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Riassunio

'ape, grazie al suo lavoro di bottinamento che la porta a compiere
spostamenti anche dell'ordine di qualche chilometro intorno all'alvears,
pud essere favorevolmente impiegata come indicatore biclogica di
inquinamento da fitofarmaci.

Per raggiungere tale scopo & necessario disporre di un metodo che
permetta di effettuare simultaneamente la determinazione di pid
fitofarmaci, che sia dotato di sufficiente sensibilith e sia di facile e
rapida esecuzione.

I metodo descritto, messo a punto in via preliminare per dodici dei
fitofarmaci pill usati in Umbria, prevede l'estrazione con acetone dalle
api, la purificazione in cartuccia LC 18 e la determinazione in
gascromatografia capillare. |i metodo, per i fitofarmaci presi in
considerazione, consente di valutare concentrazioni fino a 50 ppb per
l'atrazina, il metobromuron, il pirimicarb e la prometrina, fino a 10 ppb
per Falachlor ed il parathion e fino a 5 ppb per il chiorpyrifos, il
dimetoato, il malathion, il 2,4 D, il folpst e ['eptenophos.

Summary

A MULTIRESIDUAL METHOD FOR THE GASCHROMATOGRAPHIC
DETERMINATION OF SOME PESTICIDES IN BEES

Owing to their activity, bees are considered as ideal biological
indicators of pesticide pollution. For this reason a moltiresidual
method, sufficiently sensible but easy and rapid to carry out, was the
aim of our research. The method we developed for the simuitaneous
determination in bees of tweive pesticides commonly used in Umbria
uses extraction with acetone, purification with an LC 18 cartridge and
analysis with capillary gaschromatography. The detection sensitivity
limits of the considered pesticides were: 50 ppb for atrazine,
metobremuron, pirimicarb and prometryn, 10 ppb for alachior and
parathion, 5 ppb for chlorpyrifos, dimetoate, malathion, 2,4 D, folpet
and haptenophos.
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Introduzione

Ai giorni nosiri, a causa dello sfruttamento sempre pidl marcato
delle risorse naturali, che coincide con il progredire dello sviluppo
economico, si rendono sempre pil necessari studi accurati sullo stato
di salute del territorio. L'ambiente che ci circonda subisce infatti un
graduale e pericoloso avvelenamento a causa dell'azione antropica, cosa
che pud portare, nel lungo perledo, all'alterazione dei complessi
equilibri che governano gli ecosistemi. L'uomo infaiti, attraverso le
industrie, le attivita agricole ed i servizi, scarica ogni giorno
tonnellate di sostanze tossiche (rifiuti urbani ed industriali,
fitofarmaci, gas di scarico ecc.) neil'atmosfera, nel terrenc e nei corsi
d'acqua. Per questo motivo oggi, ogni volta che si intraprendono nuove
attivith che potrebbero ulteriormente alierare i gid compromessi
equilibri naturali, bisognerebbe valutare con degli studi di impatto
ambientale, I'entitd dei danni che l'ambiente potrebbe subire e la loro
accettabilita . (Celli e Porrini, 1981). Per raggiungere tale scopo si pud
operare attraverso -una -minuziosa—analisi—di-tutti-~i—parametri-—che
caratterizzano |'ecosistema che potrebbe essere danneggiato, ottenendo
una serie di dati che creano, a posteriori, notevoli difficolta
d'interpretazione, tenendo conto della necessith di avere una
valutazione complessiva e sintetica dell'insiems. Si pud ricorrere
anche, malte pi0 semplicemente, alluso di un indicatore biclogico. Si
tratta di un organismo, tipico dell'ambiente in esame, che si considera
come "indice" dello stato di salute dell’habitat in cui vive. Aftraverso o
studio delle modificazioni somatiche e comportamentali che esso
subisce quando l'ambiente viene alterato possiamo avere una
valutazione globale del fenomeno stesso. Tra i vari organismi che si
possono usare come indicatori biologici, I'ape & stata da sempre
considerata un test estremamente valido per evidenziare il grado di
inquinamento ambientale. Questiinsettc infatti compie lunghi percorsi,
dell'ordine di alcuni chilometri, dall'alveare ai luoghi di bottinamento e
viceversa trasportando con il suc corpo, insieme al materiale raccolto,
residui di fitofarmaci ed inguinanti di varia natura. Molti ricercatori
(Wallwork et_al. 1982; Celli, 1983; Free et al. 1983; Cellii et al., 1985;
Holloway e Jeremy 1986) si sono serviti dell'ape come test per
indagare sullo stato di salute del territoric. Sono stati presi in
considerazione anche i materiali riportati dall'ape all'alveare ed in
particolare il -polline, sul guale sono stati effettuati studi per
evidenziare la presenza di radionucleotidi (Kirkhan e Corey, 1977),
metalli pesanti (Crane, 1984) ed il fenomeno della deriva dei residui di
fitofarmaci dal punto di effettiva applicazione (Ricciardelli D'Albare e
Persano Oddo,1978).

Scopa della presente ricerca é stato quello di mettere a punto una
metodelogia analitica per [I'estrazione, la purificazione, e la
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determinazione gascromatografica dei residui di fitofarmaci present
nelie api. L'applicazione di tale metodologia poird permettere [l'impiego
dell'ape come insetto test per lo studio del livello di inquinamento da
fitofarmaci in determinati ecosistemi. In via prefiminare il metodo £
stato messo a punto per dodici fitofarmaci appartenenti alle classi dei
fosforganici, triazinici, fenossiderivati, carbammati, ureici, tio-
ftalimmidi e ammidici.

Materiali e metodi

Gascromalografia

Per la determinazione di eptenophos, atrazina, dimetoato,
pirimicarb, prometrina, chlorpyriphos, parathion e malathion & stata
usata una colonna capillare OV 17 di lunghezza 15 m e diametro interno
0,4 pm e rivelatore NPD. Come gas di trasporto & stato utilizzato I'elio
(3 ml/min), come make-up l'elioc (30 mi/min), iniettore on column,
temperatura del rivelatore 230°C, programmata da 100 a 195°C (20°C
al -minuto): :

Per la determinazione di metobromuron, alachlor, folpset, 2,4 D &
stata usata una colonna capillare SE 54 di lunghezza 15 m e diametro
interno 0,4 pm e rivelatore ECD. Come gas di trasporto & stato
utilizzato t'elio (2 ml/min), come make-up l'azoto (30 mi/min),
iniettore on column, .temperatura del rivelatore 280°C, programmata da
100 a 210°C (8°C al minuto}.

Le analisi sono state effettuate con un gascromatografo Carlo Erba
modello 5300 accoppiato con un integratore Perkin Elmer Sigma 10. '

Estrazione e purificazione

10 g di apl e 50 ml di acetone venivano posti nel pallone di un
omogeneizzatore (Sorvall Omni-Mixer), omogeneizzati per 5 minuti e
filtrati su filtro a pieghe ne! pallone di un evaporatore rotante. Si
lavava i residuo sul filtro con 4 porzioni da 30 mi ciascuna di acetone,
riunendo i lavaggi nello stesso pallone. Si evaporava a piccelo volume
sotto vuoto alla temperatura di 40°C e si travasava il residuo in un

imbuto separatore lavando il pallone con 50 ml di acetonitrile a piccole.

porzioni. SI aggiungevano poi alia fase acetonitrilica 50 m! di etere di
petrolic e si agitava per un minuto. Si trasferiva la fase acetonitrilica
in un secondo imbuto separatore e si estraeva nuovamente con etere di
petrolio. L'operazione veniva ripetuta ancora una volta. Le fasi eteree,
contenenti la maggior parte delle impurezze, venivano scartate. La fase
acetonitrilica veniva evaporata a secco e ripresa con 1 mi di
acetonitrile. Un'aliquota pari a 0,5 ml di estratto acetonitrilico veniva
eluita, esercitando una leggera aspirazione, attraverso una cartuccia LC
18 da 6 mi, prelavata con acqua deionizzata. Si eluivano quindi
successivamente attraverso la cartuccia 5 ml di acqua deionizzata, che
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Estrazione per
omogenelzzazione
e filtrazione

Partizione
acetonitriie
etere di petrolio

Fase acetonitrilica
Fase eterea : : ridotta al volume
scartata - di 1 ml
0,5 ml in LC 18 0,5 mlin LG 18
prelavata con acqua prelavata con acqua
eluita con stancle
Eiuizione con esano Eluizione con benzene
Gascromatogratia Gascromatografia
con detector NPD Gascromategrafia con detector ECD
per fosforganiei, con detector ECD per alachlor,
triazine, pirimicarb per 2,4 D metilato metobramuron, folpet
Fig. 1 - Diagramma schematico relativo alle fasi di estrazione e purificazione dei

fitofarmaci daile api.
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venivana scartati, e 5 ml di etanolo al 95% che venivano raccoiti,
portati a secco a temperatura ambiente con leggero flusso di azoto,
ripresi con 1 ml di etanclo e 1 ul di tale soluzione veniva iniettato nel
gascromatografo con rivelatore NPD. Laitra aliquota da 0,5 ml di
ostratto acetonitrilico veniva introdotta, esercitande una leggera
aspirazione, in una cartuccia LC 18 prelavata con acqua deionizzata. Si

eluivano quindi attraverso la cartuccia 5 ml di acqua deionizzata, che ‘

venivano scartati, e, in successione, 5 m{ di esano e 5 ml di benzene,
che venivano raccolti separatamente, evaporati con leggera corrente. di
azoto e ripresi con 1 mi dei rispettivi solventi. 1 ul di ciascuna
soluzione veniva iniettato nel gascromatografo con rivelatore ECD.

La procedura descritta & riporiata schematicamente nella figura 1.

Risultati ‘e discussione

in tabella 1 sono riportati i recuperi medi percentuall otienuti da
campioni di api fortificate con quantitd variabili da ¢,1 a 1,0 ppm dei
varl fitofarmaci: “La- fortificazione & stata effettuata addizionando a
campioni di 10 g di api le guantita opportune di fitofarmaco in

Taballa 1 - Percentuali medie di recupero E.S.) & limiti di sensibilitd per i12
fitofarmaci in esame

Principio . Classe Colonna e % Sensibilita”
attivo chimica rivelatore recupero {ppb)
alachlor ammide SE54/ECD 97 + 4.2 10
atrazina triazina OV 17 / NPD 95 £ 3,6 50
chlorpyrifos orgonofosforice QV 17 / NPD 90 + 4,0 5
240D fenossiderivato SE 54 { ECD a8 + 3,7 5
dimatoato organofosforico Qv 17 /NPD 90 + 2.4 5
eptenophos organocfosforice OV 17 / NPD 93 + 3,2 5
folpet tio-ftalimmide SE 54 / ECD 96 + 2,1 5
malathion arganofosforico OV 17 / NPD 99 + 4,1 5
métobromuron ureico SES4/ECD 98 £ 42 50
parathion organofosforico OV 17 / NPD 76 £1,6 10
pirimicarb carbammato oV 17 / NPD 92 + 3,6 50
promeatrina triazina OV 17 / NPD Bs £ 1,9 50

* Minima concentrazione determinabile
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soluzione etanolica ed evaporando il solvente con leggero flusso di
azoto. | valori, che vanno dal 76% del parathion al 99% del malathion,
possono cansiderarsi soddisfacenti e attestano ['ottima capacita
estraente deilacetone per la maggior parte dei fitofarmaci, come &
d'altra parte ampiamente riportato dalla letteratura {(Ambrus et al.,
1981; Luke et al, 1981; Brooks et al, 1990: Official Msthods of
Analysis, 1990). :

Anche le sensibilita riportate in tabella 1, che variano dalle 5 alle
S0 ppb, possono essere considerate idonee all'impiego previsto, sulla
base dell'entita dei residui di fitofarmaci riscontrate da altri (Celli gt
al., 1988} nelle api morte.

Nelle figure 2 e 3 sono riportati | cromatogrammi dei fitofarmaci
determinati per gascromatografia rispettivamente con rivelatore NPD
ed ECD. La validita del metodo messo a punto appare evidente
dalfottima separazione dei picchi e dalla regolaritd della finea df base,
che attesta I'efficacia del metodo di purificazione utilizzato.

F a
h
c £
2
b d e
g
100 20 30 t, min

Fig. 2- Cromatogramma relativo al campione di api arricchito con i principi attivi
analizzati con rivelatore NPD: a) eptenophos, b) atrazina, ¢} dimetoaio,
d} pirimicarb, e) prometrina, #) chlorpyrifos, g) parathion, h} malathion.
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Fig. 3- Cromatogramma relativo al campione di api arrcchito con i principi attivi
analizzali con rivelatore ECD: a) 2,4 D metilato, b} metobromuron, c) alachlor,
d) folpet. :

A conclusione del presente studio c¢i sentiamo in grado di
affermare, cosa che ci proponiamo di dimostrare nel prosisguo
dellindagine, che il metodo muitiresiduc qui riportato appare dotato di
sufficiente versatilita da far prevedere una sua possibile estensione
alla determinazione della maggior parte dei fitofarmaci attualmeante
impiegatl in agricoltura.
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