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RESUMO

Na maior parte das formulações de inseticidas como os organofosforados diazinon e triclorfon,
e o carbamato carbofuran usa-se a água como veículo. A estabilidade química desses três
agrotóxicos foi avaliada em função do pH de suas soluções aquosas, utilizando-se bioensaio com
Drosophila melanogaster e o teste de inibição da acetilcolinesterase. Foi avaliada a degradação dos
inseticidas em solução de pH 6,0; 7,8 e 10,5, mantidas à temperatura de 25,0º C. A percentagem de
mortalidade das drosófilas expostas aos inseticidas mostrou que as transformações estruturais das
moléculas inseticidas foram mais acentuadas para o pH 10,5 e menos para o 6,0. Os dados da inibição
da acetilcolinesterase, em diferentes intervalos de tempo, mostraram que enquanto o carbofuran
foi o responsável direto pela variação dos níveis da inibição enzimática, para o triclorfon ela foi
devida ao seu metabólito mais tóxico diclorvos; nenhuma informação sobre modificações
estruturais no diazinon pode ser obtida por este parâmetro de toxicidade. Os resultados levam a
conclusão de que é importante conhecer o comportamento dos agrotóxicos em função do pH de
suas soluções ou suspensões aquosas, a fim de reduzir a perda da atividade inseticida e, ainda,
controlar eventuais problemas de intoxicações pelo aumento da toxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Diazinon, triclorfon, carbofuran, acetilcolinesterase, concentração letal
mediana, relação estrutura-atividade.

ABSTRACT

EVALUATION OF INSECTICIDES DEGRADATION, AS A FUNCTION OF PH, UTILIZING
DROSOPHILA MELANOGASTER AND ENZYMATIC INHIBITION TEST. In the majority of insecticide
formulations, such as organophosphorus diazinon and trichlorfon and carbamate carbofuran, water
is used as a vehicle. Chemical stability of these pesticides has been evaluated as a function of their
aqueous solution pH, using Drosophila melanogaster bioassay and acetylcholinesterase inhibition
test. Degradation of the insecticides has been evaluated in solutions at pH 6.0; 7.8 and 10.5,
maintained at 25.0º C. The percent mortality of drosophilas exposed to insecticides demonstrated
that structural transformations of insecticide molecules were higher at pH 10.5 and lower at 6.0. Data
on acetylcholinesterase inhibition, in different time intervals, indicate that whereas carbofuran is
the direct agent responsible for the variation of the enzymatic inhibition levels, in the case of
trichlorfon it  is due to its more toxic metabolite dichlorvos; no information on structural
modifications in diazinon was attained through this toxicity parameter. Observed results lead to
conclude that the knowledge about the pesticides behavior as a function of pH of their aqueous
solutions or suspensions is important for reducing insecticide activity loss and also for controlling
eventual intoxication problems due to toxicity enhancement.

KEY WORDS: Diazinon, trichlorfon, carbofuran, acetylcholinesterase, median lethal concentration,
structure-activity relationships.

*Bolsista PIBIC/CNPq/IB

 INTRODUÇÃO

Inseticidas das classes dos organofosforados e
carbamatos são amplamente util izados na
agropecuária e, também, muito estudados devido

a problemas ambientais (MCLEAY &  HALL, 1999;
WERNER et al.,2000) e intoxicações, tanto para o
homem (ZWIENER & GINSBURG, 1988; FERRER & CABRAL ,
1991; GOELLNER, 1993) como para os animais (HAYES,
1975-a).
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Muitas das formulações para aplicação de
agrotóxicos, como concentrado emulsionável e pó
molhável, envolvem a água como veículo. Pelo fato da
grande maioria dos inseticidas organofosforados e
carbamatos apresentarem na estrutura a função éster,
o seu comportamento em água é importante sob dois
aspectos: eles estão sujeitos à reação de hidrólise que
pode diminuir a ação inseticida como, também,
aumentar a toxicidade pela formação de subprodutos
mais tóxicos (VASQUES et al., 1987; HIRATA et al., 1999).

O bioensaio com moscas Drosophila melanogaster é
utilizado como método de triagem para detectar a
presença de resíduos de agrotóxicos em amostras de
alimentos e dos componentes abióticos (JOSEPH JR. &
KNOBEL, 1980; BAGDONAS et al.,1988; PAULINO et al.,1992;
ALMEIDA & REYES, 1999; ALMEIDA et al., 2001), e o teste
de inibição da enzima acetilcolinesterase, por inseti-
cidas organofosforados e carbamatos, uma técnica
para avaliar clinicamente a extensão de uma intoxi-
cação por essas duas classes de agrotóxicos (PEREZ et
al.,1987; ESPIGARES et al., 1998).

Foi objetivo do presente trabalho, determinar a
extensão da degradação de três inseticidas em função
do pH utilizando essas duas técnicas e  correlacionar
os resultados obtidos com a estrutura  química das
moléculas inseticida.

MATERIAL E MÉTODOS

Inseticidas

Nos experimentos foram utilizados os
organofosforados diazinon-60% (Novartis) e
triclorfon-96% (Bayer), e o carbamato carbofuran-85%
(FMC).

Manutenção das moscas

Para o fim proposto, em estufa a 25 ± 2o C e 90 ± 3%
de umidade, cerca de 300 moscas Drosophila
melanogaster foram mantidas em frascos de vidro (250
mL) contendo meio nutritivo preparado com 1.000 mL
de água desionizada, 30 g de ágar (Difco), 100 g de
levedura em pó, 60 g de açúcar e 15 mL de solução
fungicida (40 mL de ácido ortofosfórico, 400 mL de
ácido propiônico e 560 mL de água desionizada). Os
repiques foram realizados a cada 5 dias, transferindo-se
as moscas para outros frascos contendo meio nutriti-
vo e retirando-as destes após 2 dias, restando apenas
os ovos depositados. As moscas foram utilizadas 3
dias após a transformação das pupas em adultos.

Determinação da concentração letal mediana
dos inseticidas (CL50)*, por bioensaio com Drosophila
melanogaster

Nas determinações da CL50 foram preparadas
soluções acetônicas de cada inseticida em várias
concentrações. Para cada concentração, alíquotas
de 1 mL destas soluções foram distribuídas em
papel-filtro Whatman no 1, com área aproximada
de 25 cm2, colocado sobre a superfície interna de
frascos de vidro de 1 cm de altura por 1,6 cm de
diâmetro interno. A cada teste realizado, foi prepa-
rado um frasco controle contendo 1 mL do solvente
acetona. Os conteúdos dos frascos foram evapora-
dos até a secura, acrescentando-se, a  seguir, a cada
um deles 0,1 g de meio nutritivo.

As moscas, anestesiadas com éter etílico, foram
distribuídas nos frascos em número de 50 (sexo
1:1) e, em seguida mantidos em estufa a 25 ± 2o C
e 90 ± 3% de umidade. As percentagens de mortali-
dade foram determinadas após 24 horas de expo-
sição e, para se estabelecer os valores da CL50  a
partir dos dados de mortalidade, utilizou-se o
método dos probitos  como descrito por BROWN

(1980) e, CASSARETH & DOULL (1991). Para cada
inseticida, foram realizados testes preliminares a
fim de se conhecer a concentração que causava
uma mortalidade de drosófilas próxima a 50%.
Em seguida, foram conduzidos ensaios, com
cinco repetições, para concentrações inseticida
acima e abaixo do valor da CL50  provisória, inclu-
sive, para se calcular o valor final desse parâmetro
de toxicidade.

 Avaliação da degradação dos inseticidas, dissol-
vidos em água, por bioensaio com Drosophila
melanogaster

A degradação dos inseticidas diazinon, triclorfon
e carbofuran, dissolvidos em água, utilizando D.
melanogaster, foi avaliada em soluções tampão de pH
6,0 (KH2PO4 – NaOH); 7,8 (KH2PO4 – NaOH) e 10,5
(Na2CO3 – HCl), preparadas segundo ASSUMPÇÃO &
MORITA (1968). Em diferentes intervalos de tempo,
uma  mistura de 1 mL de solução inseticida e 2 mL de
acetona foi evaporada até a secura em frascos de vidro
contendo papel-filtro, seguindo-se, depois, o mesmo
procedimento utilizado na determinação da CL50,
como descrito na etapa anterior. A extensão da degra-
dação dos inseticidas, relacionada com a mortalidade
das drosófilas, foi comparada, em seguida, com os
valores de suas CL50.

*Concentração letal mediana é uma estimativa estatística da concentração de um agente tóxico no meio ambiente,
necessária para causar a morte de 50% dos animais em experimentação, sob certo tempo de exposição e condições
específicas (HAYES, 1975-b).
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Avaliação do nível de degradação dos insetici-
das, dissolvidos em água, por inibição da enzima
acetilcolinesterase

 Como fonte da enzima acetilcolinesterase, foi utili-
zado o plasma sangüíneo de ratos albinos da linhagem
Wistar. O sangue foi coletado por punção cardíaca com
seringa heparinizada com 100 UI.mL -1 e seca a 37o C.
Em seguida, o plasma foi separado por centrifugação
a 2000 rpm por 20 minutos (MELLO & PUGA, 1980). A
atividade da acetilcolinesterase do plasma, em presen-
ça da solução inseticida, foi imediatamente determina-
da pelo método espectrofotomé-trico de Elman (1961)
modificado por Wilhelm (1968), utilizando um
espectrofotômetro Varian UV/vis. Esta operação foi
repetida para diferentes intervalos de tempo.

RESULTADOS E  DISCUSSÃO

A  aplicação do método do probito para os dados da
Tabela 1 forneceu o valor 4,49 µg.mL-1 para a concentração
letal mediana (CL50) do carbofuran, para a Drosophila
melanogaster (Fig. 1). O mesmo procedimento de cálculo,
para os inseticidas diazinon e triclorfon, resultou nos
valores da Tabela 2, que mostram que o diazinon foi o
inseticida mais tóxico e o triclorfon, o menos tóxico para as

drosófilas, e o carbofuran, um carbamato, o de toxicidade
intermediária. Uma diferença marcante entre este
carbamato e os dois organofosforados  em estudo é que
estes últimos sofrem, inicialmente, uma transformação
estrutural para exercerem a ação tóxica. Assim, o diazoxon
(SHISHIDO et al. 1972) e o diclorvos (ARTHUR & CASIDA, 1957)
são os dois metabólitos tóxicos do diazinon e do triclorfon,
respectivamente, e que causam a morte das drosófilas nos
experimentos. (BARTHEL et al. 1955) detectaram a presença
de diclorvos, como impureza, no triclorfon e demonstra-
ram sua origem  por um rearranjo molecular com liberação
de HCl, como mostra a Figura 2 (A).

A desidrocloração do triclorfon foi, também, estu-
dada por METCALF et al. (1959) que mostraram ser ela
despresível a pH 5,4, atingindo, porém, a taxa de 60%
após 2 horas a pH 8,0. Os resultados deste trabalho
são condizentes com esses dados, pois, a toxicidade
para as drosófilas e o potencial anticolinesterásico
aumentaram acentuadamente quando se passou do
pH 6,0 para 10,5, como se constata pelas Tabelas 3 e 4 .

O mecanismo da transformação do triclorfon em
diclorvos ou DDVP, como mostra a Figura 2 (B), foi
sugerido primeiramente por KHARASCH & BENGELSDORF

(1955). Foi postulado, por METCALF et al., (1959) e MIYAMOTO

(1959), que a inibição da enzima acetilcolinesterase por
triclorfon, tanto in vitro como in vivo, é devida ao DDVP
formado a partir de suas moléculas.

Tabela 1 - Mortalidade de Drosophila melanogaster  expostas
ao inseticida carbofuran.

Concentração Mortalidade (%)* Desvio
(µg.mL-1) padrão

2,50 04 1,7
3,75 39 2,3
5,00 57 1,8
6,25 83 1,8
7,50 94 2.6

*Média de cinco valores
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Equação de regressão:
y = 6,825x + 0,548

Coeficiente de correlação:
r = 0,99

Para probito = 5,0
Concentração = 4,49 mg.mL-1

Fig. 1 - Gráfico probito x logaritmo da concentração inseticida para cálculo da CL50 do carbofuran  para Drosophila
melanogaster

Tabela 2 - Concentração letal mediana de inseticidas para
Drosophila melanogaster.

Inseticida CL50 (ìg.mL-1)

diazinon 0,638 ± 0,088
carbofuran   4,49 ± 0,60
triclorfon   15,8 ± 1,6

A incerteza expandida da CL50 foi calculada de acordo com
EUROCHEM/CITAC Guide (2000) e Harris, D.C. (2001),
considerando apenas a incerteza padrão tipo A e aplicando
fator de abrangência k igual a 2.
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Fig. 2 – Transformações estruturais nas moléculas inseticida triclorfon e diazinon.

A transformação metabólica do triclorfon pode ser
constatada pelos dados da inibição da acetilcolines-
terase apresentados na Tabela 3. Como este inseticida
é um  inibidor fraco de acetilcolinesterase de mamíferos
in vitro, a alta atividade anticolinesterásica para os

pH 7,8 e 10,5 no início do experimento, pode ser
explicada pela transformação triclorfon ® diclorvos,
este último um organofosforado com alta atividade
anticolinesterásica. Da mesma maneira como essa
transformação verifica-se mais rapidamente quanto
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em 10,5 todo o diclorvos formado já havia se degradado
nas primeiras 24 horas do experimento. Segundo
MATTSON et al.(1955), o diclorvos, formado a partir da
desidrocloração do triclorfon, sofre posteriormente
processo de hidrólise reduzindo sua ação tóxica pela
formação de produtos não-tóxicos, como mostra a
equação C da Figura 2.

Uma análise dos dados da Tabela 4, mostra que há
uma relação direta entre o aumento da percentagem
de mortalidade das drosófilas e a inibição da
acetilcolinesterase (Tabela 3), um indicativo, também,
de que o metabólito diclorvos, e não o triclorfon, é o
agente potencialmente tóxico, pois, se assim não fosse,
os valores desses dois parâmetros dimimuiriam mui-
to lentamente com o tempo, devido ao fato da hidrólise
do triclorfon ser desprezível nas condições do expe-
rimento.

REINER et al. (1975) demonstraram que a velocidade
de inibição da acetilcolinesterase de eritrócito bovino
por diclorvos é, praticamente, a mesma para os pH 7,4
e 6,0. Conseqüentemente, para o caso deste experi-
mento, a diferença verificada para os pH 7,8 e 6,0
(Tabela 3) pode ser atribuída à mais rápida transfor-
mação do triclorfon em diclorvos para o pH 7,8. Os
dados mostram, ainda, que esta transformação foi
mais acentuada para pH 10,5, o que é coerente com o
mecanismo da passagem do triclorfon para diclorvos,
pois, quanto mais alcalino o meio, mais facilmente
ocorrerá a liberação do próton (H+) e, conseqüente-
mente, a do HCl da molécula do triclorfon.

O organofosforado diazinon não é um inibidor
direto da acetilcolinesterase, o que pode ser constata-
do pelos dados da Tabela 5 onde, no intervalo de 624
h, a atividade da enzima em presença deste inseticida,
foi praticamente de 100%, ou seja, a acetilcolinesterase
não foi inibida in vitro . Entretanto, no experimento in
vivo, o diazinon apresentou alta atividade inseticida,
resultado, como já mencionado anteriormente, de sua
transformação metabólica, no inseto, para o diazoxon
(Fig. 2-D), um inibidor direto da acetilcolinesterase
(Tabela 6) e a causa da alta mortalidade das drosófilas.
Esta dedução é coerente com estudos conduzidos por
FORGASH et al. (1966) e KRUGER et al.(1960), com diazinon
em insetos, mostrando que o único metabólito identi-
ficado foi o análogo diazoxon.

MARGOT & GYSIN (1957) e RADELEFF (1964) fazem
referência sobre a possibilidade do diazinon trans-
formar-se, por hidrólise, em produtos muito mais
tóxicos para mamíferos como o monotionotep e o
sulfotep. Essas transformações estruturais do diazinon
ocorrem quando o inseticida contém pequena quanti-
dade de água residual. Ao contrário, nos casos em que
o diazinon se encontra em presença de grande quan-
tidade de água, como acontece com o uso normal
desse produto, e que é o caso, também, do presente
experimento, sua hidrólise leva à formação de subs-

Tabela 3 - Percentagem de inibição in vitro da
acetilcolinesterase plasmática de rato, por soluções aquosas
de triclorfon com diferentes pH.

Tempo (h) pH

  6,0  7,8 10,5

    2   4 37  82
  24 22 94    0
  48 40 85,2    0
  72 49 82,2 —-
144 55,6 37,1 —-
168 55,4 17,0 —-
192 55,0   0 —-
240 62,7   0 —-
336 74,7 —- —-

Tabela 4 - Percentagem de mortalidade (média de três
valores e desvio padrão) de Drosophila melanogaster expos-
tas a resíduos de evaporação de soluções aquosas de
triclorfon com diferentes pH.

Tempo (h) pH

 6,0  7,8 10,5

      1     2 1,2   17 1,2  100
    24   21 1,2 100      0
    48   80 1,2 100      0
    72 100 100 ——
  192 100     0 ——
  216 100     0 ——
  336 100 —— ——
  840 100 —— ——
1032 100 —— ——

mais alto o valor do pH, no mesmo sentido, também,
é a rapidez com que se verifica a degradação do
metabólito diclorvos: enquanto sua formação ainda
se verifica após 336 horas de experimento em pH 6,0,

Tabela 5 - Percentagem de inibição in vitro  da
acetilcolinesterase plasmática de rato por soluções
aquosas de diazinon com diferentes pH.

Tempo (h) pH

6,0 7,8 10,5

    2 0 0 0
  24 0 0 0
  48 0 0 0
  72 0 0 0
168 0 0 0
188 0 0 0
288 0 0 0
432 0 0 0
624 0 0 0
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Tabela 6 - Percentagem de mortalidade (média de três
valores e desvio padrão) de Drosophila melanogaster expos-
tas a resíduos de evaporação de soluções aquosas de
diazinon com diferentes pH.

Tempo (h) pH

6,0 7,8 10,5

    0 100 100 100
  24 100 100 100
  48 100 100 100
  72 100 100   37
120 100 100     0
168 100 100     0
288   98 3,5   98 2,0 ----
432   92 1,2   90 4,0 ----
600   86 2,0   84 2,0 ----

Tabela 7 - Percentagem de inibição in vitro  da
acetilcolinesterase plasmática de rato por soluções aquosa
de carbofuran com diferentes pH.

Tempo (h) pH

6,0 7,8 10,5

    2 100 100 100
  24 100 100     0
  48 100 100     0
  72 100 100 —-
  96 100 100 —-
120 100 100 —-

Tabela 8 - Percentagem de mortalidade (média de três
valores e desvio padrão) de Drosophila melanogaster expos-
tas a resíduos de evaporação de soluções aquosas de
carbofuran com diferentes pH.

Tempo (h) pH

6,0 7,8 10,5
    0 74 1,2 64 1,2 46 3,5
  24 74 1,2 64 1,2 14 1,2
  48 68 2,0 50 2,0   4 1,2
  72 60 1,2 40 2,3   0
168 56 1,2 24 2,0   0
192 56 1,2 24 4,0 —
216 52 2,0 24 1,2 —
312 10 1,2 02 1,2 —

tâncias, praticamente, não tóxicas. Realmente, como
se verifica pelos dados da Tabela 5, o diazinon in
vitro não passa para diazoxon nas três faixas de
pH analisadas, pois, não houve inibição da
acetilcolines-terase: a inibição dessa enzima seria
acentuada no caso da presença desse metabólito.
Embora, pelos dados desta tabela não se constate
transformações estruturais do inseticida, os da

Tabela 6 indicam claramente que, para o pH 10,5 e
no intervalo de tempo 72-120 horas, o inseticida
diazinon foi degradado totalmente para produtos
não-tóxicos para as drosófilas: sua mortalidade
foi reduzida, praticamente, a zero. Este comporta-
mento do diazinon é coerente com dados de sua
degradação por hidrólise, em função do pH
(WORTING  & WALKER, 1987).

Os dados das Tabelas 7 e 8 para o carbofuran
mostram que este inseticida é um inibidor direto da
acetilcolinesterase e de alta toxicidade para as
drosófilas. Diferentemente dos dois organofosforados,
esse carbamato não sofre transformações metabólicas
para produtos mais tóxicos. Ele simplesmente sofre
hidrólise básica para metabólitos não-tóxicos para
drosófilas, o que pode ser constatado pela queda
contínua nos valores da mortalidade  com o tempo de
incubação. Esta transformação hidrolítica é muito
mais acentuada para a solução de pH mais alcalino,
dado esse, coerente com as observações de MC EWEN &
DAVIS (1965).

 CONCLUSÃO

 No preparo de soluções aquosas de inseticidas
deve-se levar em conta o pH da água utilizada e o
período de aplicação da solução, a fim de se evitar a
perda da atividade tóxica do princípio ativo e, o que
é mais importante, acidentes com intoxicações devido
ao aumento da sua toxicidade.
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