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RESUMO - Comparou-se a técnica de bioautografia em camada fina com bioeletroforese e difusão em 
camada fina na detecção de resíduos de fungicidas, tendo como fungo-teste, o Thielaviopsisparadoxíz. 
O método de bioeletroforese e a técnica de difusão em camada fina modificada são descritos e utiliza-
dos pela primeira vez. Os métodos foram comparados em bioensaios empregando-se os fungicidas man-
cozeb, captafol, benomil e triadimefon em diferentes concentrações. As concentrações mínimas detec-
tadas não variaram com as técnicas utilizadas, mas sim com os fungicidas. Obtiveram-se concentrações 
mínimas de 0,04, 0,06, 1,25 e 1.90 ppm para benomil, captafol, triadimefon e mancozeb,respectiva-
mente. A técnica de bioeletroforese proporcionou maior zona de inibição do fungo-teste quando se 
empregou alta concentração de fungicidas. A técnica de difusão em camada fina, por não demandar 
aparelhagem sofisticada, foi tão eficiente como a bioautografia, constituindo-se em método simples e 
rápido para a detecção e avaliação de resíduos de compostos fungitóxicos. 

Termos para indexação: fungicidas, inibição do fungo, Thíelaviopris paradoxa, bioensaios 

BIOASSAYS FOR DETECTING RESIDUES OF FUNGITOXIC COMPOUNDS 
THROUGH BIOAUTOGRAPHY, BIOELECTROPHORESIS AND THIN-LAVER DIFFUSION 

ABSTRACT - The bioautographic technique on thin-Iayer chromatograms was compared to bioelec-
trophoresis and thin-Iayer diffusion for detecting fungitoxic compound by using ThieIa viopsís parado-
xa as test fungus. The bioelectrophoresis and thin-Iayer diffusion rr*thods were described and ernployed 
for the first time. The methods were illustrated by bioassaying the fungicides mancozeb, captafol, 
benomyl and triadimefon in different concentrations. The minimurn concentration of fungitoxic 
compounds detected was the same for three techniques employed, but it did vary with the fungicides. 
The minimurn concentrations detected of benomyl, captafol, triadimefon and mancozeb were 0.04, 
0.06, 1.25 and 1.90 ppm, respectively. The bioelectrophoresis technique gave the highest inhibition 
zone of the test fungus by using higher concentrations of the fungicides. The thin-Iayer diffusion 
technique may be of great value, because it isa sirnple, rapid, sensitivo as the bioautographic technique 
on the detection of fungitoxic compounds. 

Index terms: fungicides, fungus inhibition, Thie/aviopsis paradoxa 

INTRODUÇÃO 

A técnica de bioautografia peio emprego da 

cromatografia em camada fina vem sendo utiliza-

da, para avaliação de fungicidas e para detecção 
de resíduos de substâncias fungitóxicas e de fito-

alexinas, por vários pesquisadores (Cid 1980, 
Dekhuifzen 1964, Homans & Fuchs 1970, Jun- 
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queira 1982, Junqueira et ai. 1982, Kirpatrick & 

Sinclair 1973, Lazarovitis et ai. 1982, Peterson & 

Edgington 1969). Esta técnica foi comparada com 
o método de difusão em camada fina e com o de 

bioeletroforese, visando avaliar a sensibilidade des-
tes métodos na detecção de resíduos de produtos 

químicos. 

As técnicas foram comparadas utilizando-se 
fungicidas orgânicos protetores e sistêmicos, em 
várias dosagens, através da área de inibição do fun-

go-teste Thielaviopsis paradoxa (De Seynes) 

Hoelin, cultura n? 158, obtida da micoteca do 

departamento de Fitopatologia da Universidade 
Federal de Viçosa. 

O fungo Thíelaviopsis paradoxa caracteriza-se 
por formar hifas produzindo dois tipos de esporos: 

aleuriásporos e fialósporos. 
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Este trabalho descreve pela primeira vez a téc-
nica de hioeletroforese e relata um método simples 
e rápido de difusão de produtos químicos no meio 
de cultura (difusão em camada fina), utilizados 
rotineiramente para avaliação "lii vitro", e na de-
tecção de resíduos de produtos químicos em teci-
dos vegetais em nosso laboratório. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O fungo-teste utilizado em todos os ensaios foi o T. 
paradoxa, por mostrar grande sensibilidade aos fungicidas 
utilizados, rápido crescimento e esporulação abundante 
em BDA. As culturas foram mantidas em meio de BDA, a 
250C, e utilizadas sete dias após a repicagean. 

Os fungicidas empregados foram veiculados em aceto-
na 50% + metanol 50% (V/V), nas seguintes dosagens: 
benomil 50% (metil benajmjdazole carbamato) de 0,02 a 
500 ppm de p.a., triadimefon 25% (1-(4-cloro-feno-
xi)-3,3-dlinetil-141-fl-1 ,2,4-triazol-1 41)2-butanon) de 0,62 
a 50,0 ppm de p.a, mancozeb 80% (etileno bisditiocar-
bainato de manganês e zinco) de 0,45 a 62,5 ppm de p.a., 
e captafol 80% N-(1 .1 ,2,2-tetracloroetiltio)-4-ciclohexeno-
-1,2-dicarboximida) de 0,025 a 7,5 ppm de pa; Como 
testemunha, empregou-se uma solução de acetona 50% + 
+ metanol 50% (V/V). 

Esporos de T. pamdoxa com sete dias de idade foram 
misturados com 25 ml de meio de cultura contendo BDA 
(batata 200 g + dextrose 10 g + água destilada 1 litro), e 
adicionados em 75 ml de meio contendo BDA (batata 
400g+ dextrose 20 g+ ágar lOg+  águadestilada llitro)a 
50 ± 20C, proporcionando uma concentração final de 
10 6  esporos/mi. 
Método de difusão 

Vinte e cinco mililitros de esporos de T. paradoxa cul-
tivado em BDA por sete dias na concentração 2 x 106  es-
poros/mi, veiculado em BDA (batata 200 g + dextrose 
10 g t. água destilada 1 litro), foram misturados em 
75 ml de meio de cultura a 50 ± 2 0C, contendo RIDA (ba-
tata 400 g + dextrose 10 g + água destilada 1 litro) e 
distribuídos uniformemente em camada de 0,54 mm de 
espessura sobre placas de vidro de (20 x 20 x 0,4 cm),uti-
lizando-se um espalhador de camada. Para facilitar a difu-
são dos compostos fungitóxicos no meio de cultura foram 
feitos orifícios de 5 mm de diâmetro sobre o meio de cul-
tura, com o auxílio do ,  um furador de rolha. Em cada ori-
(feio foram depositados 50 microlitros de cada concentra-
ção de fungicidas, com o auxílio de micropipeta. A avalia-
ção foi feita 36 horas após, determinando-se a área da 
zona de inibição de T. paradoxa nas placas. 
Método de bioautografla em amada fina 

Os cromatogramas (oram preparados utilizando-se 15 g 
de sílica gel GF 254 em 40 ml de água destilada. Após agi-
tação por 1 mia., a pasta formada foi distribuída em pIa-
as de vidro de (20 x 20 x 0,4 cm) dispostas num espalha- 
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dor de camada de 200 mm. Decorridos 5 mm., as placas 
foram colocadas em estufa a 105 0C por 30 mia., para ati-
vação química da sílica gel. Cinqüenta microlitros de cada 
concentração de flingicidas foram depositados, em pontos 
espaçados de 4 cm, sobre uma linha traçada na extremida-
de inferior do cromatograma. A separação cromatográfica 
foi feita permitindo que o solvente percorresse 13 cm so-
bre os cromatogramas, dispostos verticalmente em uma 
cuba de vidro contendo uma camada de 1 cm de acetona. 
Após a retirada da cuba, as placas eram secadas à tempera-
tara ambiente e em seguida dispostas em espessor de 
camada de 1 mm, onde foram cobertas com uma camada 
de meio de cultura contendo esporos de T. paradoxa, con-
forme descrito anteriormente. A avaliação foi feita 36 
horas após a deposição do meio com esporos do fungo-
-teste nos cromatogramas, determinando-se a área de liii-
bição do crescimento de T. paradoxa e os respectivos 
Rf. 
Método de biocletroforese 

As placas de vidro de (20 x 20 x 0,4 cm) foram co-
bertas com meio de cultura e esporos de T. paradon, co-
mo descrito para o método de difusão, com pli ajustado 
para 7,0. Os orifícios, de 5 mm de diâmetro, foram espa-
çados em 4 cm numa das extremidades da placa. 

Cinqüenta microlitros das diferentes concentrações de 
fungicidas foram depositados nos orifícios sobre o meio 
de cultura. 

As placas foram levadas para um aparelho de eletrofo-
rese modelo SAE-276 1 (Shandon Southem) contendo 
tampão fosfato, pH 7,0,0,1 M, com os oriffcios contendo 
os fungicidas voltados para o polo positivo. Após a pas-
sagem de uma corrente elétrica de 80 volts e 18-20 mA 
por 10-12 horas, os fungicidas com carga elétrica positiva 
migraram em direção ao polo negativo. A avaliação foi 
feita 36 horas após a deposição do meio de cultura, me-
dindo-se as áreas de inibição com formato de picos de 
crescimento de T. paradoxa nas placas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As zonas de inibição do crescimento de T. para-
doxa obtidas pelos diferentes bioensaios acham-se 
exemplificados com o benomil nas Fig. 1, 2 e 3. 
Observa-se que a inibição do crescimento de T.pa-
radoxa aparece como manchas ou picos claros, 
contra um fundo escuro do próprio crescimento 
micelial do fungo. 

Os resultados mostram que houve uma relação 
linear entre a zona de inibição do crescimento do 
fungo-teste e o logarítimo da concentração dos 
produtos químicos (Fig 4, 5, 6 e 7), como encon-
trado por outros pesquisadores (Lazarovitis a ai. 
1982, Peterson & Edgington 1969). A concentra- 



a 

Á . 
/ 

/ 
-7 -;--- 

1/ 

50 	 10 	 2 

BIOENSAIOS PARA DETECÇÃO DE RESfDUOS 
	

231 

50 	 10 	 2 

BENOMIL. (PPM) 
DIFUSÃO EM CAMADA FINA 

FIG. 1. Difusão em camada fina de concentraçaes cru-
cantes de benomil com Thielaviopsis paradoxa 
como organismo-teste. 
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BENOMIL (PPM) 
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FIO. 3. Bioeletroforese de concentraçôes crescentes de 
benomil com Thie/aviopsis paradoxa como orga-
nismo-teste. 

BENOMIL (PPM) 
OIOAUTOGRAFIA EM CAMADA FINA 

FIG. 2. Bioautograf ia em camada fina de concentraçôes 
crescentes de benomil com ThieIavFopsi: parado-
xa como organismo-teste. 

ção mínima de benomil detectado nos três bioen-

saios foi 0,04 ppm de p.a. embora na concentração 

de 0,02 ppm já houvesse ocorrido o início de for-

mação da zona de inibição do crescimento do fun-

go-teste. Peterson & Edgington (1969) também 

detectaram concentrações de benomil menor que 

0,05 $1 g utilizando o método de bioautografia. 

Para triadimefon, mancozeb e captafol, a con- 

Gac.NT!*Ç$O ItOIL fl} 

FIO. 4. Relação semilogarítimica entre a área da zona de 
inibição do crescimento de Thielaviops!s parado-
xa e a concentração de benomil aplicada. 

centração mínima detectada nos três métodos foi 

de 1,25, 1,90 e 0,06 ppm, respectivamente, em-

bora uma ligeira inibição do crescimento do fungo-

-teste tenha sido obtida na concentração de 

0,95 prn d&macozeb. 

O método de bioeletroforese produziu maior 

área de inibição do fungo-teste em altas concen-

trações dos fungicidas, seguido pelo método de 

Pesq. agropec. bras., Brasília, 18(3) :229-234, mar. 1983. 



232 

24 

20 

16 

E 
a 

o 

1': 
o 

20 

o 
.c 12 

z 
tu 
08 

z 
o 
'4 

L. ZAMBOLIM et ai. 

-. - -. - BIOAUTOGRAFIA 

_À-__—_À_.---À..--- BIOELETROFORESE 

K.*X 
 

DIFUSÃO EM CAMADA FINA 
. 	 .-. x _1_ • 	• 

_ç-__ 
- 

.- 

	

1.25 	2.5 
	

10 
	

25 
	

50 

CONCENTRAÇÃO DE TRIADIMEFON (PPM) 

FIG. 5. Relação semilogaritimica entres área da zona de inibição do crescimento de Thielav!opsfs paradoxo e a concen-
tração de triadimefon aplicada. 
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MC. 6. Relação semilogarítlmice entr, a área da zona de Inibição do crescimento de Thie/aviopsir paradoxo e a concen-
tração de ceptefol aplicada. 
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CONCENTRAÇÃO DE MANCOZES (PPM) 

FIG. 7. Relação semilogarítimica entre a área da zona de inibiçSo do crescimento de Th/alaviopsisparadoxe e a concen-
tração de mancozeb aplicada. 

bioautografia e de difusão em camada fina. Isto 
talvez possa ser explicado pelo fato de o fungicida, 
ao ser arrastado pela corrente elétrica nabioeletro-
forese, inibir a germinação do fungo-teste no per-' 
curso. No método de bioautografia o fungo-teste 
é semeado após a deposição do fungicida nos cro-
matograrnas. 

Estas técnicas podem ser utilizadas para estudo 
dc absorção, translocação e degradação de fungi-
cidas sistmicos, e também para detecção de resí-
duos de flingicidas sistmicos e protetores em te-
ciclos de plantas (CM 1980, Junqueira 1982, Jun-
queira et ai. 1982, Kirpatrick & Sinciair 1973). 
Poderão também ser utilizados para avaliar a sensi-
bilidade de microrganismos a fungicidas "in vitro" 
com vistas a uma seleção preliminar antes de serem 
ensaiados em condições de campo. 

Estes bioensaios poderio ser de grande valia 
para detecção de fitoalexinas e toxinas em tecidos 
vegetais (Lazarovits et ai. 1982). 

Os bioensaios descritos podem ser adaptados 
também para detecções quantitativas de resíduos 
de produtos químicos, desde que se ajuste uma 
curva.padrão em que os dados sejam consistentes  

nas diversas repetições do ensaio, com fungicida 
conhecido. 

Todos os testes realizados foram repetidos no 
mínimo cinco vezes, obtendo-se resultados seme-
lhantes. 

Nos testes de bioautografia, observaram-se di-
ferentes valores de Rf nos cromatogramas para os 
fungicidas utilizados. Obteve-se apenas uma mvi-
cha de inibição do crescimento do fungo-teste para 
cada produto químico, o que demonstra não ter 
havido degradação dos fungicidas. 

As técnicas descritas permitem o uso de qual-
quer organismo, desde que seja sensível aos produ-
tos químicos empregados. 

CONCLUSÕES 

1. A concentração mínima do produto químico 
detectada não variou com as diferentes técnicas 
empregadas. 

2. A concentração mínima detectada pelos di-
ferentes bioensaios variou com os fungicidas em-
pregados. 

3. As maiores zonas de inibição foram obtidas 
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empregando-se a técnica de bioeletroforese, nas 

concentrações mais altas do fungicida. 

4. Não se observou degradação dos fungicidas. 

S. As concentrações mínimas detectadas de be-

nomil, captafol, triadimefon e mancozeb foram de 

0,04, 0,06, 1,25, 1,90 ppm, respectivamente. 

6. A técnica de difusão em camada fina consti-

tui um método simples e rápido, não necessitando 

de equipamentos caros, podendo ser utilizado com 

grande eficiência na detecção e avaliação de pro-

dutos químicos em tecidos vegetais. 
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