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IMPIEGO DELLA DAPHNIA PULEX De Geer
PER LA RIVELAZIONE DI INSETTICIDI

ESTRATTI DA VEGETALI

Nell'ambito delle indagini sulle possibi-
lith di impiego di tests biologici per 1'analisi
di residui di antiparassitari sulle derrate ve-
getali abbiamo rivolto la nostra attenzione
anche alla D. pulex, piccolo crostaceo vivente
nelle acque dolei.

Le ragioni che ¢i hanno indirizzato a spe-
rimentare anche questo organismo sono le-
gate sia alla sua grande sensibilitd a diversi
fitofarmaci — segnalata da alcuni ricercatori
— ed alla relativa rapidith con cui possono
essere condotli — con il suo uso — i saggi
di cui si parla (Wasserburger 1952, Kampe
19511953, Kocher 1933, PEaff 1955, Wyniger
1961, Fhrese 1963).

La presente ricerca, inoltre, va ingua-
drata in un programma di indagini che stia-
mo intraprendendo in merito alla pericolo-
sith che erbicidi, distribuiti sulle infestanti
emerse e sommerse dei canali, possono eser-
citare nei confronti dei pesci e su quegli
organismi di cui i pesci d'acqua dolce si
cibano, fra cui un ruolo di notevole impor-
tanza & svolto, appunto, da alcune specie di
Dafnia.

A tal proposito, gia da tempo, ricercatori
di altri paesi hanno condotto delle indagini
utilizzando prevalentemente Daphnia magna
Straus. Fra di essi Scheuring e Haug {1933)
dimostrarono come soluzioni al 2% ed al-
I'i% di clorure di sodio o di potassio pro-
vocassero la morte di tutti gli organismi uti-
lizzati, gid dopo 5 o 6 ore e Neururer e Sla-
nina (1960) osservarono come la Dalnia l[osse
in grado di sopportare per 7 giorni, senza
trarne alcun apparente danno, 2 mg/l di 2,

4, 5 acido triclorofenossiacetico (2,4,5 T) e 2
mg/l di M.C.P.A. (acido 2-metil-4 clorofenos-
siacetico).

1l problema che ci siamo proposti di al-
frontare con la presente indagine era quello
di controllare il grado di sensibilitd della
Daphnia pulex De Geer (da noi preferita alla
D. magne Straus perché dotata di maggiore
sensibilith come viene riferite da Kocher
(1953) e da Wyniger, 1961), a diversi inset-
ticidi sia fosforati organici che cloroderivati.
Abbiamo inteso accertare, inoltre, quale, fra
i diversi metodi di estrazione per i residui
di insetticidi dalle matrici vegetali, ci per-
mettesse di ottenere un estraito sulliciente-
mente mondo da tutte quelle impurezze che
avrebbero potuto interferire sui risultati del-
le nostre prove, pur garantendo un soddisfa-
cente recupero del residuo presenie nella
sostanza vegetale,

Le analisi per il controllo della sensibi-
lita del test sono state condotte, secondo il
metodo descritto da Foschi, Cesari e Olmo
(1967), in base al quale diverse concenira-
zioni di prodotto da esaminare sono lasciate
evaporare in cristallizzatori di vetro in cui
vengono, in seguito, aggiunti 10 cc di acqua
di allevamente ed immersi 25 individui
adulti di D. pulex di eth compresa [ra i 6 e
i 7 giorni,

Il rilievo dei risultati & stato effettuato
dopo 16 ore dalla messa a contatio; in certi
casi, perod, l'intervallo di tempo & stato note-
volmente ridotto, data l'estrema rapidita di
azione che i fitofarmaci mostravano di avere
esercitato nei rigunardi de! suddetto organi-
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smo. In questi rilievi la tossicitd veniva va-
lutata conteggiando il numero di individui
incapaci di nuotare che giacevano, quasi im-
mobili, sul fondo dei contenitori; tali valori
sono espressi in percentuale di mortalita.

I dati ottenuti sono stati, in seguito, rap-
presentati graficamente mediante una retia
di regressione dei cui parametri ci si & ser-
viti per procedere al controllo statistico del-
la validita del saggio secondo il metodo di
Litchfield e Wilcoxon (1949) e daila quale
si sono estrapolati i valori di DLs, DLs e
DLss, al fine di esprimere numericamente la
ampiezza di sensibilita del test.

Con la metodica suddetta abbiamo sag-
giato la sensibilitd della Dalnia ai seguenti
prodotti: Azinfos-etile {Gusathion em.), De-
meton {Systox), DDT, D.D.V.P,, Dimetoato
(Rogor), Endrina, Eptacloro, Isolano, Lin-
dano, Parathion e Thiodan ed abbiamo otle-
nuto i risultati riportati nella Tab. 1.

Dall'esame dei dati rilevati si pud osser-
vare come D. pulex mostri un’elevatissima
sensibilith ad alcuni prodotti quali il D.D.
V.P., Azinfos-etile, Parathion e Sistox, fra i
fosforati organici le cul DLs variano da
0,0027 a 0,62 ppm, e I'Endrina e 1"Eptacloro
Fra i cloroderivati, le cui DLy vanno da 0,03
a 0,84 ppm. Tale crostacec non &, invece,
risultato altrettanto sensibile al DDT ed al
Thiodan le cui DLz seno superiori ad 1 ppm.
E interessante notare, inoltre, dai risultati
ottenuti con Dimetoato e con Isclano, l'esire-
ma rapiditd di indagine che si pud raggiun-
gere con l'impiego del test in questione in
quanto Ia presenza di dosi diverse di anti-
parassitari anche relativamente basse (0,20
ppm di Isolano), possono essere rivelate ap-
pena 6-7 ore dopo la messa a contafto di tali
preparati con il test. La grande rapidith di
analisi che, come risulta dalle nostre inda-
gini, si pud raggiungere con l'utilizzazione
della Dafnia & un fattore di grande interesse
soprattutto per cid che riguarda l'impiego
futuro di detto organismo in analisi di «rou-
tiner» di derrate vegetali facilmente e rapi-
damente decomponibili.

k ok Ok

Come si & delto, oltre ad indagini intese
a saggiarne il grado di sensibilita, con la D.
pulex abbiamo condotto degli esperimenti
al fine di controllare quali metodi di estra-
zione da matrice vegelale — con un soddi-
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sfacente recuperc del residuo — ci permet-
tessero di ottenere dei materiali sufficiente-
mente purificati. Tale requisito &, ovviamen-
te, essenziale per evitare che materiali estra-
nei influissero sui risultati o rivelandosi, essi
stessi, tossici nei riguardi del test, 0 masche-
rando ed esaltando V'attivith del fitofarmaco
in esame.

TABELLA N. 1 - Sensibilita della Daphnia pulex
ad alcuni formulati commerciali, espressa in valori
di DL;;, DL, e DL,; rilevati sulle rette di regressione

RiILIE-
V0 EF-
PRODOTTO DLy DLy DLy  |FETTUATO
poro
ORE:
Azinfos-etile . . 00016 00027 0,011 16
Demeton
(Systox) . . . 0,021 0,035 0,120 16
pDpr .. . . . 041 1,35 — 16
DDvVP. . . . . 025 0,62 6,2 16
Dimetoato
(Rogor) . . . 22 41 10,9 7
Endrin . . . . 0011 0,03 — 16
Eptacloro . . . 020 0,51 5,20 6
Lindano . . . . 3,00 6,80 15,00 16
Parathion . . . 0007 0,025 0,25 16
Thiodan . . . . 1,53 3,20 12,00 16

I nostri saggi, in tal senso, sono stati ef-
fettuati con Endrin ed Azinfos-etile aggiun-
gendo quantith diverse di detti prodotti ad
omogenati di mela e sottoponendoli alle suc-
cessive [asi estrattive. I metodi di estrazione
adottati sono stati: quello descritto da Con-
stance e coll. (1960), per gli omogenati con-
tenenti Endrin e quelli indicati da Geiz
{1962) e da Laws e Webley (1961) per 1'Azin-
fos-etile. Al termine dei procedimenti suindi-
cati gli estratti sono stati sottoposti ad una
successiva [ase di purificazione, con colonna
cromatografica, secondo le indicazioni di
Borgatti, Cesari e Stanzani (1967).

Le analisi dei campioni sono state effet-
tuate metiendo a confronto alcune diluizioni
dei vari estratti con diverse quantith note
{espresse in ppm) di una soluzione di prin-
cipio attivo di confronte. I dati rilevati sono
stati, poi, rappresentati graficamente e si &
quindi proceduto all'analisi statistica ed al
successivo «dosaggio» della quantita di resi-



duo presente nell’estratto con il metodo di
Litchfield e Wilcoxon {1949) che & basato sul-
la determinazione del cosiddetto «rapporto
di potenza» fra la DLy del campione da esa-
minare e quella dello standard di confronto.

Dai dati ottenuti dalle nostre indagini e
riportati nelle Tab. 2 e 3, possiamo quindi
trarre alcune indicazioni:

— per quanto riguarda il saggio con En-
drin si & messo in evidenza che soltanto il
41,4% del residuo presente nell’omogenato
& stato recuperato a seguito del procedi-
mento estrattivo ed a tal proposito & interes-
sante notare come cid contrasti con il risul-
tato di altre analisi, in cui perd Pestratto
non cra stato sottoposto a purificazione me-
diante colonna cromatogralica, che avevano
fornito pit soddisfacenti valori di recupero.

Questo &, quindi, un chiaro indice che, al-
meno per cio che concerne 'Endrin, la puri-
ficazione con tale tipo di «colonna» non ap-
pare pienamente soddisfacente determinan-

do una cosi grave perdita di prodotto.

Per l'Azinfos-etile si & avuto una forte
differenza fra il recupero con il metodo di
Getz, che & risultato quasi nullo e quello otte-
nuto con il metodo di Laws e Webley da cui
il prodotto risulta totalmente estratto. Da
queste analisi risulta quindi che, mentre per
i fosforati organici si pud ottenere, mediante
un adeguato metodo estrattivo, un materiale
sufficientemente esente da impurezze senza
alcuna perdita di residuo, per 'Endrina e
probabilmente per altri cloroderivati orga-
nici, la necessaria purezza dell'estratto pud
andare a grave detrimento dell'eficacia
estrattiva.

Possiamo concludere, quindi, che la D.
pulex & un test pienamente soddisfacente
g per la sua elevata sensibilitd ai diversi in-
setticidi e per la relativa rapidita di rilievo
che il suo impiego consente di raggiungere.
Questo organismo, inoltre, ha dimostrato di
ben reagire anche in indagini su estratti da
materiale vegetale.

TABELLA N. 2 - Recupero di Endrin da estratto di mela purificato, valutato con Daphnia pulex

DL 50 RP. ENTITA BEL RECUPERD
) MorTa- (RAPPORTD DI
DiLur- ppm bI {LIMITE
CAMPIONIE ZIONT PRODOTTO I‘E? FIDUCIARI) POTENZA
2 m E LIMITI ppm o4
s FIDUCIART)
Soluzione Standard {4,0500 0,0500 64
di Endrina 0,0250 0,0250 43 0,03
0,0125 0,0125 25 (0,02-0,04)
Estratto di mele pu- 0,0500 — 76
rificato (**) 0,0250 — 58 0,018 0,60
0,0125 —_ 46 (0,012-0,024) {0,33-1,06) 0,0207 (*) 414

(*) Il risultato Anale & ottenuto dividendo la quantith efettivamente presente nell'estratto per 4, poi-

ché l'estratto & stalo concentrato 4 volte.

{**) L’estratto & stato purificato con colonna cromatografica secondo il procedimento indicato nella

nota di Borgatti, Cesari e Stanzani (1967).
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TABELLA N. 3 - Recupero di Azinfos-etile da estratti di mele ottenuti con metodi diversi,
valutato con la Daphnia pulex

DL 50 R. P. ENTITA DEL RECUPERQ
DiLuL ppm MoRrta- (LIMTTT {Rapronrto
CAMPIONI ZI0NT nr LITA FIDUCIART) DI POTENZA i
PRODOTTO 14 E LIMITI ppm 0%
rpm FIDUCIART)
Soluzione Standard di 04 04 68,00 0,18
Azinfos-etile (0,11-0,27)
63 03 60,66
02 0,2 53,33
0,1 0,1 36,66
Estratto di mele otie- 0,4 — 24,66 1,05 5,83 00171 4,27
nuto con il metodo (0,681-1,61) (3,23-9,06)
Getz 03 _ 16,66
0,2 — 16,66
0,1 — 14,66
Estratto di mele otte- 04 — 63,33 0,168 0,933 0,44 110,00
nuto con il metodo (0,109-0,258) (0,51-1,67)
Lawse & Webley 0,3 —_ 61,33
0,2 _ 50,00
0,1 — 44,00

N.BE. - In questi saggi gli estratti non sono stati concentrati.
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RIASSUNTO

Gli autori hanno condotio delle indagini intese
a saggiare il grado di sensibilita del test ad inset-
ticidi diversi, dalle quali risulta che la D. pnlex &
dotata di un'elevata sensibilitd sia ai fosforati or
ganici che ai cloroderivati ed ai carbammati. Si
osserva inoltre la grande rapiditd di analisi che
si pud raggiungere con il suddetto organismo. Sono
state condotte prove, inolire, per valutare diversi
metodi di estrazione da matrici vegetali, ottenendo
dei risultati pienamente soddisfacenti per quanto
rignarda i fosforati organici, ma non altrettanto
per il clorurati,



