
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

CENTRO DE AQÜICULTURA DA UNESP 

CAMPUS DE JABOTICABAL 

 

 

 

 

 

 

 

ASPECTOS ECOTÓXICOLÓGICOS DOS INSETICIDAS 

DIFLUBENZURON E TEFLUBENZURON PARA O PACU 

(Piaractus mesopotamicus) 

 

 

 

 

 

 

 

Autor: Elissandra Ulbricht Winkaler  

 

 

Orientador: Prof. Dr. Joaquim Gonçalves Machado Neto 

 

 

 

 

 

 

Jaboticabal – SP 

2008 



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

CENTRO DE AQÜICULTURA DA UNESP 

CAMPUS DE JABOTICABAL 

 

 

 

 

 

ASPECTOS ECOTÓXICOLÓGICOS DOS INSETICIDAS 

DIFLUBENZURON E TEFLUBENZURON PARA O PACU 

(Piaractus mesopotamicus) 

 
 
 
 
 
 
 
 

Elissandra Ulbricht Winkaler 

Bióloga 

 
 
 

Tese apresentada ao programa de Pós-

graduação em Aqüicultura da Universidade 

Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, 

como parte das exigências para obtenção 

do título de Doutor em Aqüicultura de Águas 

Continentais. 

 

 

Jaboticabal 

Julho de 2008 



�������������������������		

	


��	��
�	�����	��
��	��������	�����	�	����	������	

��������	���������	����	�����	����������	�����������	�	

������������	��	 ���	�	��	��
	�����	!���
�	"������	

��������	���������	����	����	�	���#���$	

	

	

	

	

	

	

	


��	���%���	&
�	�'	�
����	

����	�(�	����	���� �	��	

��������	�	������#��)	

*+�����*+�����*+�����*+�����				

				




�������������
�������������
�������������
�������������				


�	 ���+$	 ��$	 ,��&
��	 -����� ��	 !������	 .���	 ����	 �����������	 ���+�����	 �	

�����
������	����	�����#����	�����	��������$	


	 �%/�����������	 �	 �����	 0�'
���	 1$�$	 !������#�	 ��������	 ����	 ��
	 ��������	

���#���	�	 �������	������������$	


�	&
�����	�����	�	�����������	
��%�����	

�
���	*�� ����	2������	����	���#����	

�3
��	�	�


���	����(����)	

4	 �
������	 ��	 
�����	 �	 ���&
���	 ��	 5�����	 ��	 2��	 ��
��	 6�
�52�7�	 ����	 �
%8���	

+���������	���������	����	�����#����	�����	���3���	6����$	9::;<=:>?=/?7$	


�	��������	��	�@�/����
����	��	0�����	��	
&A��
��
��	��	�.52��	��	��������	��	

������'����	��������	0������	�	�'����	1�������$		 	


��	��
�	&
������	������	��	�������@���B	!�
�8���	��	*�� ����	"�����	"��8���	2$	.������	

"�
���	��	2�
#�	!��������	,�&
�����	�C����	��	2�
#��	������	-$	!����&
��	-�����	�$	

-$	��	0�� �����	!�����	5��������	!�
�8���	1�����	
��
�	�$	1�������	����8���	0���������	

�������	
 ���#	�
@�	1�
��	1$	
 ���#	�
�	�	D�����	
$	!������$	������	�	����	 ��(�	

&
�	+�#����	�����	�����	���������	���	��������	��	�������	�	������)	


	 �����	 ��	 +
�����'����	 �	 �C������	 ��	 ������������	 ��	 ��������������	 .5�5
!	 �	

0�����	 ��	 
&A��
��
��	 ��	 ������	 ��	 ��������	 ��	 ��������	 "����	 E2�
F	 !�
��	

!���������	!'����	�����	E������F$	


	�����	��	���+�������	��	0�
����$		


�	 &
8����	 ��������	 -$	 G�����	 ��	 �����	 ��	 1��
���
�	 ��������	 �����	 ����������	

������������	�	E�������
��H��	&
8�����F	�	����	��������$		


�	 &
������	 0��������	!����
	 �	 
������	 �$	 ��	 1������	 ����	 ������	 ������	 �	 ������	

���#���	&
�	������
��	��C	��3�)	


�	 ������	 ��	 ���I������	 !�����	 
$	 �������	 !������	 G������	 !��8���	 -$	 0�����	 
���	

��
��	 ����	 E.�����F	 �	 -�������	 ��������	 E��������F	 �	 �	 �����	 ��	 ��������	

����&
��8 ���	��	E2������	��	�� @F)	



 iii


��	 ������	 ��	 0�
����B	 !������	 0������	 E-���J�F�	 ��&
��#�����	 "��#�����	 1������	

0������	 ,�����	"�
������	!��������	 �������	-������	 �������	���������	���J	E-������F�	

������	EG
���F�	1�
��	E!��������F�	GK���	0��������	�������	������	�	�
�
�	����$	


�	&
������	 +���'�����B	!������	
�����	
�����	�	0����)	
�	��������	������������	��	

�
���)	


	0
�52	����	���������	��	�����	��	��
������$	

5�+���	 �	 �����	&
�	�������
8���	��	���
��	 +����	����	�	 �����#����	�����	 ��������$	

!
���	*�������)	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

.��	�'	��������������	���	��+����$	

	



Índice 
 

LISTA DE TABELAS............................................................................................................... xi 

LISTA DE FIGURAS................................................................................................................ xii 

RESUMO.................................................................................................................................. ix 

ABSTRACT.............................................................................................................................. x 

1. INTRODUÇÃO..................................................................................................................... 1 

2. OBJETIVOS......................................................................................................................... 4 

3. REVISÃO DE LITERATURA............................................................................................... 5 

3.1. Administração de agroquímicos na aqüicultura com fins terapêuticos........................... 5 

3.2. Utilização e feitos de agroquímicos na aqüicultura........................................................ 7 

3.3. Toxicidade e efeitos subletais da exposição aos agroquímicos..................................... 9 

3.4. Bioconcentração de agroquímicos em organismos aquáticos....................................... 12 

3.5. Importância da análise de resíduos e risco alimentar.................................................... 13 

4. MATERIAL E MÉTODOS.................................................................................................... 16 

4.1. Testes ecotoxicológicos................................................................................................. 16 

4.1.1. Teste de ecotoxicidade aguda para Piaractus mesopotamicus............................... 17 

4.2. Delineamento experimental............................................................................................ 18 

4.2.1. Experimento 1 – Aplicação dos inseticidas DFB e TFB na água............................. 18 

4.2.1.1. Mesocosmos experimentais e animais............................................................... 18 

4.2.1.2. Aplicação dos inseticidas e coleta das amostras............................................... 20 

4.2.2.Experimento 2 – Administração dos inseticidas DFB e TFB na ração...................... 22 

4.3. Determinação da atividade hepática das enzimas catalase e glutationa-S-transferase 

do pacu (Piaractus mesopotamicus)............................................................................ 25 

4.4. Análises Cromatográficas............................................................................................... 26 

4.4.1. Padronização e validação do método analítico para o DFB e TFB.......................... 26 

4.4.1.1. Condições cromatográficas e calibração do equipamento................................. 26 

4.4.1.2. Limites de detecção e quantificação de DFB e TFB........................................... 27 

4.4.1.3. Ensaios de recuperação e extração dos analitos............................................... 28 

4.4.1.3.1. Recuperação e extração de DFB e TFB da matriz água........................... 28 

4.4.1.3.2. Recuperação e extração de DFB e TFB da matriz sedimento.................. 31 

4.4.1.3.3. Recuperação e extração de DFB e TFB da matriz peixe.......................... 34 

4.5. Risco Alimentar para o consumo humano de resíduos de DFB e TFB.......................... 37 

4.6. Análise estatística........................................................................................................... 37 



  

 
  
 
 
 
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO........................................................................................... 38 

5.1. Teste ecotoxicólogicos para Piaractus mesopotamicus................................................. 38 

5.2. Atividade das enzimas hepáticas glutationa-S-tranferase e catalase............................ 40 

5.3. Padronização e validação do método analítico para DFB e TFB................................... 44 

5.3.1. Dissipação e acumulação do DFB e TFB na água...................................................  49 

5.3.2. Dissipação e acumulação do DFB e TFB no sedimento.......................................... 52 

5.3.3. Dissipação e acumulação do DFB e TFB no filé do pacu........................................ 54 

5.4. Risco alimentar para consumo humano de DFB e TFB................................................. 57 

6. CONCLUSÔES....................................................................................................................  59 

7. REFERÊNCIAS.................................................................................................................... 60 



LISTA DE TABELAS 
 
Tabela 1. Valores médios de pH, condutividade elétrica, oxigênio dissolvido e 

temperatura da água dos ensaios de toxicidade aguda do diflubenzuron 
(DFB) e teflubenzuron (TFB) para o pacu (Piaractus 
mesopotamicus)...............................................................................................  

 

 

18 

Tabela 2. Características químicas e físicas do solo utilizado como sedimento nos 
mesocosmos experimentais. Os valores correspondem a média (n=3) e 
desvio padrão................................................................................................... 

 

19 

Tabela 3. Média dos valores diários dos parâmetros físico-químicos da água dos 
tanques entre 0 e 10 dias após a aplicação dos inseticidas diflubenzuron 
(DFB) e teflubenzuron (TFB). .......................................................................... 

 

21 

Tabela 4. Média dos valores diários das variáveis físico-químicas da água dos 
mesocosmos tratados durante 15 dias com ração acrescida dos inseticidas 
diflubenzuron (DFB) ou teflubenzuron (TFB)................................................... 

 

25 

Tabela 5. Valores de toxicidade aguda do diflubenzuron (DFB) para diferentes espécies 
de peixes...........................................................................................................  39 

Tabela 6. Valores de toxicidade aguda do teflubenzuron (TFB) para diferentes 
espécies de peixes........................................................................................... 

 

40 

Tabela 7. Valores de recuperação (%) e coeficiente de variação (C.V) dos níveis de 
fortificação dos inseticidas diflubenzuron e teflubenzuron para as matrizes 
água,sedimento e peixe...................................................................................  48 

Tabela 8. Valores de recuperação e coeficiente de variação (C.V.) proporcionados 
pelos solventes diclorometano, acetato de etila, acetonitrila e metanol 
utilizados na extração dos inseticidas diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron 
(TFB) na matriz água.......................................................................................  

 

 

48 

Tabela 9. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) do método 
padronizado em CLAE para a determinação dos inseticidas DFB e TFB em 
diferentes matrizes...........................................................................................  

 

49 

Tabela 10. Valores de ingestão diária estimada (IDE) do consumo de filés de pacu 
coletados 1, 3, 5, 7 e 10 dias após aplicação de 0,4 mg.L-1 de DFB ou TFB 
na água............................................................................................................ 58 

Tabela 11. Valores de ingestão diária estimada (IDE) do consumo de filés de pacu 
submetidos a tratamento com ração acrescida de 2 000 mg.kg-1 de ração 
de DFB e 10 mg.kg-1 de ração de TFB durante 1, 5, 10 e 15 dias.................  58 

 
 



LISTA DE FIGURAS 
 
Figura 1. Estrutura molecular do inseticida diflubenzuron................................................ 7 

Figura 2. Estrutura molecular do inseticida teflubenzuron................................................ 8 

Figura 3. Reservatórios de 1000 L para aclimatação dos animais (A) e reservatório de 
250 L localizado em sala climatizada (B).........................................................  16 

Figura 4. Mesocosmos experimentais no NEPEAM – Núcleo de Estudos e Pesquisas 
Ambientais em Matologia, da FCAV/Unesp - Campus de Jaboticabal, São 
Paulo................................................................................................................ 19 

Figura 5. Coleta de músculo de pacu (Piaractus mesopotamicus) submetidos a 
tratamentos com DFB e TFB aplicados diretamente na água.........................  21 

Figura 6. Diluição de formulação comercial de diflubenzuron para o preparo da ração 
medicada.......................................................................................................... 23 

Figura 7. Moedor de carne utilizado para peletizar a ração acrescida dos inseticidas 
(A) e peletes secos antes do fracionamento (B).............................................. 23 

Figura 8. Coleta (A) e armazenamento (B) de fígado para a determinação da atividade 
enzimática das enzimas catalase e glutationa-S-transferase de pacus 
submetidos a tratamento com DFB e TFB....................................................... 24 

Figura 9. Cromatogramas dos padrões de 1 mg.L-1 de DFB e TFB.................................  26 

Figura 10. Curva analítica obtida para o diflubenzuron....................................................  27 

Figura 11. Curva analítica obtida para o teflubenzuron....................................................  27 

Figura 12. Bateria de testes para extração de DFB e TFB nas amostras de água..........  29 

Figura 13. Fluxograma do método de extração do DFB e TFB da matriz água...............  30 

Figura 14. Bateria de testes com diferentes solventes (A) para extração do DFB e TFB 
nas amostras de sedimento. (B) Aparelho de ultrassom. (C) Sistema de 
ultrafiltração...................................................................................................... 32 

Figura 15. Sistema de ultra-filtração utilizado na extração das amostras de sedimento 
fortificadas com os inseticidas DFB e TFB....................................................... 32 

Figura 16. Fluxograma do método de extração do DFB e TFB da matriz sedimento.......  33 

Figura 17. Homogeneização dos filés de pacu fortificados com os inseticidas DFB e 
TFB................................................................................................................ 34 

Figura 18. Bateria de extração de DFB e TFB das amostras de filés do pacu.................   35 



 viii

Figura 20.  Atividade da enzima hepática glutationa-S-transferase (GST) de P. 
mesopotamicus alimentados durante 1, 5, 10 e 15 dias com ração acrescida 
de diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron (TFB). Grupo controle (CTR). Nota: 
As linhas verticais indicam o erro padrão, n= 7-8. (*) Indicam diferença 
significativa do grupo controle e as letras indicam variações entre os 
tratamentos, letras iguais representam valores iguais e letras diferentes 
indicam valores significativamente diferentes (P<0,05)................................... 

 

 

 

42 

Figura 21.  Atividade da enzima hepática catalase (CAT) de Piaractus mesopotamicus 
alimentados durante 1, 5, 10 e 15 dias com ração acrescida de 
diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron (TFB). Grupo controle (CTR). Nota: As 
linhas verticais o erro padrão, n= 7-8. (*) Indicam diferença significativa do 
grupo controle e as letras indicam variações entre os tratamentos, letras 
iguais representam valores iguais e letras diferentes indicam valores 
significativamente diferentes (P<0,05)............................................................. 43 

Figura 22. Cromatogramas de amostra de água coletada após 24 horas após a 
aplicação de 0,4 mg.L-1 de DFB (A) ou TFB (B) na água................................ 

     
45 

Figura 23.Cromatogramas de amostra de sedimento coletada 24 horas após aplicação 
de 0,4 mg.L-1 de DFB (A) ou TFB (B) na água................................................ 46 

Figura 24.Cromatogramas de amostras de filé do pacu (Piaractus mesopotamicus) 
coletada após 24 horas após a aplicação de 0,4 mg.L-1 de TFB e na 
água..................................................... ........................................................... 31 

Figura 25. Média dos valores de resíduos (mg.L-1) de diflubenzuron (DFB) e 
teflubenzuron (TFB) em amostras de água após duas aplicações de 0,2 
mg.L-1. Amostras coletadas após 0, 1, 3, 5, 7 e 10 dias após a última 
aplicação dos inseticidas na água dos mesocosmos. As barras verticais 
indicam o erro padrão................................................................................... 50 

Figura 26. Média dos valores de resíduos (μg.g-1) de diflubenzuron (DFB) e 
teflubenzuron (TFB) em amostras de sedimento após duas aplicações de 
0,2 mg.L-1. Amostras coletadas após 1, 3, 5, 7 e 10 dias após a última 
aplicação dos inseticidas na água dos mesocosmos. As barras verticais 
indicam o erro padrão................................................................................... 53 

Figura 27. Média dos valores de resíduos (mg.kg-1) de diflubenzuron (DFB) e 
teflubenzuron (TFB) em amostras de filés do pacu após duas aplicações de 
0,2 mg.L-1. Amostras coletadas após 1, 3, 5, 7 e 10 dias após a última 
aplicação dos inseticidas na água dos mesocosmos. As barras verticais 
indicam o erro padrão. ................................................................................. 55 

Figura 28. Média dos valores de resíduos (mg.kg-1) de diflubenzuron (DFB) e 
teflubenzuron (TFB) em amostras de filés do pacu alimentados 2000 mg.kg-

1 de ração de DFB e 10 mg.kg-1 de TFB. Amostras coletadas após 1, 5, 10 e 
15 dias de alimentação com a ração medicada............................................  57 



 ix

ASPECTOS ECOTOXICOLÓGICOS DOS INSETICIDAS DIFLUBENZURON E 
TEFLUBENZRUON PARA O PACU (Piaractus mesopotamicus)  

 

Resumo 

Dentre os agrotóxicos comumente utilizados na piscicultura para controle de 
ectoparasitos e insetos aquáticos, destacam-se o diflubenzuron (Dimilin®) e o 
teflubenzuron (Nomolt®), inseticidas com ação reguladora do crescimento. Na 
aqüicultura, o tratamento com inseticidas pode ser realizado com a aplicação 
direta na água, ou administração na ração dos animais. Apesar de muito 
utilizados, poucos são os trabalhos sobre  ecotoxicologia, comportamento e 
bioacumulação do diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron (TFB) na água e seus 
efeitos em organismos aquáticos de clima tropical. Os objetivos deste trabalho 
foram: estimar a toxicidade (CL50;96h) do DFB e TFB para o pacu (Piaractus 
mesopotamicus), calcular o risco alimentar para o consumo humano, 
determinar resíduos de DFB e TFB na água, sedimento e músculo de pacus, 
após a exposição aos inseticidas na água ou na ração dos peixes e analisar a 
atividade hepática das enzimas glutationa-S-transefrase (GST) e catalase 
(CAT) em pacus alimentados com ração acrescida de DFB ou TFB. A 
CL50;96h do DFB para o pacu foi superior a 1200 mg.L-1 e a do TFB, superior a 
1000  mg.L-1.  Os resíduos de DFB foram detectáveis até 7 dias após a 
aplicação (com 18,3% de resíduo) e para o TFB, foram detectáveis ate o 
terceiro dia  (8% de resíduo). No sedimento, as maiores concentrações de DFB 
e TFB foram observadas nas primeiras 24 h e em todos os períodos 
amostrados foram detectados resíduos dos inseticidas. Nos filés dos pacus 
foram detectados resíduos dos inseticidas após a alimentação com a ração 
tratada e após aplicação de DFB e TFB na água. A ingestão diária estimada 
(IDE) de DFB e TFB encontra-se acima dos valores de ingestão diária aceitável 
(IDA), mesmo para as amostras com menores valores de resíduos detectados 
nos filés do pacu. Em relação aos biomarcadores bioquímicos, a atividade da 
CAT não foi afetada significativamente pela presença dos inseticidas na ração, 
porém, observou-se redução na atividade enzimática da GST após 5 dias de 
alimentação com a ração acrescida dos inseticidas.  Além da importância da 
avaliação da toxicidade do DFB e TFB para os peixes, a determinação de 
resíduos e o risco alimentar, poderá subsidiar a determinação de medidas de 
segurança sanitária, como período de carência, taxa de contaminação do 
ambiente aquático com inseticidas e o risco de intoxicação que a população 
está exposta ao consumir peixes contaminados com agrotóxicos, que são 
indiscriminadamente utilizados na piscicultura. 
 

Palavras-chave: ecotoxicologia, inseticidas, peixes, xenobióticos. 
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ECOTOXICOLOGICAL ASPECTS THE INSECTICIDES DIFLUBENZURON 
AND TEFLUBENZURON TO PACU (Piaractus mesopotamicus)  

 

Abstract 

Diflubenzuron and teflubenzuron are growth regulator inhibitors insecticides, used to 
control ectoparasites in fish and aquatic insects. In aquaculture these pesticides can be 
injected directly in the water or in the fish food. Besides their large utilization, there are 
few works about the effects of these insecticides on the fish metabolism and 
biomagfication, especially in tropical aquatic organisms. This study aims to: evaluate 
the acute toxicities (LC(50-96h)) in pacu (Piaractus mesopotamicus), measure the risk 
food for human consumption, determinate residues of DFB and TFB in water, sediment 
and muscle of pacus after the management of the insect-powders on water or in the 
fish food and to analyze the hepatical activity of the enzymes catalase (CAT) and 
glutathione-S-transferase (GST) in fishes fed with ration plus DFB or TFB. The LC((50-

96h)) of DFB and TFB for the pacu was higher than 1.200 mg.L-1 and 1.000 mg.L-1, 
respectively. The residues TFB were detected until the thirth day (8% of residue) and 
DFB until seventh day after application in the water (18,3% of residue). In the 
sediment, the highest concentrations of DFB and TFB had been observed in the first 24 
h and in all the samplings there were . In muscle of pacus, residues of the insecticides 
had been detected after the feeding with the ration treated and after application to DFB 
and TFB in the water. The daily ingestion estimate (DIE) of DFB and TFB meets above 
of the values of acceptable daily ingestion (DAI), exactly for the samples with lesser 
values of residues detected in filés of pacu. For the enzymes the CAT activity was not 
affected by both pesticides, but the GST activity was reduced five days after the 
feeding. Besides the importance of the evaluation of the toxicity of DFB and TFB for the 
fish, the determination of residues and the alimentary risk, it can subsidize the 
determination of measures of sanitary safety, as care period, rate of contamination of 
the aquatic atmosphere with insecticides and the intoxication risk that the population is 
exposed related to the consumption of polluted fish with agrochemicals indiscriminately 
used in the fish farming. 
 

Key-words: ecotoxicology, insecticides, fish, agrochemical 

	



1. INTRODUÇÃO 

A piscicultura continental tem se desenvolvido intensamente no Brasil, 

principalmente nas regiões Sul e Sudeste. Em 2004, a produção aqüícola 

brasileira foi representada em 67% (179,7 mil toneladas) e 66% (US$ 640,00 

milhões) da receita gerada pela piscicultura (FAO, 2006). A partir da década de 

90, a piscicultura no Brasil aumentou devido ao surgimento de grande número 

de pesqueiros. Esse setor é responsável pela maior parte da demanda do 

pescado, sustentando cerca de 90% da comercialização dos peixes vivos 

(BORGHETTI et al., 2003). 

O aumento da atividade aqüícola tem despertado a atenção da 

comunidade científica e de órgãos de gestão quanto aos riscos relacionados a 

esta atividade (BOYD e MASSAUT, 1999). Esses riscos incluem os danos 

ambientais e à saúde dos consumidores. QUEIROZ et al. (2002) alertam para o 

fato que o aproveitamento racional e otimizado do potencial aqüícola brasileiro 

ainda é incipiente, causando problemas de ordem técnica e ambiental. Além 

disso, embora a tecnologia de produção de peixes tenha evoluído muito nestes 

últimos anos, a sobrevivência destes organismos é baixa. Em sistemas de 

criação, os parasitos e predadores que atacam os peixes, destacam-se como 

importantes redutores da produtividade, pois provocam atraso no crescimento 

dos animais e de altas taxas de mortalidade (RANZANI-PAIVA et al., 1997).  

Nas informações divulgadas pela Secretaria de Defesa Animal do 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, verifica-se que ainda não 

existe no país nenhum produto registrado para controle de ectoparasitos de 

peixes, visto que não existe legislação específica para este registro. Além de 

não existir estudos suficientemente detalhados sobre os efeitos de 

agroquímicos em espécies de peixes neotropicais, pouco se conhece sobre o 

comportamento de produtos químicos com variação dos fatores abióticos e 

como podem interferir no ecossistema aquático tropical (CAMPOS, 2005).  

Para o tratamento de parasitos de peixes, é comum a utilização de 

formulações de uso agrícola ou veterinário, sem especificações técnicas do 

fabricante para uso no setor aqüícola (MABILIA et al., 2004). A solução mais 

adequada seria a regulamentação do uso de quimioterápicos com indicações 
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de dose permitidas e períodos de carência mínimos, estipulados por meio de 

ensaios pré-clínicos.   

Entre os agroquímicos utilizados na aqüicultura em geral, destacam-se o 

diflubenzuron e o teflubenzuron, inseticidas com ação reguladora do 

crescimento de artrópodes e crustáceos. Esses compostos interferem 

diretamente na biossíntese de quitina, componente fundamental do 

exoesqueleto dos artrópodes e crustáceos, que são os principais ectoparasitos 

de peixes (EISLER, 1992).  

Atualmente no Brasil, MORAES e MARTINS (2004) citam que o DFB é o 

xenobiótico mais eficiente para combater a Lernae sp. Esse inseticida também 

é considerado eficiente no controle de diversos parasitos como os copépodes 

Lernaea cyprinacea, Lernaea sp., Lamproglena sp., Ergasilus sp. e 

Lepeophtheirus salmonis (BRANSON et al., 2000) e os branquiurídeos Argulus 

sp. e Dolops sp. (VILLEM et al., 1998).  

A persistência do diflubenzuron (DFB) e do teflubenzuron (TFB) em 

ecossistemas aquáticos tropicais ainda não é bem conhecida, mas sabe-se que 

a sua adsorção está relacionada com a quantidade de matéria orgânica, pH e a 

temperatura (FISHER e HALL, 1992).  

Além da contaminação do ambiente aquático e dos organismos de 

cultivo, o manejo incorreto de agroquímicos na água pode causar efeitos 

subletais nos peixes. O uso de parâmetros bioquímicos, fisiológicos e 

morfológicos como biomarcadores têm apresentado bons resultados na 

avaliação dos efeitos dos xenobióticos sobre os peixes (MARTINEZ e SOUZA, 

2002). Dentre estes, as avaliações bioquímicas são ferramentas 

imprescindíveis, pois as primeiras alterações causadas por exposições 

subletais costumam ocorrer em níveis moleculares e bioquímicos, como por 

exemplo, na ação das enzimas (ADAMS, 1990). 

Devido a intensa utilização de agroquímicos na aqüicultura, este 

trabalho foi desenvolvido com objetivo de determinar a toxicidade aguda dos 

inseticidas diflubenzuron e teflubenzuron, a bioacumulação, os efeitos subletais 

no pacu (Piaractus mesopotamicus) e o risco alimentar de sua aplicação em 

tanques de criação dessa espécie de peixe.   
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O pacu (Piaractus mesopotamicus), espécie que pertence à família 

Characidae e subfamília Serrasalminae, destaca-se como importante 

organismo para se realizar teste de avaliação de toxicidade dos agrotóxicos, 

pois é uma excelente espécie de cultivo. Este animal é onívoro, alimenta-se de 

folhas e frutas de árvores. Segundo SILVA (1985), é uma espécie rústica, 

precoce, com carne saborosa e exibe ótimo crescimento. Por se tratar de uma 

espécie que aceita o arraçoamento, propicia sucesso na criação em sistemas 

de cultivos intensivos. O pacu é uma espécie de peixe nativa e como ainda são 

escassos os dados referentes a ensaios toxicológicos e aos efeitos de 

agrotóxicos em peixes de regiões tropicais os resultados obtidos neste trabalho 

poderão ser utilizados para comparações com os dados já conhecidos das 

regiões temperadas (WINKALER et al., 2007). 

SCHALCH et al. (2005) alertam para a falta de legislação brasileira para 

uso de xenobióticos em peixes e outros organismos aquáticos e MAXIMIANO 

et al. (2005) concluem que há necessidade da elaboração de uma legislação 

integrada e intersetorial, envolvendo todos os órgãos relacionados com a 

liberação e utilização de substâncias veterinárias e agrotóxicos. Com os 

resultados deste trabalho também será possível apresentar medidas de 

segurança sanitária, como taxas de bioacumulação de xenobióticos em peixes 

de cultivo de grande importância econômica para o país. 

2. OBJETIVOS 

Os objetivos deste trabalho foram: 

1. Estimar a concentração letal (CL(50-96h)) do diflubenzuron (DFB) e 

teflubenzuron (TFB) para o pacu (Piaractus mesopotamicus); 

2. Validar um método de extração dos resíduos de DFB e TFB em 

amostras de água, sedimento e peixe; 

3. Avaliar a presença e a persistência do DFB e TFB, na água, sedimento 

e em filés do pacu, após aplicação dos inseticidas na água; 

4. Avaliar resíduos na água e em partes comestíveis (filés) do pacu 

alimentados com ração acrescida dos inseticidas DFB e TFB; 

5. Avaliar a bioacumulação de DFB e TFB em filés do pacu; 
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6. Determinar o risco alimentar para o consumo humano de resíduos dos 

inseticidas DFB e TFB em filés do pacu, por meio do cálculo da 

Ingestão Diária Aceitável e da Ingestão Diária Estimada; 

7. Avaliar os efeitos tóxicos do DFB ou TFB no fígado dos pacus 

alimentados com ração acrescida desses inseticidas, por meio da 

atividade das enzimas hepáticas catalase e glutationa-S-transferase.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Administração de agroquímicos na aqüicultura com fins terapêuticos  

As novas técnicas de criação de organismos aquáticos em altas 

densidades populacionais, aliados aos manejos inadequados, podem promover 

a proliferação de parasitos e doenças nos animais cultivados (VINATEA-

ARANA, 1999). A conseqüência mais grave é a forte dependência de 

substâncias químioterápicas utilizadas para o controle dos patógenos.  

As parasitoses representam perdas relevantes na piscicultura industrial 

ou esportiva, principalmente, nos ecossistemas tropicais, devido às 

características climáticas pertinentes à região, as quais propiciam sua rápida e 

constante propagação (THATCHER e BRITES NETO, 1994). O ambiente 

aquático também é propício para a reprodução, dispersão e sobrevivência dos 

parasitos (CARVALHO et al., 2003). 

Dentre os parasitos, os ectoparasitos exercem papel relevante na 

piscicultura, e são considerados importantes redutores de produtividade, pois 

causam atraso no crescimento e altas taxas de mortalidade nos organismos 

cultivados (RANZANI-PAIVA et al., 1997). Os ectoparasitos são capazes de 

provocar sérios danos ao hospedeiro, através de ações espoliadoras e 

traumatização de tecidos com seus órgãos de fixação. As lesões provocadas 

pela presença do ectoparasito podem favorecer o aparecimento de infecções 

secundárias provocadas por fungos, bactérias oportunistas ou vírus (EIRAS et 

al., 2000; CARVALHO et al., 2004).  

Os ectoparasitos são os agentes patogênicos mais estudados na 

piscicultura brasileira (PAVANELLI et al., 2000). PIASECKI et al. (2004), ao 

discutirem a importância de copépodes na aqüicultura continental, indicam que 

para maximizar a produção, as relações entre peixe e crustáceos deste subfilo 

precisam ser controladas.  

Com relação aos parasitos de peixes dulceaqüícolas, a família 

Lernaeidae é considerada o grupo mais importante, com destaque para a única 

espécie cosmopolita Lernaea cyprinacea. No Brasil, a lernea ocorre em quase 

todos os estados (GABRIELLI e ORSI, 2000), com registro de parasitismos em 
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várias espécies de peixes, cultivados ou de ambientes naturais (PAVANELLI, 

2000). MORAES e MARTINS (2004) consideram a Lernea cyprinacea o 

crustáceo parasito mais preocupante, devido aso prejuizos que causa em 

sistemas de criação de peixes. GABRIELLI e ORSI (2000) verificaram que a 

incidência de infestações parasitárias vem aumentando ao longo dos anos na 

região Norte do Estado do Paraná.  

Além da Lernaea cyprinacea, outros crustáceos parasitos tem ameaçado 

a produção aqüícola brasileira, entre os quais se destacam o copépodo 

Ergasilus sp., e os branquiúros Dolops sp. e Argulus sp. (MARTINS, 2004).  

A administração de agroquímicos com fins terapêuticos na aqüicultura 

ocorre por rotas diferentes das normalmente adotadas para animais terrestres. 

Para estes, é possível aplicar-se o tratamento isolando o indivíduo ou um grupo 

de indivíduos. Em sistemas aquaculturais intensivos, estes tratamentos não 

são possíveis operacionalmente. No tratamento das doenças em peixes, vários 

protocolos são utilizados, como os banhos terapêuticos com substâncias 

químicas e o uso de rações suplementadas (FOUZ et al., 2001). 

Segundo MIDLEN e REDDING (2000), a administração de terapêuticos 

por inclusão no alimento é muito praticada em países de produção aqüícola 

intensiva, principalmente nos cultivos em tanques-rede. Esse procedimento é 

considerado ideal para a administração de um rol de xenobióticos, 

especialmente aqueles de maior preço, visto que, a perda por esse método é 

considerada mínima (MIDLEN e REDDING, 2000). No Brasil, o sistema mais 

adotado é o banho de imersão dos peixes em solução terapêutica. Os banhos 

são restritos a compostos solúveis na água e devem ser administrados em 

ambiente fechado (tanque), com suprimento de renovação de água 

interrompido durante o tratamento (KUBITZA e KUBITZA, 1999). 

A principal forma de combater crustáceos ectoparasitos é a utilização de 

inseticidas, em especial os organofosforados, benzoilfeniluréias, carbamatos e 

piretróides (LESTER e ROUBAL, 1995; SHEPHERD, 1995). Apesar do uso 

intensivo de diversas substancias na atividade aqüícola, no Brasil não há 

legislação específica e produtos com registro para essa finalidade (LOPES, 

2005; MAXIMINIANO et al., 2005).  
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3.2. Utilização e efeitos de agroquímicos na aqüicultura  

Diferentemente do que ocorre em outros países, produtos utilizados 

como quimioterápicos na aqüicultura brasileira não são desenvolvidos 

especificamente para combater as enfermidades aquáticas. Apesar da 

semelhança entre os ingredientes ativos, no Brasil, a maioria dos produtos 

empregados é de uso agrícola e/ou veterinário.  

Publicações nacionais abordam o uso destas substâncias no combate 

das principais parasitoses que ameaçam a produtividade de organismos 

aquáticos. Apesar de alguns autores alertarem quanto ao risco potencial 

relacionado à sua utilização, é comum encontrar recomendações de doses e 

duração de tratamentos com agroquímicos sem especificações legais 

(SANTOS, 2005).     

O diflubenzuron (DFB), composto difenil clorado (Figura 1), conhecido 

comercialmente como Dimilin®, é um inseticida derivado da uréia classificado 

como regulador de crescimento de insetos. O DFB atua impedindo a formação 

da quitina, principal constituinte do exoesqueleto dos artrópodes.  

Comparado com outras substâncias utilizadas na aqüicultura, apresenta 

baixa toxicidade aos peixes. Segundo ORNE e KEGLEY (2004) a concentração 

letal média (CL50-96h) do DFB para diferentes espécies de peixes é superior a 

200 mg.L-1. Devido a sua baixa toxicidade aos vertebrados (ORNE e KEGLEY, 

2004), esse inseticida é amplamente utilizado na aqüicultura, principalmente no 

combate da lemeose e argulose.  

 

 

 

Figura 1. Estrutura molecular do inseticida diflubenzuron. 
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Em meados de 1999, o DFB passou a ser utilizado no Brasil para 

controlar infestações causadas por crustáceos ectoparasitos de peixes. Até 

então, o uso de organofosforados era mais comum para esse controle, porém, 

depois de certo tempo, havia a reincidência da doença. Nos últimos anos, 

observaram-se suas vantagens sobre os organofosforados, tais como baixa 

toxicidade e eficácia de 100% no controle vários parasitos (MARTINS, 2004).  

O DFB foi 100% eficiente no controle dos ectoparasitos branquiuros de 

piauçus (Leporinus macrocephalus) quando submetidos a banhos terapêuticos 

na concentração de 0,5 e 1 mg.L-1 (FUJIMOTO et al., 1999). SCHALCH et al. 

(2005) também observaram 100% de eficácia no controle de Dolops carvalhoi 

de pacus (P. mesopotamicus) naturalmente infestados. 

BOUBOULIS et al. (2004) observaram que a dose de 3 mg de DFB.kg-1 

de peixe, ministrada na ração do robalo (Dicentrarchus labrax), foi suficiente 

para controlar o isópodo parasito Ceratothoa oestroides. Nos estágios pré-

adultos e adultos, o controle do parasito foi de 100%, após 14 dias de 

tratamento, e não foram observados casos de reinfestação do parasito durante 

os 30 dias de tratamento.  

O teflubenzuron (TFB), mais conhecido pelo nome comercial de Nomolt® 

é um inseticida derivado da uréia, e atua de forma semelhante ao DFB, 

bloqueando a incorporação de quitina no exoesqueleto dos insetos (Figura 2).  

Este agroquímico é utilizado na aqüicultura para o controle de ectoparasitoses 

de peixes e classificado como pouco tóxico para a maioria dos vertebrados 

(SEPA, 1999).  

De acordo com dados publicados pelo SEPA (1999), a concentração 

letal média (CL50-96h) do TFB para a carpa (Cyprinus carpio) e para a truta arco-

íris (Oncorhynchus mykiss), é superior a 500 mg.L-1.  
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Figura 2. Estrutura molecular do inseticida teflubenzuron. 

 

 

O TFB adicionado na ração (2 g.kg-1 de peixe) é atualmente utilizado na 

Noruega, Canadá, Chile, Irlanda e Escócia nas criações de salmões, para 

controlar infestações dos copépodes ectoparasitos Lepeophtheirus salmonis e 

Caligus elongatus (MÉNDEZ, 2006). No Brasil, não há registro da utilização do 

TFB para controle de ectoparasitos de organismos aquáticos. 

Segundo BRANSON et al. (2000), a adição de 10 mg de TFB.kg-1 de 

peso vivo de peixe na ração de salmões (Salmo salar) foi eficiente no controle 

do copépode Lepeophtheirus salmonis. Os autores observaram 79% de 

redução no número de copepoditos que infestavam os peixes aos 7 dias após o 

tratamento.  

Apesar da eficiência e da baixa toxicidade para populações de 

vertebrados de maneira geral, o uso do DFB e TFB no tratamento de 

parasitoses deve ser utilizado com precaução.  A liberação dos efluentes de 

piscicultura contaminados com estas substâncias é extremamente perigoso 

para organismos invertebrados, oferecendo risco para algumas espécies não-

alvo, como exemplo, espécies de microcrustáceos (NEBEKER et al., 1983; 

SEPA, 1999; MABILIA et al., 2004).  

Esses inseticidas ainda podem provocar efeitos subletais em peixes. 

TANNER e MOFFET (1995) constataram redução de 97% na taxa de 

crescimento das larvas de perca (Lepomis macrochirus) expostas a 30 μg.L-1 

de DFB. Mesmo em baixas concentrações (2,5 μg.L-1) os autores observaram 

86% de redução do crescimento larval. Segundo DRAREDJA e SOLTANI 

(2001), o DFB provocou atraso no crescimento do peixe mosquito (Gambusia 
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affinis), exposto por 24 horas à concentração de 78 ng.L-1. Em relação ao TFB, 

não foram encontrados na literatura dados referentes a efeitos subletais em 

peixes.   

 

3.3. Toxicidade e efeitos subletais da exposição a agroquímicos 

A toxicologia aquática permite estabelecer limites de concentrações ou 

quantidades de sustâncias químicas aceitáveis no ambiente aquático e 

estudar os efeitos tóxicos de substâncias químicas e outros materiais 

antropogênicos sobre os organismos aquáticos. Estes efeitos tóxicos incluem 

letalidade (mortalidade) e efeitos subletais, tais como alterações no 

crescimento, desenvolvimento, reprodução, respostas patológicas, 

bioquímicas fisiológicas e comportamentais (RAND e PETROCELLI, 1985). 

O ensaio toxicológico de um determinado composto químico inicia-se 

com os testes de avaliação da toxicidade aguda. O objetivo desse teste é 

calcular a concentração letal média (CL50) do agente na água onde os 

organismos estão expostos. A CL50 é a concentração estimada que produz 

mortalidade em 50% da população teste, no período de 24 a 96 horas de 

exposição (RAND e PETROCELLI, 1985).  

A determinação da letalidade é importante para estimar a concentração e 

potência de uma sustância química e a sensibilidade da espécie alvo. Em 

seguida, outras respostas que não sejam a mortalidade podem ser observadas 

quando o animal é exposto a concentrações mais baixas (subletal) que 

aquelas que causem a morte dos organismos (BERTOLETTI, 1990). Essas 

respostas biológicas são denominadas de biomarcadores e podem estar 

relacionadas à exposição ou ao efeito tóxico de um contaminante ambiental 

(PEAKALL, 1994).  

O processo de detoxificação de xenobióticos ocorre nos tecidos de todos 

os animais, e os maiores níveis ocorrem no fígado, que possui enzimas 

responsáveis pelas reações de detoxificação de certas substâncias químicas 

(JOBLING, 1995). Dessa forma, a avaliação de parâmetros bioquímicos, como 

a atividade de algumas enzimas, pode ser utilizada para identificar sinais 

iniciais de danos aos peixes (PEAKALL, 1994). 
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A catalase (CAT), principal enzima do sistema de defesa antioxidante, 

atua prevenindo a formação de radicais livres. O radical superóxido (O2
-) é 

produzido no organismo por células fagocitárias que atuam na destruição de 

vírus e bactérias, ou acidentalmente, pelo extravasamento de elétrons da 

cadeia transportadora de elétrons do citocromo P450 (LEMAIRE e 

LIVINGSTONE, 1993; HALLIWEL et al., 1998; WINSTON et al., 1998). O 

radical O2
- é processado pela superóxido dismutase (SOD), que resulta na 

formação de peróxido de hidrogênio (H2O2). Este composto, por sua vez, não é 

muito reativo, mas pode gerar o radical hidroxila (OH-) que pode se unir a 

qualquer componente celular, como ácidos nucléicos, lipídeos de membrana e 

induzir a processos carcinogênicos (RIBEIRO et al., 2000).  

Alguns estudos já evidenciaram a capacidade de muitas substâncias 

químicas de induzirem o estresse oxidativo em diferentes organismos, 

incluindo os peixes (BAGCHI et al., 1993; HINCAL et al., 1995). GABRYELAK 

e KLEOT (1985) demonstraram que carpas (Cyprinus carpio) expostas por 4, 

12, 48 e 96 horas, a 10 mg. L-1 de paraquat apresentaram diminuição da 

atividade da CAT. A quitosana, composto natural extraído do exoesqueleto de 

crustáceos, também reduziu a atividade hepática da CAT em carpas (Cyprinus 

carpio) expostas durante 4 dias a 300 mg. L-1 de quitosana 

(DAUTREMEPUITS et al., 2004). Dessa forma, alterações na atividade 

enzimática da CAT, como diminuição ou aumento de sua atividade, indicam 

situação de estresse. 

As reações de transformação de xenobióticos normalmente envolvem 

oxidação, redução e hidrólise do composto tóxico (reações de fase 1). Nessa 

fase, os compostos lipofílicos são transformados em hidrofílicos, que são 

menos tóxicos por serem menos permeáveis às membranas biológicas. Tais 

resíduos podem ser excretados diretamente ou passar para as reações de 

fase 2. Nessa fase, ocorre conjugação dos resíduos com substratos 

endógenos como a glutationa, a fim de serem excretados mais facilmente 

(HUGGET et al., 1992).  

A glutationa-S-transferase (GST) é um exemplo de enzima relacionada 

com a conjugação e excreção de compostos tóxicos (fase 2), principalmente 

de origem orgânica (HEATH, 1997; GOKSOYR e FORLIN, 1992). Devido a 
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sua alta reatividade com componentes eletrofílicos, a GST pode remover os 

xenobióticos antes que estes se liguem a compostos nucleofílicos dos tecidos, 

diminuindo seu efeito tóxico (ORUÇ et al., 2000).  

Em vários trabalhos foram demonstrados os efeitos da presença de 

xenobióticos sobre a atividade hepática da GST, como aumento ou redução da 

atividade dessa enzima (DRAREDJA e SOLTANI, 1998; HAMED et al., 2003; 

SAYEED et al., 2003; BASTOS et al., 2004).  

O aumento da GST foi observado em tilápias da espécie O. niloticus 

expostas por 7 dias ao efluente de indústria têxtil (RIBEIRO et al., 2000) e em 

tilápias capturadas no rio Nilo, em locais que recebem efluentes contaminados 

por resíduos de origem industrial e doméstica (HAMED et al., 2003). SAYEED 

et al. (2003) também observaram aumento da GST no fígado de bagres 

(Channa punctatus) expostos durante 48h ao inseticida piretróide deltametrin.  

A redução da atividade da GST hepática foi observada por DRAREDJA 

e SOLTANI (1998) no fígado do peixe mosquito (Gambuzia affinis), exposto à 

concentração de 78 ng.L-1 de DFB por 30 dias. BASTOS et al. (2004) 

observaram redução da atividade da GST em pacus (Piaractus 

mesopotamicus) expostos durante 25 dias a 0,2 mg.L-1 de DFB aplicado na 

água.  

Estudar as defesas antioxidantes juntamente com atividade de enzimas 

biotransformantes no fígado dos peixes é uma boa estratégia para avaliar os 

efeitos da presença de xenobióticos na água (ADAMS et al., 1990). Alguns 

contaminantes ambientais podem causar aumento na oxidação de ácidos 

graxos e pode levar ao estresse oxidativo.  

 

3.4. Bioconcentração de agroquímicos em organismos aquáticos 

A bioconcentração é o processo de acumulação de xenobióticos 

presentes na água pelos peixes e outros organismos aquáticos através de 

rotas não alimentares (BARRON, 1990).    

Alguns fatores atuam na determinação da bioconcentração como o 

conteúdo lipídico, controle fisiológico, distribuição, biotransformação, condições 
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ambientais, diferenças inter e intra-espécies e biodisponibilidade. Geralmente é 

aceito que o conteúdo lipídico do animal é fator determinante da 

bioconcentração (HAMELINK et al., 1999).  

As moléculas orgânicas apolares (hidrofóbicas) possuem grande 

afinidade pelo conteúdo lipídico. Altas concentrações de xenobióticos são 

encontradas no compartimento lipídico dos tecidos de animais aquáticos 

(BARRON, 1990). Assim, a acumulação de xenobióticos nos peixes, de 

maneira geral, aumenta de acordo com a taxa de gordura do animal e a 

biomagnificação é inversamente proporcional à solubilidade do composto na 

água (HAMELINK et al., 1999).  

A absorção do xenobiótico a partir da água, pelo peixe, se dá por uma 

série de passos fisiológicos que controlam e comandam as taxas de 

assimilação e a extensão da acumulação (CONNELL, 1997).  

A acumulação de xenobióticos hidrofóbicos pode mudar em função de 

características inter e intra-espécies. Para ORNE e KEGLEI (2004) os fatores 

de bioconcentração do DFB variam de 5 para a tilápia (O. niloticus) a 0,001- 

0,005 para a perca (Lepomis macrochirus). Em relação ao TFB, não foram 

encontrados informações que comprovem sua acumulação em tecidos e 

órgãos de peixes.  

Segundo COLWELL e SCHAEFER (1980), o DFB pode se acumular em 

tecidos e órgãos de peixes, após a administração na água. Esses autores 

observaram acúmulo cerca de 40 vezes maior que a concentração inicial (13 

ng.g-1) no primeiro dia pós-aplicação do xenobiótico. SCHAEFER et al. (1980) 

observaram acumulação de DFB no músculo de peixes de até 160 vezes a 

concentração inicial e AHMED e EID (1991) observaram acúmulo de DFB, 

principalmente, nas brânquias de tilápia (O. niloticus) expostas a 2,5 e 5,0 

mg.L-1.  

Além da importância de determinar os efeitos que os xenobióticois 

provocam nos organismos aquáticos, é de suma relevância determinar o 

comportamento e avaliar seus resíduos em peixes destinados ao consumo 

humano.  
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3.5. Importância da análise de resíduos e risco alimentar 

Em relação à segurança alimentar, risco é definido como um agente ou 

fator biológico, químico ou físico com potencial de causar efeito adverso a 

saúde. O consumo de peixes e pescados, em geral, esta relacionado a uma 

variedade de riscos, sendo que alguns destes podem ser potencialmente 

aumentados sob certas circunstâncias em produtos oriundos da aqüicultura, se 

comparados aos capturados no ambiente (REILLY e KAFERSTEIN, 1997).  

As substâncias químicas e os metais podem acumular-se em produtos 

aquaculturais em níveis quem podem causar problemas de saúde pública. 

Neste caso, destacam-se os inseticidas, herbicidas e fungicidas, que podem 

estar presentes nos tanques de cultivo, quer seja por contaminação oriunda de 

áreas agrícolas adjacentes, ou pela aplicação intencional exigida em certas 

práticas de manejo (REILLY e KAFERSTEIN, 1997).  

De acordo com Food and Agriculture Organization United Nations, a 

presença de resíduos xenobióticos na carcaça de organismos aquáticos 

oriundos da aqüicultura está atraindo atenção mundial (FAO, 2002). 

Os países industrializados (União Européia, Estados Unidos, Japão, 

Nova Zelândia e Austrália entre outros) estão cada vez mais preocupados com 

a segurança alimentar dos seus consumidores. Este grupo de países, 

importadores de carne de pescado, tem promovido dentro de suas fronteiras 

programas de inspeção que contemplam o rastreamento e monitoramento de 

resíduos xenobióticos considerando o limite máximo de resíduo (LMR) 

preconizado pelo Codex Alimentarius.  

Algumas organizações internacionais, como a FAO e World Health 

Organization (WHO), elaboraram uma série de conceitos através de estudos 

toxicológicos e ambientais, com a finalidade de orientar os membros do Codex 

Alimentarius, para a previsão dos perigos quando a população está exposta 

aos xenobióticos.  

Dentre estes conceitos está incluída a Ingestão Diária Aceitável (IDA), 

definida como a quantidade de uma substância que pode ser ingerida, 

diariamente, sem riscos consideráveis a saúde do consumidor (LAVORENTI e 

GIANNOTTI, 1990). A IDA é expressa em miligramas de produto químico por 
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quilograma de peso corpóreo por dia (mg.kg-1.dia-1) e varia de uma substância 

para outra (GUIMARÃES, 1996).  

A IDA é calculada dividindo-se o nível de efeito não observado (NOEL) 

mais significativo por um fator de segurança de, no mínimo 100, de forma a 

reduzi-lo a 0,01 do valor inicial. Quando multiplicada pelo peso de uma pessoa, 

a IDA deve ser sempre maior que o resíduo do agrotóxico encontrado em 

quantidade equivalente ao fator alimentar (quantidade máxima diária de 

alimento ingerido em uma determinada região) para que não haja riscos de 

intoxicação (GUIMARÃES, 1996).  

Com os valores de IDAs dos inseticidas, pode-se calcular o consumo 

diário máximo seguro (CDMS), ou seja, a quantidade máxima que uma pessoa 

pode ingerir diariamente do resíduo sem dano a saúde. De acordo com o 

Codex Alimentarius, a IDA do DFB é de 0,01 mg.kg-1.dia-1 de peso corporal, 

enquanto que, para o TFB não há informações.  

Além da IDA, é possível calcular a Ingestão Diária Estimada (IDE) dos 

inseticidas. Para esse cálculo, multiplica-se o consumo de alimento 

(kg.pessoa.dia-1), pela quantidade de resíduo encontrado nas amostras de 

alimento.  

BOYD e MASSAUT (1999) citam que a maior parte dos produtos 

químicos utilizados na aqüicultura, atualmente, possui pouco ou nenhum risco 

à segurança alimentar. Entretanto, ressalvam que o emprego de xenobióticos 

em unidades de produção intensiva e superintensiva podem provocar a 

bioacumulação e representar risco à segurança dos consumidores.  

Assim, a hipótese deste estudo é que a utilização dos inseticidas 

diflubenzuron e teflubenzuron nas práticas de manejo da aqüicultura, além de 

causar efeitos subletais nos peixes, pode representar risco à segurança 

alimentar, devido à presença de resíduos dos inseticidas nos filés dos peixes 

consumidos.   
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Testes Ecotoxicológicos 

Os testes de ecotoxicidade aguda (CL50;96h) do DFB e TFB para o pacu 

(P. mesopotamicus) foram realizados no Laboratório de Ecotoxicologia da 

Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal.  Todo o material e as 

metodologias utilizados nos ensaios foram os indicados nas normas de 

bioensaios estabelecidas pelo IBAMA (1987) - Manual de testes para avaliação 

da ecotoxicidade de agentes químicos.  

Os exemplares de pacu utilizados nesses ensaios foram obtidos em 

tanques de cultivo do Centro de Aqüicultura da UNESP, Campus de 

Jaboticabal, e transportados para o Laboratório de Ecotoxicologia.  

A aclimatação dos animais ocorreu durante 15 dias em reservatórios de 

fibra de amianto revestidos com resina epóxi, com 1000 L de capacidade 

(Figura 3A).  Os reservatórios foram abastecidos com água de poço artesiano 

com renovação e aeração constantes, e os animais alimentados com ração 

comercial (Polinutri®, 28% de proteína bruta), fornecida 2 vezes ao dia.  

Posteriormente, um lote homogêneo de peixes foi transferido para 

reservatórios de 250 L (Figura 3B) em sala climatizada com a temperatura 

ajustada em 27º C e fotoperíodo de 12 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Reservatórios de 1000 L para aclimatação dos animais (A) e reservatório de 
250 L localizado em sala climatizada (B).  

 

A B 
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4.1.1. Teste de ecotoxicidade aguda para Piaractus mesopotamicus 

De acordo com as normas do IBAMA (1987), os testes preliminares 

foram conduzidos em sistema estático durante 96 horas, sem substituição ou 

sifonagem de água e sem alimentação durante o período de exposição ao DFB 

ou TFB. O objetivo desse ensaio foi de determinar a menor concentração que 

provocasse 100% de mortalidade e a maior concentração que causasse 0% de 

mortalidade nos animais testados.  

Foram estabelecidas 6 concentrações para cada produto que 

constituíram os tratamentos experimentais. Estes foram distribuídos de forma 

inteiramente casualizada, com 3 repetições. Cada parcela foi conduzida em 

frascos de vidros de 8 L com 5 animais por tratamento e densidade de 1,75 g.L-

1 (massa corporal = 14,54 ± 1,79 g e comprimento total = 5,75 ± 1,01 cm).  

As soluções testadas foram: 0, 400, 800, 1200, 1600 e 3200 mg.L-1 de 

DFB e 0, 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000 mg.L-1 de TFB.  A cada 24 horas foi 

observada a mortalidade dos peixes e determinadas as variáveis físico-

químicas da água: pH, oxigênio dissolvido e condutividade elétrica (Tabela 1).  

No teste preliminar para a determinação da toxicidade do DFB e TFB 

para o pacu, nenhuma das concentrações testadas foi capaz de causar 

mortalidade. Ao final do teste, os peixes foram retirados dos aquários, 

transferidos para aquários com água limpa e observados por mais 48 horas.  

Devido a grande concentração dos produtos aplicados aos tratamentos, 

formou-se uma forte emulsão. Deste modo, foi realizado uma observação 

isolada em apenas 1 aquário com 5 animais por 96 horas, com finalidade de 

testar altas concentrações dos inseticidas. Aplicou-se em um aquário de 8 L a 

concentração de 5000 mg.L-1 de DFB e, em outro, 10000 mg.L-1 de TFB.  

Novamente não foi observada mortalidade. Sendo assim, o experimento 

de determinação da toxicidade aguda do DFB e TFB para o pacu foi encerrado. 
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Tabela 1. Valores médios de pH, condutividade elétrica, oxigênio dissolvido (OD) e 
temperatura da água dos ensaios de toxicidade aguda do diflubenzuron (DFB) e 
teflubenzuron (TFB) para o pacu (Piaractus mesopotamicus).  

DFB pH Condutividade  
(μS.cm-1) 

O.D.  
(mg.L-1) 

Temperatura 
 (°C) 

0 7,2 ± 0,5 195,7 ± 7,9 6,2 ± 1,3 26,7 ± 1,2 

400 8,3 ± 0,3 193,8 ± 6,4 5,8 ± 1,5 26,5 ± 1,1 

800 8,5 ± 0,4 191,9 ± 5,8 5,4 ± 1,1 26,5 ± 1,0 

1200 8,2 ± 0,5 195,7 ± 7,9 4,6 ± 1,0 27,3 ± 1,2 

1600 8,3 ± 0,3 193,8 ± 6,4 3,3 ± 1,3 26,8 ± 1,0 

3200 8,5 ± 0,4 199,9 ± 5,8 2,0 ± 1,2 26,3 ± 1,1 

TFB pH Condutividade  
(μS.cm-1) 

O.D. 
 (mg.L-1) 

Temperatura  
(°C) 

0 7,2 ± 0,5 193,7 ± 7,9 5,8 ± 1,0 27,3 ± 1,2 

1000 8,3 ± 0,3 198,8 ± 6,4 1,0 ± 1,1 27,5 ± 1,1 

2000 8,2 ± 0,4 196,9 ± 5,8 1,3 ± 1,1 26,3 ± 1,0 

3000 8,1 ± 0,2 201,6 ± 7,6 0,6 ± 1,2 27,1 ± 1,1 

5000 8,8 ± 0,5 203,7 ± 8,4 0,3 ± 1,4 26,2 ± 1,6 

 
 

 4.2. D elineamento experimental  

Para determinação de resíduos e avaliação dos efeitos subletais da 

exposição do pacu aos inseticidas DFB e TFB, foram realizados 2 

experimentos. No primeiro, os inseticidas foram aplicados diretamente na água, 

simulando a aplicação para controle de ectoparasitos em viveiros de peixes. 

Após o término destes, os mesocosmos foram esvaziados, lavados e após o 

período de aproximadamente 1 mês, teve início o segundo experimento. Neste, 

os animais foram alimentados com ração acrescida dos inseticidas DFB e TFB. 

 

4.2.1. Experimento 1 – Aplicação dos inseticidas DFB e TFB na água 

4.2.1.1. Mesocosmos experimentais e animais 

Os experimentos para avaliação dos resíduos na água, sedimento e 

peixe foram conduzidos em sistemas de mesocosmos experimentais 

localizados no Núcleo de Estudos e Pesquisas Ambientais em Matologia 

(NEPEAM) da UNESP - Campus de Jaboticabal, São Paulo. 

Os testes para determinação de resíduos dos inseticidas após aplicação 

direta na água foram conduzidos em 30 mesocosmos de concreto com volume 
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de 400 L (Figura 4), com água de abastecimento proveniente de poço do tipo 

cisterna. Como não ocorreu renovação de água, os tanques foram aerados 

constantemente com difusores conectados a um soprador de ar. 

Em cada mesocosmo foi colocado uma camada de 15 cm de solo, 

coletado em área livre da aplicação de agrotóxicos, retirada da camada 

superficial do solo do Horto Florestal do Campus da UNESP de Jaboticabal. 

Uma amostra deste solo foi utilizada para caracterização química e física, 

realizada no Laboratório de Análise de Solo e Planta do Departamento de 

Solos e Adubos da FCAV, UNESP de Jaboticabal e estão apresentados na 

Tabela 2.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Mesocosmos experimentais no NEPEAM – Núcleo de Estudos e Pesquisas 

Ambientais em Matologia, da FCAV/Unesp - Campus de Jaboticabal, São Paulo. 
 

 

Tabela 2. Características químicas e físicas do solo utilizado como sedimento nos 
mesocosmos experimentais. Os valores correspondem a média (n=3) e desvio 
padrão. 

Características químicas do solo 
pH 

(CaCl2) 
M.O.  

g.dm-3 
K 

(mmol.dm-3) 
Ca 

(mmol.dm-3) 
Mg 

(mmol.dm-3) 
H+Al 

(mmol.dm-3) 
T 

(mmol.dm-3) 
V 

(%) 

6,3 ± 0,1 10,3 ± 0,6 1,0 ± 0,1 26,0 ± 1,0 7,3 ± 1,5 12,7± 0,6 47,0 ± 1,1 73,0 ± 1,0 
 

Características físicas do solo (g.kg-1) 

  areia     
argila silte fina grossa classe textural   

480 ± 10,0 53,3 ± 5,7 300 ± 10,0 366,7 ± 25,2 média   
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Os exemplares de pacu foram distribuídos nos 30 mesocosmos 

experimentais, após realização da biometria. Cada mesocosmo recebeu 5 

animais (massa corpórea de 281,2 ± 64,7 g e comprimento total de 22,9 ± 1,8 

cm), que foram alimentados diariamente com ração comercial para peixes 

(Polinutri® com 28% de proteína bruta).  

 

4.2.1.2. Aplicação dos inseticidas e coleta das amostras 

Antes da aplicação dos inseticidas na água, foram coletadas amostras 

de água, sedimento e peixe para análises de resíduos de DFB e TFB, com 

objetivo de descartar a hipótese de contaminação das matrizes. Durante a 

condução do experimento um tanque de 400 L serviu como controle (CTR) e, 

ao término do experimento, novas amostras de água, peixe e sedimento foram 

coletadas para análise.  

Em cada mesocosmo foram realizadas 2 aplicações de 0,2 mg.L-1 de 

DFB, com 3 dias de intervalo entre as aplicações (MARTINS, 2004). Para o 

TFB, não foram encontradas recomendações para sua aplicação na água, 

porém, devido à semelhança molecular, seguiu-se a mesma recomendação 

para DFB. 

Após a última aplicação dos inseticidas, foram coletadas amostras de 

água dos mesocosmos e, aos 1, 3, 5, 7 e 10 dias após a segunda aplicação 

foram coletadas amostras de água, sedimento e filé dos pacus.  

Cada tempo experimental foi constituído por 3 réplicas, totalizando 15 

mesocosmos para cada inseticida testado.  

As amostras de água foram coletadas em frascos plásticos esterilizados 

e imediatamente congeladas. O sedimento foi coletado com auxílio de tubo 

coletor (10 cm de diâmetro), sendo cada amostra coletada em 3 pontos 

aleatórios sobre o fundo dos mesocosmos. Aproximadamente 500 g do 

sedimento foram acondicionados em sacos plásticos e congelados a 20º 

negativos até o momento da análise.  

Os peixes coletados dos mesocosmos foram imediatamente sacrificados 

por secção medular e, após a biometria, amostras de músculo foram retiradas 

da musculatura branca dorsal com auxílio de material cirúrgico (Figura 5). As 

amostras dos filés foram embaladas em papel alumínio e congeladas. 
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Figura 5. Coleta de músculo de pacu (Piaractus mesopotamicus) submetidos a tratamentos 

com DFB e TFB aplicados diretamente na água.  
 

 

Durante o período experimental, as variáveis físico-químicas da água 

dos mesocosmos (pH, condutividade, oxigênio dissolvido e temperatura) foram 

mensuradas diariamente (Tabela 3). 

 
 
 
Tabela 3. Média dos valores diários dos parâmetros físico-químicos da água dos tanques 

entre 0 e 10 dias após a aplicação dos inseticidas diflubenzuron (DFB) e 
teflubenzuron (TFB).  

Tratamento pH Condutividade (μS.cm-1) O.D. (mg.L-1) Temperatura (°C) 

CTR 7,5 ± 0,4 191,9 ± 5,8 8,4 ± 1,2 26,5 ± 1,1 

DFB 7,2 ± 0,5* 195,7 ± 7,9 8,0 ± 1,3 26,7 ± 1,2 

TFB 7,3 ± 0,3 193,8 ± 6,4 8,3 ± 1,5 26,5 ± 1,1 

 

4.2.2. Experimento 2 – Administração dos inseticidas DFB e TFB na ração  

Este experimento foi conduzido nos mesmos mesocosmos 

experimentais localizados no NEPEAM, porém, estes não receberam camada 

de sedimento e ocorreu renovação de água, com tempo de retenção hidráulica 

de 2,3 dias em média.  
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Os peixes foram submetidos à biometria (massa corpórea: 305,84 ± 

20,55 g e comprimento total: 29,36 ± 2,04 cm, n = 150) e 5 animais foram 

distribuídos em cada mesocosmo.  

A concentração dos inseticidas utilizada na ração baseou-se em 

trabalhos científicos que avaliaram a eficiência do uso de ração acrescida de 

inseticidas para controle de ectoparasitos de peixes. Utilizou-se 2000 mg.kg-1 

de ração de DFB (ONAKA, 2005) e 10 mg.kg-1 de TFB (BRANSON et al., 2000; 

BOUBOULIS et al., 2004).  O cálculo das concentrações de DFB e TFB foi 

baseado na concentração do ingrediente ativo das formulações comerciais 

(Dimilin® 25% de DFB e Nomolt® com 15% de TFB).  

Para o preparo da ração, utilizou-se a ração comercial Polinutri® (32% 

de proteína bruta), que foi finamente moída em moinho elétrico, misturada com 

as soluções de DFB ou TFB (Figura 6) e peletizada em moedor de carne 

(Figura 7A). A seguir, os peletes foram transferidos para bandejas plásticas, e 

armazenados em sala climatizada, a 20º C, com condicionadores de ar (Figura 

7B). Depois de secos, os peletes foram quebrados em fragmentos menores e 

armazenados em refrigerador a 4 ºC. A ração fornecida ao grupo controle 

passou pelo mesmo processamento, porém, sem a adição dos inseticidas.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Diluição de formulação comercial de diflubenzuron para o preparo da ração 

fortificada com os inseticidas diflubenzuron ou teflubenzuron.   
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Figura 7. Moedor de carne utilizado para peletizar a ração acrescida dos inseticidas (A) e 

peletes secos antes do fracionamento (B). 
 

A ração foi fornecida aos peixes duas vezes ao dia, durante 15 dias, na 

proporção de 3% da biomassa/dia, de acordo com o determinado no início do 

experimento em cada mesocosmo. 

As coletas foram realizadas aos 1, 5, 10 e 15 dias após o início do 

tratamento com a ração, com 3 repetições para cada tempo experimental. As 

amostras do grupo controle (CTR) foram coletadas em 2 épocas (1 dia: CTR 

inicial e 15 dias: CTR final) com 3 repetições para cada tempo. O grupo CTR 

serviu de controle para os dois inseticidas testados.  

Em cada período experimental foram coletadas amostras de água dos 

mesocosmos e determinadas as medidas biométricas dos peixes. Amostras de 

músculo e fígado dos animais foram retirados com auxílio de material cirúrgico 

(Figura 8A). Os fragmentos do fígado foram pesados, armazenados em 

microtubos plásticos de 1,5 mL (Figura 8B) e mantidos congelados a -80º C até 

o momento das análises da atividade hepática das enzimas glutationa-S-

transferase (GST) e catalase (CAT). 

 

 

 

 

 
 

B A 
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Figura 8. Coleta (A) e armazenamento (B) de fígado para a determinação da atividade 

enzimática das enzimas catalase e glutationa-S-transferase de pacus submetidos a 
tratamento com DFB e TFB. 

 
 

Durante o período experimental foram mensuradas diariamente as 

variáveis físico-químicas da água dos mesocosmos: pH, condutividade elétrica, 

oxigênio dissolvido e temperatura (Tabela 4). 

 
 
Tabela 4. Média dos valores diários das variáveis físico-químicas da água dos mesocosmos 

tratados durante 15 dias com ração acrescida dos inseticidas diflubenzuron (DFB) 
ou teflubenzuron (TFB). 

 

Tratamento 
pH Condutividade (μS.cm-1) O.D. (mg.L-1) Temperatura (°C) 

CTR 7,4 ± 0,3 191,8 ± 1,8 7,0 ± 1,7 22,5 ± 1,4 

DFB 7,5 ± 0,4(*) 195,7 ± 7,9 6,9 ± 1,5 23,7 ± 1,2 

TFB 7,6 ± 0,2 189,8 ± 8,8 7,2 ± 1,3 24,5 ± 1,2 
(*) Os valores correspondem a média ± desvio padrão de 225 leituras para cada parâmetro.  

 

4.3. Determinação da atividade hepática das enzimas catalase e 

glutationa-S-transferase do pacu  

Os fragmentos de fígado, ainda congelados, foram pesados e 

homogeneizados em solução tampão fosfato de potássio 10 mM, pH 7,0 (com 

volume igual a 10x a massa do fígado), e em seguida, centrifugadas durante 20 

B A 
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minutos em centrífuga refrigerada a 4º C e 15000 rpm. O sobrenadante foi 

separado, transferido para tubos “eppendorf” e utilizado para determinação da 

atividade das enzimas e da concentração de proteína total hepática. A 

concentração de proteína total no sobrenadante do homogeneizado do fígado 

foi determinada utilizando-se kit comercial (Labtest).   

A atividade da GST foi quantificada pelo produto formado pela 

complexação da glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 

(CDNB), de acordo protocolo descrito por KEEN e WILLIAN (1976).  

A determinação da atividade da CAT foi baseada no método descrito por 

BEUTLER (1975). O método consiste em mensurar a atividade da CAT através 

do consumo de peróxido de hidrogênio (H2O2) exógeno, gerando oxigênio e 

água, através de espectofotometria.  

Os valores da atividade enzimática foram determinados, em duplicata, 

em espectrofotômetro (Biochrom, Libra S32 PC), com comprimento de onda de 

340 nm para a GST e 240 nm para a CAT. Os valores de atividade foram 

expressos em nmol.min-1.mg de proteínas-1 para a GST e μmol.min-1.mg de 

proteínas-1 para a CAT. 

 

 

4.4. Análises Cromatográficas 

4.4.1. Padronização e validação do método analítico para o DFB e TFB  

4.4.1.1. Condições cromatográficas e calibração do equipamento 

A determinação do DFB e TFB foi realizada por cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE), utilizando-se cromatógrafo (Thermo Finnigan), equipado 

com detector de arranjo de diodos e loop de 20 μL. Utilizou-se uma coluna 

ACER 5 C18 de fase reversa com 250 mm de comprimento, diâmetro interno 

de 4,5 mm e tamanho de partícula de 5 μm.  

A fase móvel empregada foi uma solução de acetonitrila e água (80:20; 

v/v), em sistema isocrático com fluxo da fase móvel de 1,0 mL.min-1 e 

comprimento de onda do detector ajustado para 256 nm. Os tempos de 

retenção dos analitos foram de 4,5 minutos para o DFB e 6,6 min para o TFB 

(Figura 9).  
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Figura 9. Cromatogramas dos padrões de 1 mg.L-1 de DFB e TFB.  

 

Uma curva analítica foi construída com os resultados obtidos das áreas 

dos picos dos cromatogramas após injeção das soluções-padrão de: 0,5; 1,0; 

1,5; 2,0 e 3,0 mg.L-1 de  DFB e 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg.L-1 de TFB (Figura 10 e 

11). As soluções-padrão foram obtidas após diluições de uma solução-padrão 

estoque de 100 mg⋅L-1, preparada a partir de padrões analíticos de DFB 

(pureza de 99,2%) e TFB (pureza de 99,5%) diluídos em acetonitrila (grau 

HPLC).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Curva analítica obtida para o diflubenzuron.  

 

 

 

R2 = 0,99968 

y = 4,76x + 0,005 

�    concentração x área 
      regressão linear 
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Figura 11. Curva analítica obtida para o teflubenzuron.  

 

4.4.1.2. Limites de detecção e quantificação de DFB e TFB 

O limite de detecção (LD) é determinado como a menor concentração do 

analito que pode ser diferenciada, com segurança, do ruído do sistema. O LD 

foi determinado como sendo o valor estimado de concentração do analito que 

produz um sinal 3 X superior ao ruído da linha de base, medido após a injeção 

do branco (n=10).  

O limite de quantificação (LQ) corresponde a menor concentração do 

analito que pode ser quantificada com exatidão e com fidelidade (n=10) após a 

injeção do branco (LANÇAS, 2004).  

 
 

4.4.1.3. Ensaios de recuperação e extração dos analitos 

Os ensaios de recuperação foram realizados com a fortificação (adição 

de padrão analítico dos inseticidas) das amostras de água, sedimento e 

músculo de peixes coletadas nos mesocosmos antes da aplicação dos 

inseticidas na água.  

Cada nível de fortificação nas diferentes matrizes foi realizado em 

triplicata, e as amostras armazenadas em frascos âmbar e mantidas e 

congeladas (-20ºC) até o momento das injeções no sistema de cromatografia 

líquida.  

�    concentração x área 
      regressão linear  

R2 = 0,99994 

y = 3,11x + 0,046 
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A extração dos analitos nas amostras de água e filés dos pacus 

coletados nos mesocosmos nos experimentos foi realizada de acordo com a 

metodologia determinada nos ensaios de recuperação.  

 

4.4.1.3.1. Recuperação e extração de DFB e TFB da matriz água 

As amostras de água (25 mL) foram fortificadas com soluções-padrão de 

0,1 e 0,5 mg.L-1 de DFB e TFB e imediatamente transferidas para funis de 

separação de 125 mL (Figura 12A). Em seguida, foram adicionados 25 mL de 

diclorometano (DCM) e agitadas manualmente por aproximadamente 2 

minutos, até a separação das fases orgânica (solvente) e aquosa (Figura 12B).  

Em cada amostra, foram realizadas 3 partições com DCM, sendo a 

fração aquosa descartada e as frações orgânicas (camada inferior) filtradas em 

papel filtro (0,47 μm de porosidade) com sulfato de sódio anidro, e avolumadas 

em balão de fundo chato.  

O balão contendo as partições do solvente foi levado ao evaporador 

rotativo a 40 ºC (Fisatom) e após a secagem completa do balão, 

ressuspendidas em 2 mL de acetonitrila. Para facilitar o descolamento do 

eluato da parede dos balões, foi utilizado um aparelho de ultrassom (Cleaner, 

Odontobrás) durante 2 minutos.  
 

 

 

 

 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Bateria de testes para extração de DFB e TFB nas amostras de água (A) e 

separação das fases orgânica (solvente) e aquosa (B).  

�� ��
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A metodologia empregada para extração dos analitos DFB e TFB na matriz 

água está representado no fluxograma a seguir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Fluxograma do método de extração do DFB e TFB da matriz água.  
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4.4.1.3.2. Recuperação e extração de DFB e TFB da matriz sedimento 

Para as amostras de sedimento, inicialmente, foi testada a eficiência de 

recuperação de solventes orgânicos (diclorometano, acetato de etila, 

acetonitrila e metanol) para extração dos analitos da matriz.  

As amostras de sedimento foram descongeladas em temperatura 

ambiente, distribuídas em placas de Petri e levadas a estufa (50º C). Após a 

secagem, o sedimento foi peneirado com auxílio de peneira plástica e uma 

alíquota de 10 g do sedimento foi transferida para frascos de vidro.  

As amostras foram fortificadas com concentrações de 0,1 e 0,5 μg.g-1 

dos inseticidas e permaneceram por aproximadamente 4 horas em temperatura 

ambiente, para total evaporação do solvente proveniente das soluções-padrão.  

Posteriormente, foram adicionados 100 mL de cada solvente testado 

(Figura 14A). As soluções foram agitadas em agitador orbital (Dubnoff, 

Marconi) por 40 minutos e levadas ao ultrassom durante 30 minutos (Figura 

14B), com renovação de água a cada 10 minutos. Após essa etapa, as 

amostras de sedimento foram filtradas sob pressão negativa num sistema de 

ultrafiltração (Sartorius) utilizando-se membranas de celulose regenerada de 

0,45 μm de porosidade (Figura 15). O volume filtrado foi transferido para balões 

de vidro e levados ao evaporador rotativo a 40º C até a total evaporação do 

solvente. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas com 2 mL de 

acetonitrila e levadas ao ultrassom por 2 minutos.   

Após a definição do melhor solvente extrator, os analitos foram extraídos 

da matriz seguindo a mesma metodologia empregada nos ensaios de 

recuperação descritos anteriormente (Figura 16). 
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Figura 14. Bateria de testes com diferentes solventes (A) para extração do DFB e TFB nas 

amostras de sedimento. (B) Aparelho de ultrassom. (C) Sistema de ultrafiltração. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Sistema de ultrafiltração utilizado no processo de extração das amostras de 

sedimento fortificadas com os inseticidas DFB e TFB. 

A 

B 
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Figura 16. Fluxograma do método de extração do DFB e TFB da matriz sedimento.  
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4.4.1.3.3. Recuperação e extração de DFB e TFB da matriz peixe 

Os filés de peixe, livres de espinhos e escamas, foram triturados ainda 

congelados por aproximadamente 1 minuto com auxílio de triturador (Turrax, 

Marte) (Figura 17).  

Alíquotas de 5 g do dos filés homogeneizados foram fortificadas com 0,5 

e 1,0 μg.g-1 das soluções padrões de DFB e TFB e armazenadas em 

temperatura ambiente por 1 hora.  Em seguida, foram transferidas para 

envelopes de papel filtro (250 μm) e levadas ao extrator Soxhlet com 200 mL 

de acetonitrila (ACN) durante 8 horas (Figura 18), com temperatura de 100ºC. 

Após esse período, o ACN foi transferido para erlenmeyers de 500 mL e 

particionado 2 vezes com 100 mL de hexano, sob forte agitação mecânica.  

Após a formação das fases orgânicas, o hexano (fase superior) foi 

descartado com auxílio de bomba á vácuo, e as partes de ACN (fase inferior) 

foram avolumadas em balão de vidro e levadas ao rotaevaporador (40º C). 

Após a completa evaporação do solvente, as amostras foram ressuspendidas 

em 2 mL de ACN e levadas ao ultrassom durante 2 minutos.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Homogeneização dos filés de pacu. 
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Figura 18. Bateria de extração de DFB e TFB das amostras de filés do pacu. 
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Figura 19. Fluxograma do método de extração do DFB e TFB da matriz peixe.  
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4.5. Risco alimentar para o consumo humano de resíduos de DFB e TFB 

Com os resíduos de DFB e TFB quantificados nos filés do pacu deste 

experimento, foram calculados os valores de ingestão diária estimada (IDE) de 

resíduos para cada inseticida. Estes valores foram comparados com os de 

ingestão diária aceitável (IDA) de cada um dos produtos fornecido pelo Codex 

Alimentarius.  

A IDE foi calculada multiplicando-se o consumo (C) de filés de peixe 

(kg/pessoa⋅dia-1), pela quantidade de resíduo (Res) encontrado nas amostras 

analisadas (mg⋅kg-1), levando-se em consideração a ingestão hipotética diária 

de 250 g de peixe. A IDA foi expressa em miligramas da substância por 

quilograma de peso corpóreo (padrão humano adulto = 70 kg).  

Assim, os valores das IDEs e IDAs foram calculados com as seguintes 

fórmulas: 

 

IDEstimada = Res x C (mg. dia-1⋅⋅⋅⋅pessoa-1), e 

IDAceitável  = IDA x 70 (mg. dia-1⋅⋅⋅⋅pessoa-1) 

 
Res: quantidade de resíduo 
C: consumo 

 

 

4.6. Análise estatística 

 

Os valores de resíduos de DFB e TFB nas matrizes foram analisados 

estatisticamente em um delineamento inteiramente casualisado, com 5 

tratamentos e 3 repetições para cada inseticida. Para a análise estatística, 

utilizou-se o teste de Tukey, com 5% de probabilidade.  

O delineamento estatístico para a análise dos valores dos parâmetros 

bioquímicos também foi ao acaso, com 5 tratamentos e 3 repetições para cada 

inseticida. Após análise de normalidade e homogeneidade de variância, foram 

analisados pelo teste de variância (ANOVA). Com a indicação de valores 

significativos de F, foi aplicado o teste Student-Newman-Keuls para a 

localização das diferenças entre as médias. Os valores de P�0,05 foram 

considerados significativos.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Testes ecotoxicológicos para Piaractus mesopotamicus 

A concentração de oxigênio dissolvido na água dos testes para 

determinação da toxicidade aguda é fator limitante durante a realização dos 

experimentos ecotoxicológicos para peixes. O limite mínino de oxigênio 

dissolvido na água dos testes não deve ser inferior a 4 mg.L-1 (EPA, 2002). 

Neste trabalho, com o aumento da concentração dos inseticidas na água 

observou-se diminuição da concentração de oxigênio dissolvido (Tabela 1), 

chegando a valores inferiores ao recomendado pela EPA.  

Mesmo em altas concentrações testadas, não foi observada mortalidade 

dos animais expostos aos inseticidas. Dessa forma, utilizou-se a concentração 

de oxigênio dissolvido como fator limitante. A CL50;96h do DFB para o pacu foi 

superior a 1200 mg.L-1, enquanto que, a do TFB foi superior a 1000 mg.L-1. 

Com esses valores de CL50, os inseticidas testados podem ser classificados 

como praticamente não tóxico para o pacu.  

LOPES (2005) também observou baixa toxicidade do DFB para o pacu. 

Segundo o autor, a CL50;96h do DFB para o pacu (P. mesopotamicus) foi 

superior a 2000 mg.L-1. Mesmo em altas doses (5 g.L-1), não foi observada 

mortalidade dos animais expostos ao inseticida.  

Comparados com outros grupos de inseticidas utilizados no controle de 

ectoparasitos de peixes, como o triclorfon e paration metílico, o DFB e TFB são 

muitas vezes menos tóxico.  LOPES (2005) avaliou a toxicidade aguda do 

triclorfon para o pacu (P. mesopotamicus) e estimou uma CL50;96h de 0,23 

mg.L-1. A CL(50-96h) estimada do paration metílico para exemplares jovens de 

pacu foi 9,89 mg.L-1 e para alevinos, de 3,97 mg.L-1 (CRUZ et al.; 2004).  

A toxicidade dos inseticidas DFB e TFB para o pacu foi muitas vezes 

menor quando comparada com a toxicidade de extratos naturais de folhas de 

nim (Azadiractha indica), que podem ser utilizados em substituição de 

agrotóxicos no controle de ectoparasitoses. A CL(50-96h) desse extrato para 

exemplares jovens de P. mesopotamicus foi de 1,18 mg.L-1 e para alevinos foi 

de 1,30 mg.L-1  (CRUZ et al. 2004).  

A grande diferença entre a toxicidade dos xenobióticos para organismos 

de mesma espécie depende da exposição, da suscetibilidade do organismo, 
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das características químicas do agente e de fatores ambientais TOMITA e 

BEYRUTH (2002). 

Na Tabela 7 estão apresentados valores de CL(50-96h) do DFB para 

diferentes espécies de peixes de clima temperado. Comparando-se com os 

dados encontrados na literatura, o DFB é menos tóxico para o pacu (P. 

mesopotamicus) em relação a outras espécies de peixes. 

Na literatura, são poucos os trabalhos de toxicidade de DFB com 

espécies nativas. A maior parte dos dados referentes à toxicidade de 

xenobióticos em peixes é proveniente de regiões temperadas, o que dificulta a 

comparação dos resultados entre as espécies de peixes. As espécies têm 

suscetibilidades diferentes de acordo com seu aparato metabólico, seus 

hábitos alimentares, comportamento, fase de desenvolvimento, dentre outros 

aspectos. Dessa forma, a toxicidade de determinada substância pode variar 

entre as espécies.  

 
 
Tabela 5. Valores de toxicidade aguda do diflubenzuron (DFB) para diferentes 

espécies de peixes. 

Espécie 
Exposição 

(horas) 
CL50 

(mg.L-1) 
Sistema Referência 

Cyprinus carpio 96 339-447 estático USEPA (2000) 

Fundulus heteroclitus 96 220-296 contínuo USEPA (2000) 

Ictalurus punctatus 96 280-499 estático Julian e Sanders (1978) 

Lepomis macrochirus 96 100 estático USEPA (2000) 

Oncorhynchus clarki 96 48,2-67,4 estático Mayer e Ellersiek (1986) 

Oncorhynchus mykis 96 200-290 estático Julian e Sanders (1978) 

Perca flavences 96 50 estático Mayer e Ellersiek (1986) 

Pinephales promela 96 100 estático Johnson e Finley (1980) 

Salmo salar 96 50 estático Mayer e Ellersiek (1986) 

Salvelinus fontinalis 96 100 estático Schoettger e Mauck (1978) 

Piaractus 

mesopotamicus 
96 > 2000 estático Lopes (2005) 

Piaractus 

mesopotamicus 
96 > 1200 estático Presente trabalho 

Fonte: Orne e Kegley (2004) 
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Em relação ao TFB, poucos trabalhos foram encontrados sobre a 

toxicidade aguda para os peixes.  Comparando-se as espécies de peixes de 

clima temperado (Tabela 8), o TFB é menos tóxico para o pacu do que para a 

truta arco-íris (Oncorhynchus mykis) e a carpa comum (Cyprinus carpio) 

(SEPA, 1999).  

 

Tabela 6. Valores de toxicidade aguda do teflubenzuron (TFB) para diferentes 
espécies de peixes. 

Espécie 
Exposição 

(horas) 
CL50 

(mg.L-1) 
Sistema Referência 

Cyprinus carpio 96 >500 estático (SEPA, 1999) 

Oncorhynchus mykis 96 >500 estático (SEPA, 1999) 

Piaractus mesopotamicus 96 >10000 estático Presente trabalho 

 

Apesar da baixa toxicidade do DFB e TFB para populações de 

vertebrados de maneira geral, ele é extremamente tóxico para organismos 

invertebrados (FISHER e HALL, 1992; SEPA, 1999).  

NECEKER et al. (1983) calcularam o valor de CE50;48h de 2 μg.L-1 de 

DFB para a Daphnia magna. Estes autores citam que o DFB pode eliminar 

totalmente as populações de daphnias expostas por períodos prolongados. 

MABILIA et al. (2004) utilizaram organismos zooplanctônicos para avaliar a 

ecotoxicidade de DFB em efluentes de pisciculturas. Os valores de CE50-48h 

calculados foram de: 0,18 μg.L-1 para a Daphnia similis; 0,51 μg.L-1 para a 

Ceriodaphnia dubia; 0,05 μg.L-1 para a Ceriodaphnia silvestrii e de 0,039 μg.L-1 

para Simocephalus serrulatus. A CE50 do DFB para essas espécies não-alvo 

são, portanto, muitas vezes menores que as doses recomendadas para o 

tratamento de ectoparasitos dos peixes. 

Assim como o DFB, o TFB também apresenta alta toxicidade para 

organismos não-alvos. A CE50;48h do TFB para Daphnia magna variou de 

0,47 μg.L-1 a 0,28 μg.L-1 (SEPA, 1999).  

 

5.2. Atividade das enzimas hepáticas glutationa-S-transferase e catalase 

As reduções significativas na atividade da GST foram observadas no 

fígado dos animais alimentados durante 10 dias com ração acrescida de TFB e 

após 15 dias com a ração acrescida de DFB (Figura 20), quando comparado 
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com os grupos controle (CTR inicial e final). Após 15 dias de alimentação com 

as rações medicadas, a atividade enzimática da GST foi menor para os animais 

tratados com TFB, em relação ao tratamento com DFB (Figura 20).  

BASTOS et al. (2004) também observaram redução da atividade 

enzimática da GST em pacus (Piaractus mesopotamicus) expostos durante 25 

dias a 0,2 mg.L-1 de DFB aplicado na água.  

DRAREDJA e SOLTANI (2001) também observaram redução na 

atividade hepática da GST em peixe mosquito (Gambuzia affinis) exposto à 

concentração de 78 ng.L-1 de DFB por 30 dias. Neste trabalho, a redução da 

atividade da GST no fígado dos pacus expostos ao DFB foi observada mais 

rapidamente (15 dias), provavelmente devido a quantidade ingerida do 

inseticida junto com a ração (ingestão diária média de 0,02 mg.kg-1 de DFB x 

peixe).  

A atividade da GST pode ser indiretamente associada ao estresse 

oxidativo, uma vez que ela utiliza como co-fator a glutationa reduzida (GSH), 

que por sua vez, participa da degradação do peróxido de hidrogênio (H2O2), 

juntamente com a enzima glutationa peroxidase (GPx) (TEW e RONAI, 1999). 

Porém, a explicação mais provável para a redução da GST no fígado dos 

pacus expostos ao DFB e TFB, pode ser devido à alta capacidade que as 

enzimas têm de se ligarem fortemente aos xenobióticos. Como não foram 

observadas alterações significativas na atividade hepática da CAT (enzima 

relacionada ao estresse oxidativo), as reduções da GST indicam um possível 

comprometimento da atividade de metabolização desses compostos químicos 

no fígado dos animais (BAINY et al., 1996).  

Na literatura não foram encontrados trabalhos relacionando a atividade 

da GST com a exposição ao TFB, mas de acordo com os resultados deste 

trabalho, a exposição ao TFB parece interferir na atividade hepática da GST de 

forma semelhante ao DFB.  
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Figura 20. Atividade da enzima hepática glutationa-S-transferase (GST) de P. 

mesopotamicus alimentados durante 1, 5, 10 e 15 dias com ração acrescida de 
diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron (TFB). Grupo controle (CTR). Nota: As 
linhas verticais indicam o erro padrão, n= 7-8. (*) Indicam diferença significativa 
do grupo controle e as letras indicam variações entre os tratamentos, letras 
iguais representam valores iguais e letras diferentes indicam valores 
significativamente diferentes (P<0,05).  

 

 

Acredita-se que o estresse oxidativo provocado pela exposição química 

resulta na formação de compostos como radicais livres ou oxiradicais (O2
-, 

H2O2 e OH-) que normalmente reagem com macromoléculas celulares. Estas 

reações podem resultar em inativação de enzimas, peroxidação de lipídeos, 

danos no DNA e até morte celular (SWANN et al., 1991; KEHRER, 2000).  

A CAT é uma enzima que atua exclusivamente sobre H2O2 e facilita a 

sua remoção das células pela formação de O2 e H2O (RONISZ et al., 1999). As 

alterações da atividade específica da CAT têm sido relatadas como indicador 

de estresse oxidativo (VAN DER OOST, 2002). 

A diminuição da atividade da CAT pode ser atribuída ao 

comprometimento das vias de tomada de oxigênio ou à alta produção do 

radical superóxido, visto que o excesso desse ânion pode inibir a atividade da 

CAT (ARRILLO e MELODIA, 1991; BAINY et al., 1996).  

Situações em que o metabolismo está aumentado, principalmente por 

exposição a xenobióticos, podem causar aumento nos níveis de espécies 
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reativas podendo levar ao estresse oxidativo, como conseqüência, em 

situações normais, seria esperado que os sistemas antioxidantes fossem mais 

ativados (VAN DER OOST, 2002). Essa resposta não foi observada neste 

trabalho, visto que a presença dos inseticidas DFB e TFB na ração dos pacus 

não interfere na atividade da CAT (Figura 21).  A atividade da CAT foi 

significativamente menor somente nos animais alimentados com ração 

acrescida de TFB, quando comparados com o tratamento com DFB, após 10 

dias de alimentação (Figura 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 21. Atividade da enzima hepática catalase (CAT) de Piaractus mesopotamicus 

alimentados durante 1, 5, 10 e 15 dias com ração acrescida de diflubenzuron 
(DFB) e teflubenzuron (TFB). Grupo controle (CTR). Nota: As linhas verticais o 
erro padrão, n= 7-8. (*) Indicam diferença significativa do grupo controle e as 
letras indicam variações entre os tratamentos, letras iguais representam valores 
iguais e letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (P<0,05). 

 

 

O aumento da atividade da CAT sugere uma defesa do organismo na 

tentativa de eliminar espécies reativas de oxigênio. GABRYELAK E KLEOT 

(1985) observaram aumento dessa enzima no fígado de carpas expostas ao 

paraquat e ao sedimento contendo hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(PAH) e bifenilas policloradas (PCBs).  

A CAT também pode ter sua atividade diminuída.  Segundo 

DAUTREMEPUITS et al. (2004), a quitosana, composto natural extraído do 
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exoesqueleto de crustáceos, reduziu a atividade hepática da CAT em carpas 

(Cyprinus carpio) expostas durante 4 dias a 300 mg. L-1 do composto. PANDEY 

et al. (2003), comparando a atividade de enzimas do sistema detoxificante em 

peixes siluriformes (Wallago attu), também observaram menor atividade da 

CAT no fígado de animais coletados no rio Yamuna (Índia), que atravessa a 

área urbana da capital do país e recebe dejetos de origem doméstica e 

industrial. 

Neste trabalho, os inseticidas DFB e TFB administrados na ração dos 

pacus, não interferiram nos mecanismos de defesa antioxidante desses peixes, 

indicando que, os biomarcadores bioquímicos utilizados neste trabalho, não 

foram ferramentas eficientes para se avaliar os efeitos subletais da exposição 

do pacu a estes inseticidas.   

 
 
5.2. Padronização e validação do método analítico para DFB e TFB 

O método analítico para quantificação de DFB e TFB desenvolvido neste 

estudo baseou-se na premissa da necessidade de se padronizar um método 

abrangente para extração e purificação dos dois analitos ao mesmo tempo. 

Também foi considerado o fato de proporcionar maior segurança ao analista e 

ao ambiente, por meio do uso de menores volumes de solventes, menores 

custos e menor tempo de análise.  

Os métodos de extração dos inseticidas foram considerados 

satisfatórios. São simples, rápidos e não foi verificada interferência significativa 

da matriz durante o processo de extração. A coluna C18 do sistema de 

cromatografia líquida de alta eficiência foi adequada para determinação e 

separação analítica do DFB e TFB para as matrizes água (Figura 22), 

sedimento (Figura 23) e peixe (Figura 24).  
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Figura 22. Cromatogramas de amostra de água coletada 24 horas após aplicação de 0,4 mg.L-

1 de DFB (A) ou TFB (B) na água.  
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Figura 23. Cromatogramas de amostra de sedimento coletada 24 horas após aplicação de 0,4 

mg.L-1 de DFB (A) ou TFB (B) na água.  
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Figura 24. Cromatogramas de amostra de filé do pacu (P. mesopotamicus) coletada 24 horas 
após aplicação de 0,4 mg.L-1 de DFB ou TFB na água.  

 
 
 
 

Os valores de recuperação dos inseticidas estão dentro da faixa de 

aceitabilidade de recuperação definida na norma de boas práticas de 

laboratório estabelecida pela ANVISA (2005). Os coeficientes de variação dos 

dois inseticidas foram inferiores a 3,5%, indicando que, os métodos de extração 

desenvolvidos foram adequados para as matrizes analisadas (Tabela 7). 
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Tabela 7. Valores de recuperação (%) e coeficiente de variação (C.V) dos níveis de 
fortificação dos inseticidas diflubenzuron e teflubenzuron para as matrizes água, 
sedimento e peixe.  

  Diflubenzuron 
matriz nível de fortificação CV Recuperação (%) 

0,1 mg.L-1 0,1   99,5 água 
0,5 mg.L-1 0,0 100,6 
0,1 μg.g-1 0,2   97,5 sedimento 
0,5 μg.g-1 0,5   96,3 
0,5 μg.g-1 2,5   78,2 

peixe 
1,0 μg.g-1 1,8   79,1 

  Teflubenzuron 
matriz nível de fortificação CV Recuperação (%) 

0,1 mg.L-1 0,2   98,3 água 
0,5 mg.L-1 0,1 100,9 
0,1 μg.g-1 0,1 101,1 sedimento 
0,5 μg.g-1 0,2 100,9 
0,5 μg.g-1 3,2   76,3 

peixe 
1,0 μg.g-1 2,8   79,8 

 

 

 

Na literatura foram encontradas metodologias de extração de DFB e 

TFB em matrizes como solo e sedimento utilizando diferentes solventes na fase 

de extração. Assim, foram necessários testes para definição do melhor 

solvente extrator. Dentre os solventes testados para extração dos analitos do 

sedimento (Tabela 8), o solvente extrator mais eficiente foi o diclorometano, 

com 104,98% de recuperação para o DFB e 94,1% para o TFB.  
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Tabela 8. Valores de recuperação e coeficiente de variação (C.V.) proporcionados pelos 
solventes diclorometano, acetato de etila, acetonitrila e metanol utilizados na 
extração dos inseticidas diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron (TFB) na matriz água.  

  DFB (1 mg.L-1) TFB (1 mg.L-1) 

Recuperação C.V. Recuperação C.V. 
Solvente (%) (%) (%) (%) 

Diclorometano 104,98 1,1 94,1 2,6 
Acetato de Etila   58,73 2,0 62,4 3,1 
Acetonitrila   60,40 1,4 65,8 2,4 

Metanol   79,52 1,6 85,6 2,8 

 

 

O menor nível determinável com precisão e exatidão aceitáveis, 

denominado LD, obtido para DFB e TFB foi 0,007 mg.L-1. O limite de 

quantificação (LQ) para os dois inseticidas foi 0,02 mg.L-1, e encontra-se dentro 

do recomendado pela ANVISA (2005), que determina que o LQ seja 3 vezes 

maior que o LD (Tabela 9).  

 
 
 
Tabela 9. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) do método padronizado em 

CLAE para a determinação dos inseticidas DFB e TFB em diferentes matrizes. 
 

Inseticidas LD  
(mg.L-1) 

LQ  
(mg.L-1) 

Diflubenzuron 0,007 0,02 

Teflubenzuron 0,007 0,02 
 

 

5.2.1. Dissipação e acumulação do DFB e TFB na água  

Os resíduos de DFB e TFB foram detectados somente nas amostras de 

água do primeiro experimento, onde os inseticidas foram aplicados diretamente 

na água dos mesocosmos. No segundo, onde os inseticidas foram acrescidos 

na ração dos peixes e fornecidos aos animais diariamente, não foram 

detectados resíduos de DFB e TFB na água dos mesocosmos. Esse resultado 

pode estar relacionado com a renovação da água, que foi de 2,3 dias. Nas 

amostras de água coletadas imediatamente após a segunda aplicação dos 

inseticidas nos mesocosmos, a concentração média foi de 0,2 ± 0,01 mg.L-1 de 
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DFB e de 0,18 ± 0,00 mg.L-1 de TFB. Esses valores encontrados correspondem 

a metade da concentração total (0,4 mg.L-1) aplicada na água, indicando que 

os inseticidas sofreram dissipação durante o período de 3 dias de intervalo 

entre as duas aplicações.  

Em relação ao DFB, os resíduos foram detectáveis até 7 dias após a 

última aplicação na água (Figura 25). Observa-se que 1 dia após a última 

aplicação ocorreu a dissipação média de aproximadamente 52%, em relação 

ao total das aplicações na água (0,4 mg.L-1). A partir do terceiro dia ocorreu 

aumento na dissipação do inseticida na água, com redução de 85% da 

concentração total aplicada. A concentração do DFB na água dos mesocosmos 

permaneceu estável do terceiro ao sétimo dia e os resíduos não foram 

detectados ao décimo dia (Figura 20).  

 

 
 
Figura 25. Média dos valores de resíduos (mg.L-1) de diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron 

(TFB) em amostras de água após duas aplicações de 0,2 mg.L-1. Amostras 
coletadas 1, 3, 5, 7 e 10 dias após a última aplicação dos inseticidas na água. As 
barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes diferenças significativas 
entre as médias (P<0,05). 

 

Alguns fatores ambientais devem ser levados em consideração quando 

se avalia o destino e a persistência de produtos químicos na água. Em muitos 

estudos têm se avaliado os efeitos de fatores como pH, temperatura, 

luminosidade e microorganismos no destino e persistência do DFB e TFB no 

ambiente aquático.  
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De acordo com METCALF et al. (1975) e SCHAEFER e DUPRAS 

(1976), a luz solar parece não afetar diretamente a persistência do DFB na 

água. Da mesma forma, a presença de microorganismos parece ter pouco 

efeito sobre a concentração de DFB no solos e na água. Em contrapartida, a 

estabilidade do DFB é influenciada diretamente pelos valores de pH e 

temperatura.  

SCHAEFER e DUPRAS (1976) verificaram que o DFB é menos 

persistente na água em condições de pH e temperatura altos. FISCHER e 

HALL (1992) estimaram que a meia vida do DFB na água doce é de 

aproximadamente 3 dias sob condições de pH 10 e 36ºC. Entretanto, na 

mesma temperatura e em pH 6, o DFB persistiu por aproximadamente 9 dias.  

No trabalho conduzido por NIMMO e WILDE (1975), os autores 

observaram uma relação inversa entre pH e a persistência do DFB na água. A 

meia vida estimada do DFB na água a 36º C e pH 10 foi de 2,6 dias e em pH 6, 

de 8,7 dias. SCHAEFER e DUPRAS (1977) encontraram valores semelhantes, 

com a meia vida do DFB na água a 38º C e pH 10  de 2,1 dias e em pH 7,7, de 

7,9 dias.  

Neste trabalho, a meia vida do DFB na água foi de 1 dia, em condições 

de pH 7,2 ± 0,5 e temperatura de 26,7 ± 1,2ºC (Tabela 3). Estes resultados 

encontram-se bem abaixo dos resultados observados na literatura, porém, 

calculados para ambientes de clima temperado. A redução em 50% de DFB 

determinada neste trabalho, está abaixo da observada por IVIE et al. (1980), 

que estimaram uma meia-vida de 7 dias. BOYLE et al. (1996) calcularam uma 

meia-vida de 2,3 dias do DFB no sedimento em sistemas de mesocosmos.  

Em relação ao TFB, na literatura específica são poucos os trabalhos 

sobre seu comportamento no ambiente aquático, porém, devido à semelhança 

molecular com o DFB, o TFB provavelmente comporta-se de maneira similar 

nos compartimentos ambientais.  

Em uma publicação da SEPA (1999) foi citado que o TFB não é 

prontamente biodegradável e se dissolve continuamente na coluna d’agua. 

Devido a sua baixa solubilidade na água, o TFB tende a permanecer no 

sedimento e na matéria orgânica e é continuadamente liberado na água.  

Comparado com a concentração inicial aplicada na água, observa-se 

redução de 70% de TFB nas primeiras 24 horas (Figura 20), sendo que, 3 dias 
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após a última aplicação foi detectado apenas 8% de resíduo de TFB na água. 

De acordo com estes resultados, a meia vida do TFB na água foi calculada em 

16,8 horas sob as condições de pH 7,3 ± 0,3 e temperatura média de 26,5 ± 

1,1º C (Tabela 3).  

Considerando-se a quantidade de ingredientes ativos aplicados na água 

dos mesocosmos experimentais no início do experimento, é possível observar 

que menos de 50% de DFB e 30% de TFB estavam presentes na água 1 dia 

após a última aplicação dos inseticidas. 

No experimento conduzido por SCHAEFER et al. (1980), foi observado 

que menos de 50% do DFB aplicado permaneceu em fase aquosa, indicando 

que as características de cristalização própria das benzamidas, limitam a 

solubilidade deste ingrediente ativo, favorecendo a formação de pequenos 

cristais e precipitados.  

SCHAEFER e DUPRAS (1973) verificaram o efeito da presença de 

matéria vegetal na concentração de DFB na água e observaram que os 

processos de adsorção (solo, sedimento, matéria orgânica) podem representar 

uma grande parcela de perda do DFB da água, sendo comparável com os 

processos de hidrólise.  

Considerando que a ligação dos xenobióticos ao sedimento depende do 

conteúdo de carbono orgânico, tipo e quantidade de argila, capacidade de troca 

catiônica, pH e área superficial da partícula dos sedimentos (CONNEL, 1997), 

e que uma vez concentrados nos sedimentos dos tanques de piscicultura 

podem funcionar como depósitos destas substâncias (AMARANENI, 2002), a 

caracterização dos sedimentos passa a ser ponto crítico para conhecimento da 

dinâmica dos inseticidas nos tanques de piscicultura.  

 

 

5.2.2. Dissipação e acumulação do DFB e TFB no sedimento 

Na Figura 14 está representado o cromatograma da extração de uma 

amostra do sedimento coletada 24 horas após a aplicação de 0,4 mg.L-1 de 

DFB na água do mesocosmo. 
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Nas amostras de sedimento, foram detectados resíduos dos inseticidas 

em todos os tempos experimentais. Comparando-se os dois inseticidas, a 

acumulação do TFB nos sedimento foi maior que o DFB (Figura 26).  

Para o DFB, o valor médio de resíduo no sedimento dos mesocosmos 

no primeiro dia de coleta foi 0,8 ± 0,28 μg.g-1. No décimo dia de coleta, a 

concentração média foi 0,23 ± 0,01 μg.g-1 μg.g-1, indicando redução de 68,7% 

em relação ao primeiro dia (Figura 26).  

 

 

 

 
Figura 26. Média dos valores de resíduos (μg.g-1) de diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron 

(TFB) em amostras de sedimento após duas aplicações de 0,2 mg.L-1. Amostras 
coletadas após 1, 3, 5, 7 e 10 dias após a última aplicação dos inseticidas na água 
dos mesocosmos. As barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes 
diferenças significativas entre as médias (P<0,05). 

. 

Em relação ao TFB, foram observadas altas concentrações do produto 

(2,82 ± 0,87 μg.g-1), principalmente nas primeiras 24 horas e redução de 81,6% 

em relação ao décimo dia (0,48 ± 0,2 μg.g-1). De acordo SEPA (1999) e 

TROUW (1999), a meia vida do TFB calculada no sedimento varia de 104 e 

123 dias. No presente estudo, a redução de 50% do TFB foi observada aos 2,3 

dias.  
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SCHAEFER et al. (1980) verificaram que, em ambientes lênticos, menos 

de 50% do DFB aplicado permanece em fase aquosa, sendo o restante 

aparentemente adsorvido e precipitado.  

Neste trabalho, as concentrações de DFB e TFB determinadas no 

sedimento foram maiores do que os obtidos nas amostras de água dos 

mesocosmos, indicando que, apesar dos processos de degradação e hidrólise, 

resíduos de inseticidas podem ficar adsorvido nas partículas suspensas na 

água, e essas partículas são sedimentadas ao longo do tempo na coluna 

d’agua.  

Na literatura foram observados vários valores de meia vida do DFB no 

sedimento, indicando a importância da relação entre persistência e as 

características físico-químicas do solo e da água.   

CUNNINGHAM e MYERS (1996) indicaram que os sedimentos da 

porção supralitoral de pântanos salgados foram o principal compartimento de 

deposição de DFB, com meia vida calculada de 10 dias. Em outro trabalho, a 

meia vida do DFB no sedimento de mesocosmos foi de 5,6 (KNUTH e HEINIS, 

1995). Entretanto, SELVIK et al. (2002) não observaram redução significativa 

na concentração do DFB durante 204 dias de experimento, independente da 

temperatura testada (4 e 14ºC) e do tipo de sedimento (lama ou areia). No 

presente trabalho, foi observada redução de 50% da concentração de DFB no 

sedimento após 3 dias (Figura 26).  

A característica do DFB e TFB de acumular-se no sedimento é 

extremamente relevante do ponto de vista da exposição à biota ao longo do 

tempo. Os sedimentos dos tanques de piscicultura podem funcionar como 

reservatórios de xenobióticos (AMARANENI, 2002) e essas substâncias 

depositadas nos sedimentos podem, após processos mecânicos, físicos e 

químicos, ou mesmo biológicos, serem disponibilizados novamente aos peixes.  

Dessa forma, deve-se considerar o período de exposição dos peixes ao 

sedimento após a aplicação de inseticidas na água. Mesmo havendo 

renovação de água do tanque, lotes mantidos em nos mesmos tanques que 

receberam inseticidas necessitarão de um maior tempo para que os resíduos 

sejam eliminados ou metabolizados.  
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5.2.3. Dissipação e acumulação do DFB e TFB no filé do pacu 

Nos ensaios de acumulação de DFB e TFB em filés de pacus, foram 

detectados resíduos dos inseticidas após a aplicação na água e também nos 

peixes que foram alimentados com ração acrescida de DFB e TFB.  

Em relação ao TFB, nos ensaios com aplicação direta na água, a 

concentração nos filés diminuiu significativamente ao longo do tempo (Figura 

27). semelhante ao observado nas amostras de sedimento e água. Nas 

primeiras 24 horas após a aplicação, o valor médio resíduo observado foi de 

3,5 ± 1,02 mg.Kg-1, sendo reduzido a 0,28 mg.Kg-1 ao terceiro dia e não sendo 

mais detectado a partir do quinto dia (Figura 27). O fator de bioconcentração do 

TFB nos filés do pacu foi de aproximadamente 8,5 vezes, após 1 dia da última 

aplicação do TFB na água dos mesocosmos.  

Para o TFB, a concentração detectada nos filés foi 17 vezes maior do 

que a concentração aplicada na água. Na literatura, não foram encontrados 

dados científicos relativos a bioacumulação do TFB no músculo e órgãos de 

peixes, após a aplicação do inseticida na água, dificultando a comparação dos 

dados obtidos neste trabalho. 

 

 
Figura 27. Média dos valores de resíduos (mg.kg-1) de diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron 

(TFB) em amostras de filés do pacu após duas aplicações de 0,2 mg.L-1. Amostras 
coletadas após 1, 3, 5, 7 e 10 dias após a última aplicação dos inseticidas na água 
dos mesocosmos. As barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes 
diferenças significativas entre as médias (P<0,05). 
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No único trabalho encontrado sobre bioacumulação de DFB em tecidos 

do pacu (P. mesopotamicus), a bioacumulação do inseticida no músculo foi de 

17 vezes, nas primeiras 5 horas de exposição. Após esse período não foram 

observados resíduos nas amostras dos filés dos peixes (LOPES, 2005).  

No presente trabalho, a bioacumulação do DFB no músculo do pacu foi 

apenas 3,3 vezes maior que a concentração aplicada na água. Esses valores 

encontram-se bem abaixo dos valores encontrados na literatura para outras 

espécies de peixes.  

Segundo ORNE e KEGLEI (2004), a bioconcentração de xenobióticos 

hidrofóbicos pode mudar em função de características inter e intra-espécies. 

Essa premissa pode explicar a grande diferença entre os valores de 

bioconcentração determinados em nosso trabalho e nos valores reportados na 

literatura.  

METCALF et al. (1975) verificaram o acúmulo de DFB em percas 

(Pomoxis annularis) variando de 49 a 123 vezes em relação à concentração na 

água. SCHAEFER et al. (1980), ao estudarem a dinâmica e o destino do DFB 

após aplicações em ambientes natural e experimental, verificaram acumulo de 

DFB variando de 52 e 113 vezes após 5 dias da aplicação, sendo que, o valor 

máximo encontrado foi no início do experimento (113 vezes).  

Segundo COLWELL e SCHAEFER (1980), o DFB pode se acumular em 

tecidos e órgãos de peixes, após a administração na água. Esses autores 

observaram um acúmulo cerca de 40 vezes maior no músculo de peixes 

(Ictalurus nebulosus e Pomoxis nigromaculatus) que a concentração inicial (13 

μg.kg-1) aplicada na água.  Altas concentrações de DFB em peixes também 

foram observados por HAAS-JOBULIUS (1991), que determinou a 

bioacumulação de DFB na ordem de 95,9 e 119,4 vezes em carpas capim 

(Ctenopharyngodon idella) expostas por 5 dias a 5 e 50 μg.L-1.  

Nos animais alimentados com as rações medicadas, a maior 

concentração de resíduos de TFB foi detectada nos filés após 10 dias (1,42 ± 

0,23 mg.Kg-1), com fator de bioconcentração de 0,14 vezes (Figura 28).  

Pouco se conhece sobre a bioacumulação do TFB em espécies de 

peixes tropicais. De acordo RITCHIE e BAARDSEN (1997), cerca de 90% do 

TFB administrado na ração do salmão do atlântico (Salmo salar) é eliminada 
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pelo trato intestinal, imediatamente após o período de tratamento com o 

inseticida, não sendo observados resíduos na musculatura dos peixes.  

Para o DFB, o valor máximo de resíduo (0,29 ± 0,43 mg.kg-1) foi 

observado nos primeiros 5 dias de alimentação, com fator de bioconcentração 

de 0,07 vezes. Os valores de resíduos não foram significativamente diferentes 

ao longo dos períodos experimentais (Figura 28). 

Nas amostras de músculo dos pacus alimentados com a ração acrescida 

dos inseticidas DFB ou TFB, a taxa de bioacumulação foi menor comparado 

com o ensaio da aplicação dos inseticidas diretamente na água dos 

mesocosmos.  

 

 
Figura 28. Média dos valores de resíduos (mg.kg-1) de diflubenzuron (DFB) e teflubenzuron 

(TFB) em amostras de filés do pacu alimentados 2000 mg.kg-1 de ração de DFB e 
10 mg.kg-1 de TFB. Amostras coletadas após 1, 5, 10 e 15 dias de alimentação com 
a ração medicada. As barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes 
diferenças significativas entre as médias (P<0,05). 

 

5.3. Risco alimentar para consumo humano de DFB e TFB 

De acordo com o Codex Alimentarius, níveis de resíduos para diversos 

alimentos são recomendados aos órgãos governamentais. Entretanto, a 

exposição humana aos riscos associados ao consumo de produtos 

provenientes da aqüicultura nunca foi claramente determinada pelo Codex. A 

��

�� ��

��

��

��

�
�
��

�

	

�

�� ��



 57 

quantidade limitada de dados disponíveis sugere a necessidade de mais 

estudos.  

Os limites máximos de resíduos (LMR) de DFB em carnes, 

recomendadas pelo Codex Alimentarius, são: 0,1 mg.kg-1 para vísceras 

comestíveis e carnes de mamíferos e 0,05 mg.kg-1  para carne de aves 

domésticas. Para derivados de pescado não há recomendação, assim como 

não há recomendação do LMR do TFB para alimentos de origem animal.   

Considerando os valores de LMR para o DFB, a quantidade de resíduos 

de detectados nos filés dos pacus submetidos aos tratamentos com o inseticida 

está acima do limite máximo determinado pelo Codex (Tabela 10). O mesmo foi 

observado para resíduos do TFB (Tabela 11).  

 
 

Tabela 10. Valores de ingestão diária estimada (IDE) do consumo de filés de pacu coletados 1, 3, 
5, 7 e 10 dias após aplicação de 0,4 mg.L-1 de DFB ou TFB na água. 

 

Ingestão Diária Estimada 

  DFB  
(IDA = 0,7 mg.kg-1) 

TFB   
(IDA = 0,7 mg.kg-1) 

dias após 
aplicação 

resíduo músculo 
(mg.kg-1) 

IDE 
(mg.dia.pessoa-1) 

resíduo músculo 
(mg.kg-1) 

IDE 
(mg.dia.pessoa-

1) 

1 1,32 330,0 3,50 875,0 
3 0,65 162,5 0,28 70,0 
5 0,44 110,0 - - 
7 1,28 320,0 - - 
10 1,25 312,5 - - 

 
 
Tabela 11. Valores de ingestão diária estimada (IDE) do consumo de filés de pacu submetidos a 

tratamento com ração acrescida de 2 000 mg.kg-1 de ração de DFB e 10 mg.kg-1 de 
ração de TFB durante 1, 5, 10 e 15 dias.  

 

Ingestão Diária Estimada 

  DFB  
(IDA = 0,7 mg.kg-1) 

TFB   
(IDA = 0,7 mg.kg-1) 

dias/tratamento 
 

resíduo músculo 
(mg.kg-1) 

IDE 
(mg.dia.pessoa-1) 

resíduo músculo 
(mg.kg-1) 

IDE 
(mg.dia.pessoa-

1) 

1 0,25 62,5 0,41 102,5 
5 0,29 72,5 0,43 107,5 
10 0,28 70,0 1,42 355,0 
15 0,21 52,5 0,58 145,0 
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Para os menores valores de resíduos detectados nos filés, numa 

situação hipotética, o consumo de 250 g de filé com 0,21 mg.kg-1 de DFB 

corresponderia a  75 vezes mais que a ingestão diária aceitável de DFB. Para o 

TFB, a ingestão seria mais de 200 vezes maior, ingerindo-se 250 g de filés com 

0,58 mg.kg-1 de TFB (Tabela 10 e 11).  

Com esses cálculos pode-se observar que a ingestão diária estimada 

(IDE) de DFB e TFB encontra-se muitas vezes acima dos valores de ingestão 

diária aceitável (IDA). Mesmo para as amostras com menores valores de 

resíduos detectados nos filés do pacu os valores são maiores que a ingestão 

diária aceitável. Dessa forma, o uso desses inseticidas deve ser realizado com 

cautela, devendo ser estabelecido o período de carência antes da 

comercialização do produto.  

 
 

6. CONCLUSÕES  

Os inseticidas testados neste trabalho foram considerados praticamente 

não tóxicos para o pacu (Piaractus mesopotamicus), visto que, a CL(50-96h) do 

DFB foi superior a 2000 mg.L-1 e a do TFB foi superior a 1200  mg.L-1.  

As metodologias validadas para a extração dos analitos nas matrizes 

são simples e rápidas. A coluna de superfície interna de fase reversa (C18) do 

sistema de CLAE é adequada para determinação analítica do DFB e TFB e os 

solventes utilizados são eficientes no processo de extração.   

Comparando-se os inseticidas testados, o TFB foi mais persistente na 

água, no sedimento e nos pacus alimentados com a ração acrescida desse 

inseticida. Na aplicação direta dos inseticidas na água, o DFB foi mais 

persistente nos filé do pacu, sendo detectado em todos os períodos 

amostrados.  

A presença de resíduos de inseticidas nos peixes analisados neste 

trabalho comprova a importância que a utilização de agroquímicos e drogas 

veterinárias seja utilizada nas dosagens estabelecidas pelos fabricantes e o 

período de carência seja respeitado antes da comercialização do produto. A 

implementação nas atividades aqüícolas de sistemas de controle e análise de 

risco alimentar vem sendo discutida como uma importante ferramenta de 
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manejo para garantia de segurança alimentar ao consumidor. Países que 

declinarem da adoção desses sistemas de garantia poderão comprometer suas 

exportações de pescado, resultando em significativas perdas econômicas.  
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