abastecimento publico. Em relagao a metais
pesados com gualquer percentual inibig3o enzimatica da (Na+,
K )-ATPase deve-se em principio, colocar a agua analisada scb

suspeicdo. J& a inibigdo por organoclorados niao deve ultra-
passar a 15%.
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METODOS ANALTTI (P E KITE PARA DETYFECGRO DE RESfDUOS DE
I ) A ‘)

N, Izmirova

rituto de Hiaiens & Sade Orupacinnal

8nfia Rulgaria

Fetee metodos gualitativos e aemi-quantitativaa faram

desenvolvidos com a finalidade de facilitar A identificarcan

3de grupos de pesticidas e tambem de alguns compostos, isnlada-

mente, em alimentos, em amostras de ar, agua ou solo e, em al-

gune Casos, NO SOro ou no plasma sanguineo.

Para os inseticidas fosforados organicos e carbamatos
utilizou-se o efeito inibitdrio destes compostos para a acetil-
inesterase. Nos demals casos procurou-se obter uma reagao

rida com formagao de compostos pouco soluveis.

(9]
O
e
O

Sao apresentados cinco grupos de reagoes que, apos sua
padronizagao, estao preparadas em "kits" com papéis reativeos,
solugdoes reagentes, laminas escavadas e caixa para execuGao

das provas.

Primeiro grupo de pesticidas (NELON - Inh)

Est3o incluidos os inseticidas inibidores das colines
terases: compostos fosforados organicos (paration, malation,
diclorvos triclorfon, mevinfds, etc.) e carbamatos (carbaril,
propoxur, aldicarb, carbofuran, p. ex.).

A reagao baseia-se na decomposigao de acetilcolina
pela colinesterase (1) com produgao de colina e acido acético.
Este ultimo altera a cor de um indicador de pH que esta incorpo
rado no papel reagente.

Este método é de grande sensibilidade, permitindo
detectar teores ao nivel de nanogramas do pesticida. Pode ser
utilizado para pesquisar residuos de inseticidas fosforados
organicos e de carbamatos em frutas, hortalicas e outros ali-
mentos. Serve também para monitoramento bioldgico das condi-
goes de trabalho, tanto nas indistrias  de sintese e de formu-

(*) Resumo elaborado por W.F. Almeida, INCQS/FIOCRUZ, Rio de
Janeiro.
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lagao, como nos trabalheos de M\Hrnc?\f* nas lavouras.

No caso doe ineeticidas foaforados dos drupos dos tig

e ﬁi‘j(“(‘(“T“]""C‘f"‘, sua ("r-fﬁy,’--innr‘;\(\ prv]r\ enr feita com a= reas-

coee coloridas deacritas no segundo arupo.
Sequndo grupo de pesticidas (NELON-E)

FetdAo incluidos neste grupo o0& piretroides (deltame-
trina e outroe), dipiridilicos (paraquat e diquat), compostos
osforados (paration, metil-paration, tetraclorvinfos, dime-
toato, etc.) fungicidas ditio-carbamatos (maneb, zineb, tiram,
etc), e também etileno-tio-ureia, clorfenamidina, acido nico-
tinico e pirimicarb.

Um extrato alcodlico, aceténico, ou cloroformico do
pesticida é colocado sobre o papel reativo e secado. Apos o de-
senvolvimento da reacgao pela adigao da solugao reagente, apare-
ce umz mancha alaranjada, amarelo-parda ou vermelha, conforme

2 estrutura gquimica do pesticida.

Terceiro arupo de pesticidas (NELON-S)

As reacoes deste grupo sao especificas para a presen-
cz de enxofre na molécula; por este motivo permitem confirmar
2 presenga de inseticidas tiofosféricos (paration, malation) e
ditiofosforicos (Metidation, forato, fosalone), e de fungi-
cidas ditiocarbamicos (tiram e ziram).

Um extrato alcodlico, acetonico ou clorofdrmico do
pesticida é colocado sobre o papel reativo e secado. Em seguida,
a cor do papel reativo é desenvolvida em sua colocagao em agua
quente. Mancha bem definida parda ou amarelo-parda (conforme a
estrutura e a concentragao do pesticida) pode ser vista com a

colocagao do papel reativo contra fundo branco.

Quarto grupo de pesticidas (NELON-I)

As reagoes neste grupo sao especificas para os pes-

ticidas dos grupos tio- e ditiocarbamatos, etileno-bis-ditio-

Escaneado con CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

53

~arbamatos e dissulfeto de tiram (2). Neatea qgrupos eatio in-
cluidos, por exemplo: maneb, zineb, ziram, nabam, ferbam, tiram
c etileno-tio ureia.

Um extrato cloroformicoou acetonico é ecolocado anbre
o papel reativo e secado. Em sequida, desenvolve-se a cor ( par

3a ou escura) por exposigao deste papel ao vapor d'agua.

Quinto _grupo de pesticidas (NELON-ON)

Estao aqui incluidos os inseticidas do grupo dos car-

bamatos que contem radicais de fenol ou de naftol substituidos,

como, por exemplo, carbaril, propoxur, carbofuran, etc.

0 extrato acetonico ou cloroformico e colocado sobre
1 e secado. Em seguida a cor é desenvolvida com a adi-

solugao reagente.

OLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

As superficies contaminadas (partes do corpo, obje-

tos, hortaligas, frutas, outros alimentos) sao friccionadas

vZrias vezes com pequenas porgoes de algodao previamente ume-
decido em etanol, acetona ou cloroformio (3). Esta operacao ¢
repetida por 3 vezes com outras porgoes de algodao, que si3o, em
seguida, guardadas em saquinhos de polietileno.

No laboratorio, as varias porgoes de algodao corres-
pondentes a cada amostra sao coloadas em um copo Becher de 25 ml.
Adiciona-se clorofdrmio ou acetona em quantidade suficiente pa-
ra cobrir as porgoes de algodao. Agita-se com um bastao de vi-

dro. Os pedagos de algodao sao levados, com o bastao de vidro,

acima da superficie de liquido e espremidos com © bastao. Em

seguida sao lavados com clorofdormio ou acetona. A solugao e fil
trada em sulfato de sodio anidro e, em seguida, evaporada
(com um ventilador ou um fluxo de ar quente).

Redissolve-se o residuo em 1 ml de cloroformio ou

acetona.
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"oma-se 1 microlitrns deata solucao final

b

coloca-se no centro

je cada fita de »a:v 1 reagente. Evapora-=ze ate secagem. Adicio-

'a-8e a solugao reagente por 1 minuto ou a fita 6 exposta A

igua qguente ou ao vapor d'agua, conforme o tipo de reacao. FEm

sequida coloca-se a fita de papel reagente entre duas folhas de

papel de filtro, para seca-la.

feita,

Uma reacao quantitativa ou semi-quantitativa pode ser
comparando-se a cor do papel reativo (apos reagao) com

papeis expostos a diferentes concentragoes de uma solugis

nadrao do pesticida que esta sendo pesquisado..
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