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TOKSYCZNOSC PODOSTRA INSEKTYCYDOW
FOSFOROORGANICZNYCH:
NALEDU, ETOATU METYLOWEGO I SUPRACIDU

7 Zakladu Toksykologii Sanitarnej Panstwowego Zakladu Higleny w Warszawie
' Kierownik: prof. dr A. Bojanowska

Zbadano toksyczno$é podostra 3 insektycydéw fosforoorganicznych:
naledu, etoatu metylowego i supracidu podajgc szczurom samicom
szezepu Wistar w ciggu 9 tygodni po okolo 1/10 LDs. Obserwowano
$miertelno$é, zmiany wzglednego ciezaru narzqdéw oraz zmiany ak-
tywnodci esterazy cholinowej pelnej krwi i tkanki mozgowej.

WSTEP

Krajowy przemyst chemiczny Srodkéw ochrony roslin zamierza stop-
niowo zaprzestawaé masowego wytwarzania insektycydéw polichloro-
wych. Wynika stad zainteresowanie organicznymi zwiazkami fosforowy-
mi jako nie mniej skutecznymi, a jednocze$nie nie zalegajgcymi w sro-
dowisku.

Wprowadzenie do praktyki agrarnej tego typu srodkow zapewni rol-
nictwu rozwigzanie szeregu probleméw ochrony roslin uprawnych.

Dotychczasowa produkcja preparatéw fosforoorganicznych jest nie-
wystarczajaca zaré6wno pod wzgledem asortymentu jok i tonazu. W chwi-
li obecnej dysponuje sie kilkoma s$rodkami rodzimej produkcji, a mia-
nowicie: malationem (Fostion) i trichlorfonem (Foschlor), a ostatnio
fenchlorfosem (Dermafos) i dichlorfosem (Winylofos); w 1969 r. wejda
do produkcji 2 dalsze preparaty dimetoat (Amidofos) i fenitrotion
{Owadofos). '

Przemyst chemiczny nie jest w stanie zastapi¢ odrazu w szerokim za-
kresie tanich insektycydéw polichlorowych fosforoorganicznymi. Szcze-
golnie w gospodarce rolniczej odczuwa sie brak $rodkéw ostatniego ty-
pu do zwalczania stonki ziemniaczanej oraz $rodkow o intensywnym
dzialaniu ukladowym.

Wynika stad pilna konieczno$é poszukiwania skutecznych, nie kosz-
townych, potencjalnie bezpiecznych substancji czynnych spelniajacych
stawiane wyze] wymagania.

Sposrod szeregu zwigzkéw wybrane zostaly do rozszerzonych badan
skutecznosci, wstepnych opracowan technologicznych m.in. nastepujace
$rodki: naled (Dibrom), chlorfenwinfos (Birlane, Sapecron) oraz etoat
metylowy i supracid.

W $wietle ochrony zdrowia ludnosci jest szczegélnie wazng sprawa
spieszne zastgpienie skazajgcych trwale Srodowisko zewnetrzne insekty-
cydow polichlorowych preparatami mozliwie bezpiecznymi w uzytkowa-
niu, charakteryzujgcymi sie kréotkim okresem karencji, a tym samym
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mniej szkodliwymi dla spozywcoéw plonéw pochodzacych z upraw chro-
nionych.

Nasunela sie zatem pilna potrzeba przeprowadzenia badan toksykolo-
gicznych wymienionych substancji, w celu wytypowania $rodka najbar-
dziej korzystnego pod wzgledem higienicznym.

Charakterystyka wytypowanych do badan sub-
stancji

1. Naled — fosforan 0-/1,2-dwubromo-2,2-dwuchloroetylo-0,0-dwu-
metylowy o wzorze chemicznym:
0 Br Br
CH;0 I
>p —0—C—C~—cl
CH,0 H c|1

Zwiazek ten wykazuje wybitne wlasciwosci owadobojcze i przedzior-
kobdjcze odznaczajac sie jednoczes$nie szczegblnie krétkotrwalym dzia-
faniem rezydualnym. Stosowany jest do dezynsekcji szklarni i prze-
chowalni owocéw oraz do zwalczania zewnetrznych pasozytow zwierzat
hodowlanych, m.in. drobiu nie dajac pozostatosci w jajach.

W Stanach Zjednoczonych A. Pin. zalecany jest réwniez do zabiegéw
przeciw stonce ziemniaczanej, zwolniony jest przy tym od wymagan
karencji i tolerancji.

Czysty naled jest stalg, o barwie bialej, krystahczna substancja, ktoéra
w temperaturze wyzszej vod pokojowej topi sie przechodzac w bezbarw-
ng, ciezka oleista ciecz. Nie rozpuszcza sie w wodzie i alifatycznych we-
glowodorach, natomiast jest latwo rozpuszczalny w rozpuszczalnikach
aromatycznych. Charakterystyczna jest, szczegolnie wysoka prezno$é pa-
ry, wynoszgca 0,002 mm Hg przy 20°, jest wykorzystywana do zwalcza-
nia szkodnikow w paomieszczeniach zamknietych.

W obecnosci $rodkéw redukujgcych czgsteczka naledu tatwo traci ato-
my bromu ulegajac rozkladowi mna fosforan dwuchlorowinylodwumety-
lowy (dichlorfos), natomiast hydroliza prowadzi do utworzenia dwuchlo-
robromoacetaldehydu i kwasu dwumetylofosforowego; rozklad ostatniego
typu zachodzi réwniez w podwyzszonej temperaturze lub przy duzych
wartosciach pH.

Wedlug danych pi$miennictwa w poréwnaniu z dichlorfosem ostra
toksycznosé doustna naledu dla szczuréw samcéw (LDs; — 250 mg/kg)
jest przeszio trzykrotnie nizsza, a dermalna (LDsy — 800 mg/kg) prawie
oSmiokrotnie nizsza [5].

2. Etoat metylowy — jest to dwutiofosforan S-/N-etylokarba-
_ mylometylo)—0,0—dwumetylowy, 0 wzorze:

CH,0 J
\P—§— CH,CONC,H,

CH,0

Ze wzgledu na zblizona do dimetoatu budowg chemiczng zwigzek ten
jest rowniez nazywany N-etylo-dimetoatem. Wykazuje on dzialanie ukta-
dowe w stosunku do snietki kapuscianej i mszycy burakowej.

Pozostalosci jego ma i w roslinach zanikaja stosunkowo do$é szybko
(wg danych dostarczonych przez producenta w ciggu 5 dni). Jego ostra
toksycznosé doustna dla szezura (LDjsq — 125 mg/kg) jest wyzsza od tok-
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sycznosci dimetoatu (LDs, — 265 mg/kg), a ostra toksyczno$é dermalna
dla krolika okoto 3-krotnie nizsza [5].

3. Supracid. Preparat ten, znany réwniez pod nazwg Ultracid, stu-
2y do zwalczania owadow i przedziorkow. Jego czynny skladnik stanowi
dwutiofosforan S-/2-metoksy-1,3,4-tiadiazolo~-5-on-n-metylo/-0,0-dwume-
tylowy o wzorze strukturalnym:

S

AN
S o=¢C C — OCH;
CH;0_ || |
>P—S—CH2—N—N
CH,0
Srodek ten przenikajgc latwo do tkanki liciowej wywiera dzialanie
wglebne i jest skuteczny przeciwko gasienicom motyli, muchéwkom,
blonkowkom, pluskwiakom oraz przedziorkom. Niszczy réwniez chrzg-
szcze i larwy stonki ziemniaczanej, takze 1 uodpornione na insektycydy
polichlorowe.
Ostra toksycznosé doustna substancji podstawowej preparatu supracid
dla szczura wynosi od 28 do 48 mg/kg (dane od firmy produkujgcej).

CZESC DOSWIADCZALNA

Materiaty: 1. Naled (Dibrom) — produkt zsyntetyzowany w skali laborato-
ryjnej w Instytucie Przemystu Origanicznego.

2. Fitios — emulsyjny jpreparat wioski f-y Bombini-Parodi zawierajgcy 20%/ eto-
atu metylowego. .

3. Supracid — 40%-owy emulsyjny preparat szwajcarski f-y Geigy.

METODYKA

Na wstepie ustalono znormalizowang metodg [1, 4] ostrg toksycznos¢é doustng
naledu dla samic szezuréow szczepu Wistar stosujac 4 nastepujace poziomy dawek:
250, 315, 397 i 500 mgkg.

Zwierzeta testowe, 24 sztuki, byly w tym samym wieku i o tych samych cie-
zarach ciala co i uzyte we wilasciwym doswiadczeniu. Otrzymana warto§é LDsg,
wyniosta 280,9 (279,7—282,1) mg/kg.

Szezury doswiadcezalne, samice tego samego szczepu wazgce od 160 do 190 g,
podzielono na 4 grupy po 10 sztuk w taki sposédb, ze §redni ciezar zwierzat w kaz-
dej gruipie wynosit 184 g.

W diggu 9 miesiecy podawano szczurom sondg do zotadka 5 razy w tygodniu
po 0,3 mlil00 g ciezaru ciata roztwory olejowe badanyich substancji w dawkach
dziennyich wynoszgcych w przyblizeniu 0,1 LDs : naledu — 30 mg/kg, etoatu me-
tylowego 15 mgflkg i supracidu 12,5 mg/kg (dawka ostatniego odpowiada w prze-
liczeniu na aktywing substancje podstawowsg 5 mg/lkg).

Czwartej grupie, kontrolnej, podawano analogicznie obliczong w stosunku do
ciezaru ciata iloéé samego rozpuszczalnika, W toku dos$whadczenia dokonywano
obserwacji zachowania sie zwierzgt, wygladu i wystepowania objawéw zatrucia.

Po zakonczeniu do$wiadiczenia zwierzeta zdekapitowano. Tkanke mozgows i krew
poddawano badaniu w celu okreslenia aktywnosci esterazy cholinowej (ChE). Od-
dzielone narzady wewnetrzne (watrobe, nerki, $ledzione) wazono.

Do pomiaréw aktywnoéci ChE stosowano kolorymetryczng metode Fleishera
i Pope’a [3]. Jako substratu uzywano bromek acetylocholiny inkubujac z nim pelna
krew w temperaturze 25° w ciaggu 40 minut. b



466 M. Brzezicka-Bak, A. Bojanowska Nr 4

Homogenaty z mdzgu sporzadzano w oziebionej lodem wodzie destylowane]j,
1 ml homogenatu odpowiadajgcego 13,3 mg badanej tkanki, inkubowano z substra-
tem (1 ml 0,004 M roztworu bromliu acetylocholiny w buforze fosforanowym
o px T7,2) w temperaturze 37° w ciggu 15 minut wustawiajac réwnolegle préby
kontrolne.

Zardwno probki krwi jak i moézgu przed inkubacjg ogrzewane byly w ciggu
5 minut w celu wyré6wnania temperatury.

Dalsze [postgpowanie oraz ilosci stosowanych odczynnikéw do wywolama reak-
¢ji barwnej bylo analogiczne jak w oryginalnej metodzie Fleishera i Pope'a.

Ekstynkcje mierzono na spekirofotometrze unfiwersalnym Zeissa VSU przy
dlugoéei fali 540 myu.

OMOWIENIE WYNIKOW

Objawy zatrucia, typowe dla insektycydow pochodnych kwasu fosfo-
rowego, wystapily juz w pierwszym tygodniu doswiadczenia: drzenie,
zjezenie siersci, obnizenie cieploty ciala, mimowolne oddawanie moczu,
wydzielina (czesto podbarwiona krwig) z oczu i jamy nosowo-gardtowej,
drgawki. Objawy te o wiekszym lub mniejszym nasileniu, obserwowano
do konca doswiadczenia.

Przy kazdym z badanych preparatéow czes¢ zwierzat padia (tab. I);
pojedyncze osobniki przy naledzie zareagowaly juz po otrzymaniu 1/5—
—1/3 LDse; najwyzszg sSmiertelno$é notowano przy supracidzie, jednak-
ze dopiero po przyjeciu dawki sumarycznie rownej lub przewyzszajgcej,
nawet kilkakrotnie, LDj3,.

Tabela I

Smiertelnosé szezurdw samic pod wplywem podawania naledu, etoatu metylowego
i supraadu

. i Liczba badanych E Liczba padlych I Liczba przy-
Substancja zwierzat \ zwierzat | Jjetych dawek ' Tyczna
| mg/kg
i .4 1 |
Naled 1 1 2 \ 60
10 | 1 | 3 | 90
1 4 | 120
1 40 1200
Etoat metylowy 10 1 7 105
1 8 120
Supracid 2 6 30
l 1 9 45
% 10 1 25 125
i 1 35 175
? 1 ) 45 ! 225
Kontrola | 10 — | — | -

Srednie, liczone w stosunku do ciezaru ciala, ciezary narzadéw przyto-
czone sg w tab, II. Dane liczbowe wskazujg na znamienne (test Studenta)
roznice w pordwnaniu z kontrola: Sredniego ciezaru watroby przy su-
pracidzie 1 etoacie metylowym oraz $rednich ciezaréow $ledziony i nerek
przy supracidzie,
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Tabela II

Srednie wzgledne*) cigzary narzadéw wewngtrznych szczuré6w po 9 tygodniowym podawaniu

7 ‘ Watroba \ * §ledziona Nerki
Substancj ’ ’

N B 2 ) Wz | WZ*+) % wz*
Naled ‘\ 3,5640,27 8,6 \( 0,3740,03 8,9 0,911-0,06 7,4
Etoat metylowy [ 3,994-0,16 56 | 0,3340,05 15,2 0,87-+0,03 5.4
Supracid ‘ 39640,12 | 3,1 | 040020 55 | 1,01-.0,02 2,4
Kontrola L 3,4040,11 | 44 0,344-0,16 10,6 0,9140,39 5,2

*) W odniesieniu do cigzaru ciala
**) Wspolczynnik zmienno$ci wyrazony w procentach $redniej z ciezar6w narzadu

Brammner i Root [2] doniesli, ze aktywnos$¢ esterazy cholinowej w su-
rowicy krwi u réznych szczepéw szczurdéw laboratoryjnych moze wyka-
zywaé dosé znaczne réznice. Aktywnose ta wzrasta u samic wraz z wzro-
stem ciezaru ciala i osigga wartos¢ maksymalng przy 200—250 g.

Konieczne bylo zatem zbadanie normalnego poziomu aktywno$ci tego
enzymu w pelnej krwi u samic szczepu testowego.

Zwierzeta zgrupowano w sposob nastepujacy stosownie do ciezaru cia-
la z dokladnoscig do i 2 g:

140 g — 4 szt., 145 g — 6 szt., 150 g — 5 szt., 155 g — 9 szt.,

160 g — 2 szt.,165 g— 6 szt.,, 170 g — 4 szt., 175 g — 6 szt.,

180 g — 3 szt., 185 g — 3 szt., 190 g — 2 szt.

Krew do badan pobierano przyzyciowo nacinajac konce ogonéw.

Wyniki oznaczen przedstawia ryc. 1.

U zwierzagt mlodszych o ciezarze 140 i 145 g, aktywno$¢é ChE liczona
w odniesieniu do zhydrolizowanej acetylocholiny wynosita 29,7 i 31,0 uM.
ml~L, godz.~!, a przy ciezarze od 150 do 190 g wahala sie w nieznacanych
granicach od 34,2 do 35,7, $rednio siegajgc 35,1 uM. ml—1. godz.~ L.

k3 L .

1 1 1
“0 150 160 70 10
Gramy

Ryc. 1. Aktywnos$é¢ esterazy cholinowej pelnej krwi u szczuréw samic szczepu
Wistar, o ciezarze ciala w zakresie 146—190 g (w nawiasach liczby badanych
osobnikow).
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Po uplywie 3 tygodni, gdy przyrost ciezaru ciala osiagnal przecietnie
18 g (przy wartosciach krancowych 10 i 25 g), u potowy uprzednio ba-
danych szczuréw oznaczono powtoérnie aktywnosé ChE pelnej krwi
otrzymujac $redni wynik 35,7 uM. ml—1 godz-L

Utwierdza to obserwacje, ze u szczuréw samic szczepu Wistar po
osiggnieciu ciezaru ciala w granicach 150-—200 g aktywno$¢ ChE pelnej
krwi utrzymuje sie w przyblizeniu na stalym poziomie.

Hamowanie aktywno$ci ChE u zwierzat otrzymujgcych badane insek-
tycydy podane jest w mikromolach zhydrolizowanej acetylocholiny na
1 ml krwi lub 1 g tkanki mézgowej w ciggu 1 godz. oraz w procentach
w odniesieniu do wartosci oznaczonych w grupie kontrolnej w tab. IIL

Inhibicja enzymu we krwi byla najmniejsza przy naledzie, w modzgu
za$ przy supracidzie; ostatni objaw jest zwiazany z wlasciwosciami wy-
nikajacymi z budowy chemicznej: pochodne kwasu dwutiofosforowego
nie sg bezposrednimi inhibitorami ChE.

Tabela III

Hamowanie esterazy cholinowej w pelnej krwi i tkance mézgowej szczuré6w pod wplywem podawania
naledu, etoatu metylowego i supracidu

" Pelna krew |~ Tkanka mézgowa
. ‘ SO Dt A
Substancja . -
dbstanc) aktywnosé esterazy \ zaharr.lo*wa aktywnos¢ esterazy zahan.io‘wa
“M. ml. "1 godz. "1 | oie UM. g.7t godz, ~t nie
% | %
= - e e D ,A\, —
Naled 32,934+ 9,55 1 24,1 \ 148,084 75,89 l 74,4
Etoat metylowy 31,83::10,20 267 | 6970+ 974 | 880
Supracid 28,051-10,02 35,5 l 229,50+ 58,75 i 61,0
Kontrola 43,394 4,80 { 576,304-115,75 |

*) W odniesieniu do kontroli

Otrzymana wyzsza aktywnos¢ ChE pelnej krwi u grupy kontrolnej
43,4 uM. ml—! godz.”!, w poréwnaniu do wyniku badan ustalajgcych nor-
malny poziom aktywnosci tego enzymu 35,1 uM. ml™! godz.~1, przypusz-
czalnie nalezy tlumaczyé odmienng technika pobierania krwi.

WNIOSKI

1. Ostra toksyczno$¢ doustna naledu syntezy krajowej dla samic szczu-
row, szczepu Wistar wynosi 280,9 (279,7—282,1) mg/kg ciezaru ciala.

2. Aktywno$¢ esterazy cholinowej pelnej krwi u samic szczuréw szcze-
pu Wistar, utrzymuje sie na stalym poziomie po uzyskaniu przez nie
ciezaru ciata co najmniej 150 g, u zwierzat mlodszych aktywno$¢ tego
enzymu jest nizsza.

3. Trzy zbadane w do$wiadczeniu podostrym insektycydy fosforoorga-
niczne mozna uszeregowaé pod wzgledem wlasciwosei toksycznych dla
szezuréw nastepujgco: maled << etoat metylowy << supracid.
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M. BxXe3ununka-BoHK, A. BoadHoOBCKa

IIOAOCTFPAA TOKCUYHOCTE POCPOPOOPTAHUMYECKUX MHCEKTUCUIOB
HAJEIA, METUJIOBOTO 3TOATA M CYIIPAIIMIA

CogepxxaHue

CoBepIIMIN TOKCHMKOJOTMYECKYIO OLEeHKY 3 docdopoopraHnyecKnux IperiapaTos
ranena (Dibrom), merTuaonoro stoara (Fitios) u cynpanuaga. 3
OnpeneneHo OCTPYIO IePOPalIbHYI0 TOKCHMYHOCTBL AJIA KPBIC CaMOK Iopoabl Bucrap
Hajiela MeCTHOM cuHTe3bl: LDs, = 280,,9/279,7 — 282,1/mMr/Kr. OnpenesieHo aKTUBHOCTH
xoauaosoy1 Screpasbl (ChME) y caMox (Toil 3XKe caMoil ITOpOjbl), KOTOPLIM IIONaBaJIi
B IPOJOJIKEHMM 9 HefeNb 3KeJYJOUYHBIM 30HAOM JHEBHYKO [03Y COCTABJAIOLIYIO OKOJO

1/10 LDgg.

ITony4yenuble II0[ BJIMAHMEM WCCIEAYEMBIX CcyOcTaHIMMy IIPONEHTH! TOPMOZKEHHUd
AKTMBHOCTY SH3MMAa NOJHOI KpOBM cocTaBiAwoT ot 24,1% npu maneze go 35,5%
npu cynpaiyne, naxubummua ChE B roMoreHaTe MO3roBojf TKaHU poxoxuia oT 61,0%
npu cympauuzge A0 74,4% npu mameme. OnpenesieHnA B KPOBM IIPM HOAABAHUM KPbI-
caM METHJIOBOTO 9ToaTa — JaJyu CpejHue LeHHOoCcTM. VcclefyeMble MHCEKTUIIMALI
MOKHO CUCTEMATH3MPOBAL IIO OTHOILUEHMIO K MX TOKCHMYHOCTH AJAA KPBIC CJAERYIOLIMM
obpa3oM: Haje], MEeTUJIOBBI 9TOAT, Cynmpauup,

M. Brzezicka-Bak, A. Bojanowska

SUBACUTE TOXICITY OF ORGANOPHOSPHORUS INSECTICIDES NALED,
ETHOATE-METHYL AND SUPRACID

Summary

Toxicity of three organophosphorus insecticides: naled (Dibrom), ethoate-methyl
(Fitios) and Supracid was studied. Acute per os toxicity in female Wistar rats of
naled synthetized in Poland was also estimated, and LDj;, = 280.9 (279.9—282.1)
mg/kg of body weight was found.

When subacute toxicity assaying, female Wistar rats were given by stomach
sound the doses of 1410 LDs, daily for the period of nine weeks, and whole blood
and brain cholinesterase activities assayed. Blood cholinesterase activity was found
to be reduced from 24.1% by naled, and to 35.5% by Supracid, and brain choline-
sterase was inhnbnted in 61.0% by Supracid and in 74.4%0 by naled. Administration
of ethoate-methyl proved to provide intermediate results in blood. Toxficities in
rats of the insecticides tested may be range as follows: naled < ethoate-
-methyl << Supracid,
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