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Resumo Geral

RESUMO GERAL

No periodo compreendido entre a colheita e o consumo, as laranjas s3o
suscetiveis a deterioragdo causadas por microrganismos. Esta deterioracdo
compromete a sua qualidade causando rejeigdo por parte do consumidor e,
consequentemente, inviabilizando sua comercializagéo.

Os objetivos deste trabalho foram identificar os patégenos; determinar parametros
quimicos e fisico-quimicos da fruta; avaliar a eficiéncia do tratamento pés-colheita
por imersdao e pulverizagdo com os fungicidas imazalii e thiabendazole e
quantificar os residuos destes fungicidas no periodo de armazenamento em
laranjas de variedade ‘Péra’. Ainda visando avaliar os niveis de residuos de
imazalil e thiabendazole em amostras consumidas pela populacdo, foram
quantificados os residuos destes fungicidas em laranjas ‘Péra’ coletadas no

comercio.

Apés colheita no campo, as amostras foram conduzidas ao “packing house” e
submetidas separadamente aos tratamentos por imersdo e pulverizagcdo com os
fungicidas imazalil (Magnate 500 CE) e thiabendazole (Tecto 600PM) ou a mistura
de ambos. Apds tratamento por imerséo as laranjas foram armazenadas durante
28 dias a 4°C £+ 2°C / 90% + 5% de U.R. (umidade relativa), seguidos de mais
cinco dias a 25°C + 2°C / 80% + 5% de U.R,, simulando-se as condigdes de
comercializacdo. No tratamento por pulverizacao, as laranjas foram armazenadas
em atmosfera de etileno durante trés dias, pulverizadas com os fungicidas citados
acima e armazenadas durante 25 dias a 4°C + 2°C / 90% + 5% de U.R., seguidos
de armazenamento adicional por cinco dias a 25°C + 2°C / 80% + 5% de U.R.

Foram identificadas sete e cinco espécies de fungos nos tratamentos pés-colheita
por imersdo e pulverizagdo, respectivamente. Em ambos tratamentos nao
ocorreram diferengas significativas entre a incidéncia e o indice de doengas no
primeiro armazenamento, independente do tratamento com etileno. Entretanto,
nos cinco dias subsequentes de armazenamento, o numero de espécies de fungos

foi menor nas laranjas tratadas com fungicidas e nas nao armazenadas com

X



Resumo Geral

etileno. Os menores valores de incidéncia e indice de doencas ocorreram nas
amostras tratadas com as maiores concentragdes de imazalil e thiabendazole.
Houve diminuicdo das doengas quando o imazalil foi aplicado nas laranjas
formulado com a cera ou pulverizado sozinho seguido da aplicagéo de cera.

Nos dois tratamentos ndo foram observadas diferengas significativas nos niveis
dos fungicidas entre o inicio e o final do armazenamento, mesmo com aplicagéo
de etileno e do uso de cera associada aos fungicidas. Ap6s o primeiro
armazenamento, as laranjas tratadas por imersdo com imazalil e thiabendazole
apresentaram niveis acima e abaixo, respectivamente, dos limites estabelecidos
pela Legislagéo Brasileira de Residuos de Pesticidas, enquanto que as tratadas
por pulverizacéo e as coletadas nos supermercados apresentaram niveis destes
fungicidas dentro do permitido por esta legislacao.

N&o ocorreu diferenca significativa dos atributos quimicos (acidez total titulavel
(ATT), acido ascérbico) e fisico-quimicos (sélidos soluveis totais (SST), pH e cor)
entre o inicio e o final do armazenamento, em ambos os tratamentos. Houve
diferenca significativa no atributo cor, comparando-se as amostras tratadas com e
sem etileno, porém nenhuma diferenca de cor entre as amostras de cada
tratamento.

Os resultados indicam que a qualidade da laranja, aferida segundo os atributos
quimicos e fisico-quimicos, se mantém durante todo o periodo de armazenamento
e as frutas coletadas no comércio atenderam & legislacéo vigente para residuos
de pesticidas.
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INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos a citricultura no Brasil apresentou aumento de produtividade,
destacando-se no cenario mundial. Os Estados Unidos permaneceram como pais
lider na produgéo de laranjas durante toda a década de 70, seguidos de perto pelo
Brasil. Com o aumento da producgéo de citricos, o Brasil, nas décadas de 80 e 90,
passou a ocupar o primeiro lugar mundial como produtor de laranjas, gerando em
exportacéo divisas da ordem de milhGes de ddlares. O Estado de S3o Paulo
destaca-se como o maior produtor nacional, contribuindo com cerca de 80% de

toda a produgao brasileira de citricos, do qual 52% correspondem a laranja ‘Péra’.

Embora o Brasil seja o maior produtor mundial de laranja ‘Péra’, em ambito
internacional n&o é o maior exportador desta fruta. O Brasil exporta cerca de 1%
de sua produgdo de frutas frescas (300.000 t), ocupando o 20° lugar entre os
paises exportadores. A exportacéo brasileira de laranja in natura é muito baixa;
apesar disto, esta fruta lidera em volume exportado, tendo alcangado 99,2 mil
toneladas em 1996, rendendo 20,4 milhdes de dblares para o Brasil. Este volume
inexpressivo de exportagao esta vinculado a baixa qualidade da laranja brasileira,
decorrente de problemas na etapa de pés-colheita, de doengas e de embalagens.

A comercializag&o da laranja esté inserida no contexto da complexidade do mundo
moderno, onde nem sempre os centros de produgéo agricola ficam perto dos
grandes centros de consumo. Entre estes dois centros, o produtor e o consumidor,
milhares de toneladas de frutas s@o transportadas. Este problema de distancia
existe no mesmo pais onde sdo produzidos os alimentos, agravando-se mais
ainda quando se ftrata de exportagdo, onde o alimento apds a colheita é
transportado até o local de armazenamento, embarcado em navios, conduzido via
maritima durante determinado periodo até o pais de destino, novamente
transportado até local de armazenamento e comercializado em seguida. Durante
este periodo, entre a colheita e o consumo, pode ocorrer perda de qualidade das
laranjas devido a fatores fisiologicos, mecanicos e de doengas causadas por
microrganismos.
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Os fatores fisiolbgicos dizem respeito a transpiragéo, perda de agua e desordens
provocadas nas laranjas devido as condigbes de estocagem e transporte; os
danos mecanicos estdo relacionados com a manipulagdo e a forma como as frutas
s@o transportadas. Além destes dois fatores contribuirem para aumentar a
vulnerabilidade das laranjas a penetragdo de microrganismos causadores de
podridao, existe a ocorréncia natural de doengas atribuidas a estes patégenos.

As doencas de pds-colheita podem acarretar perdas de 25 a 50% das frutas
citricas. A manifestagdo destas doencas ocorre através do aparecimento de
podriddes na superficie do fruto. As mais relevantes s&o o bolor verde, o bolor azul
e a podriddo amarga, provocadas, respectivamente, pelos fungos Penicillium
digitatum, Penicillium italicum e Geotrichum candidum .

O tratamento em pés-colheita com o emprego de fungicidas, sucedido por
armazenamento durante determinado periodo em temperatura e umidade
controladas, é a tecnologia empregada em todo o mundo para garantir a qualidade
da fruta através do controle dos fungos responsaveis por estas doencgas. Entre os
fungicidas utilizados em pés-colheita, o imazali e o thiabendazole séo
recomendados para controlar a agio dos fungos.

Embora o controle pés-colheita seja utilizado para garantir a qualidade da laranja e
prolongar seu tempo de vida, existem restrigdes quanto presenca de niveis de
residuos acima do estabelecido pela Legislacdo Brasileira de Residuos de
Pesticidas, ou pela legislagéo do pais de destino.

Além da quest&o relativa as legislagbes de residuos de pesticidas, a laranja deve
ser avaliada quanto a sua composigéo quimica para verificar se ocorreu alguma
alteracdo durante o seu armazenamento. Outro fator diz respeito ao padrdo
organoléptico do consumidor. O europeu, por exemplo, exige para consumo uma
laranja com coloragdo amarela, enquanto o brasileiro consome a fruta madura,
independente da sua cor.



Introdugdo Geral

Os objetivos deste trabalho foram:

1. ldentificar os fungos e respectivas doengas em laranjas durante diferentes
periodos de armazenamento apds tratamentos em pdés-colheita por imersdo e
pulverizagao.

2. Avaliar atributos quimicos e fisico-quimicos da fruta tratada, ou ndo, com
etileno durante os periodos de armazenamento, apés tratamentos em pos-
colheita por pulverizagao.

3. Estudar os efeitos de tratamentos pds-colheita com fungicidas, no controle de
doencgas em laranjas e avaliar os seus niveis residuais.

4. Estudar a persisténcia dos fungicidas imazalil e thiabendazole durante os
periodos de armazenamento de 25 e 28 dias apos tratamentos em pés-colheita
por imersao e pulverizagao, respectivamente.

5. Avaliar os niveis de residuos de imazalil e thiabendazole na casca, na polpa e
no fruto inteiro, apés tratamento pds-colheita por imersdo, em cada etapa de

armazenamento de 0, 7, 14, 21 e 28 dias a 4°C + 2°C / 90% + 5% de umidade
relativa (U.R.)

6. Determinar os niveis de residuos de imazalil e thiabendazole em laranjas
comercializadas na cidade de Campinas.
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Capitulo 1

1. DOENGCAS DE CITRICOS POS-COLHEITA

Inimeros vegetais e frutas sdo transportados do campo onde s&o cultivados até o
local de consumo, podendo levar dias para chegar ao seu destino final. Isto ocorre
principaimente quando o local de produgdo agricola fica distante do centro
consumidor, como geralmente acontece com os produtos destinados a
exportagdo. Durante as etapas de colheita, transporte e armazenamento, o
alimento in natura é susceptivel & perda de qualidade, o que pode inviabilizar sua
comercializagdo e consumo (ECKERT & OGAWA, 1967; ECKERT, 1983;
LIEBERMAN, 1983).

Esta perda de qualidade pode ser atribuida a diferentes fatores. Um deles é o
fisiologico, devido & diminuicdo do teor de agua, a transpiragéo e as condicdes
inadequadas de armazenamento. O segundo € o fator mecéanico, que esta
associado a queda do produto e sua manipulagdo agressiva e, finaimente, o fator
doencas, sejam estas oriundas do cultivo no campo, provocadas por patdgenos
em quiescéncia ou adquiridas no decorrer do periodo de poés-colheita até o
momento do consumo. Os dois primeiros fatores deixam o alimento vulneravel,
contribuindo para o aumento da incidéncia de doengas (PAPADOPOULOU-
MOURKIDOU, 1991).

Conforme conceituado por GAUMANN (1950), doenga é um processo dinamico no
qual hospedeiro e patégeno, em intima relagdo com o meio, se influenciam
mutuamente, do que resultam modificagbes morfoldgicas e fisiologicas.

E enorme o nimero de doengas catalogadas pela literatura, envolvendo a planta
citrica e o seu fruto, em todas as etapas de vida dos mesmos. Entretanto, como
ndo € o enfoque do presente trabalho abranger todo este universo, serdo
abordados apenas as doencas restritas aos frutos citricos, que se manifestam no
periodo de pés-colheita.

As doengas de pos-colheita de frutas citricas podem ser divididas em dois grupos,

segundo CUNAT & CASAS, 1979: doengas cuja infecgdo original ocorreu no
7



Capitulo 1

campo, durante o cultivo da fruta (pré-colheita), e aquelas cuja injuria verifica-se
no momento da colheita ou depois da colheita do fruto (pds-colheita), em
decorréncia das condigées ambientais inadequadas e manipulagdo imprépria da
fruta.

1.1 Infecgdo Pré-Colheita

Estas infeccbes s&o causadas por fungos que atacam o fruto e nele permanecem

de forma quiescente, vindo a se manifestar posteriormente depois da colheita.

Uma destas infecgdes, a podriddo peduncular, ocorre em frutos citricos no campo
onde as condigdes climaticas de umidade, calor e chuva favorecem o ataque dos
fungos Diplodia natalensis e Phomopsi citri, causadores desta doenca. Manifesta-
se no pedunculo do fruto, por isto possui esta denominagéo, e é mais frequente
em arvores velhas, que possuem ramos com extremidade seca. Os fungos
crescem nos frutos em desenvolvimento e sdo levados até o pedinculo do fruto
através da chuva, permanecendo neste local de forma latente e manifestando-se
através da perfuragdo do tecido do pedunculo apds a colheita (SAVASTANO &
FAWCETT, 1929; LOUCKS & HOPKINS, 1946; BROWN & WILSON, 1968).

Um segundo tipo de podriddo é a causada pelo fungo Alternaria spp. Este fungo é
transportado pelo ar e se aloja nas flores e nos frutos em desenvolvimento,
permanecendo de forma quiescente nestes até a sua manifestacéo depois da
colheita. A doenga atinge o eixo central do fruto e penetra na polpa, provocando
podridéo interna sem ser percebida externamente (BROWN & McCORNACK,
1972).

Desenvolvendo-se na superficie do solo Umido, os esporos de vérias espécies de
fungos Phytophtora, através de respingos da chuva ou levados pelo vento,
atingem o fruto provocando a podriddo marrom. Este tipo de injdria atinge todo o
fruto, manifestando-se somente depois de trés e dez dias de incubacdo nas
temperaturas de 25°C e 10°C, respectivamente (WHITESIDE, 1970; FELD et al.,
1979; CHITZANIDIS & LASCARIS, 1981).
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A antracnose é uma doenga causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides. A
infecgéo € consequéncia do ataque do fungo através da casca ou da injaria
durante o crescimento da planta no campo, vindo a manifestar-se apos a colheita
(BROWN, 1975; BROWN & BARMORE, 1977: BARMORE & BROWN 1978).

1.2 Infecgdo Durante e Apés a Colheita

Alguns fungos estéo presentes no meio ambiente e nas superficies dos frutos
aguardando as condicbes favoraveis para sua atuagdo. Uma das situacdes
propicias € o momento da colheita. Se esta colheita n3o for realizada de maneira
criteriosa e se a técnica empregada nio for adequada, a casca do fruto, que
fisiologicamente atua protegendo a polpa, pode sofrer alguma lesdo que ira
favorecer a penetracdo e germinagdo dos esporos do fungo. Esta situagdo
permanece durante todo o periodo de pds-colheita até o momento do consumo do
fruto.

Uma destas infecgbes € conhecida como bolor verde, causada pelo fungo
Penicillium digitatum em regides de clima seco e pouca chuva. Ndo sé no campo,
como também nos locais de estocagem, os fungos podem chegar a superficie das
frutas, conduzidos pela corrente de ar, e ai permanecer de forma latente. A saida
de agua e de nutrientes do local do ferimento fornece o alimento para a
germinacdo dos esporos, provocando a infecgdo no albedo em um periodo de 48
horas a temperatura de 20°C a 25°C. Se a temperatura for controlada e mantida
abaixo de 10°C, esta enfermidade se desenvolve muito lentamente. Em volta da
regido da casca, onde ocorreu a inoculagdo do fungo, surge um mofo verde, razio
pela qual é denominado de podriddo verde (HOPKINS & LOUCKS, 1948). Por um
mecanismo semelhante, porém de forma mais lenta e em temperaturas abaixo de
10°C, o fungo Penicillium italicum penetra pela cuticula intacta e provoca a
formagdo do mofo azul, lesdo conhecida como podriddo azul (BARMORE &
BROWN, 1982).
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A podriddo amarga geralmente afeta o fruto maduro em toda a sua superficie, em
ambientes de alta umidade e temperaturas acima de 15°C. Esta lesdo em pés-
colheita € induzida pelo fungo Geotrichum candidum e causa podriddo mole,

aquosa, com cheiro caracteristico de fermentacdo (BUTLER et al., 1965; BROWN,
1979).

A Tabela 1 apresenta as doencas em pés-colheita e os respectivos fungos
responsaveis por estas injurias juntamente com alguns pesquisadores que os
pesquisaram e identificaram em citros. No rodapé da Tabela 1 sdo citados
também os autores que relataram as descobertas destes fungos.

Tabela 1. Doengas em pés-colheita de frutas citricas.

Doencas Fungos Referéncias
Infecg@o oriunda do campo (quiescente)

Podriddo Peduncular

(Podricio preta) Alternaria citri ’ SCHIFFMANN-NADEL et al., 1981
Podridao Peduncular Diplodia natalensis BROWN & WILSON, 1968
Podridao Peduncular Phomopsis citri ° BROWN & WILSON, 1968

Podriddo Marrom Phytophtora citrophthora > OXENHAM & STONE, 1969
Podriddo Marrom Phytophtora parasitica OXENHAM & STONE, 1969
Antracnose Colletotrichum gloeosporioides * BROWN, 1975
Infecg@o oriunda na colheita e em Pos-colheita
Podridao verde Penicillium digitatum ° BARMORE & BROWN, 1982
Podridao azul Penicillium italicum ® BARMORE & BROWN, 1982
Podridio amarga Geotrichum candidum ’ BROWN, 1979
1-PIERCE, N. B. Bot. Gaz,, 33: 234, 1902, 2 — Phytopathology, 2: 108-113, 1912.(TUSET, 1987)
3 -LEONIAN, L H. Amer. J. Bot., 12: 444, 1925, 4 — Fungi Agrum_, 2: 6, 1882 (TUSET, 1987)

5 - SACCARDO, P. A. Mycotheca Italiana, n. 986, 1881. 6 — WEHMER, C. Hedwigia, 33: 211-214, 1894.
7 -LINK, J.H.F. Magaz. Naturf. Fr. Berlin. lll, p. 17, 1808.

2. TRATAMENTO POS-COLHEITA DE CITRICOS

As frutas e vegetais devem ser cultivados com cuidados adequados durante o seu
crescimento no campo. Além da necessidade de se realizar uma adubagéo correta

€ uma irrigacéo apropriada para o desenvolvimento sadio de uma planta, o
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produtor deve ficar atento ao ataque de pragas e de doengas que possam
comprometer ou inviabilizar a produg&o agricola. O emprego de agrotoxicos é uma
das tecnologias utilizadas contra o ataque destas pragas e um meio de neutralizar
as doencas. Usando este recurso o produtor pode garantir uma fruta de aspecto
agradavel e de boa qualidade no momento da colheita.

Entretanto, nem sempre o padréo de qualidade das frutas no momento da colheita
€ mantido até a ocasido do consumo. Adversidades vinculadas ao transporte do
alimento até seu destino podem contribuir para provocar a sua depreciagdo ou
inviabilizar a fruta para consumo. Em 1969, SMOOT relatou que ocorreu 20% de
deterioragdo em citros quando os mesmos eram armazenados a 21°C sem
nenhum tratamento em pds-colheita. Para evitar estas perdas, garantir a qualidade
Ou assegurar uma depreciacdo minima da fruta, utiliza-se a tecnologia pés-
colheita através de tratamentos fisicos ou quimicos.

Nos tratamentos fisicos as frutas em pds-colheita sdo submetidas ao calor, a
radiagdo ou ao armazenamento e transporte de frutos a baixas temperaturas
(FEICHTENBERGER et al., 1997). Agdo fungistitica tem sido demonstrada
quando amostras s&o submetidas a tratamentos térmicos com caldas a altas
temperaturas, associados ou ndo com tratamentos quimicos (SMOOT & MELVIN,
1964; HARDING & SAVAGE, 1964; ECKERT & SOMMER; 1967, HOUCK, 1967,
WILLIEMS et al., 1994; SMILANICK et al., 1995). Verifica-se também o mesmo
combate antifingico quando as frutas sdo expostas & aplicacdo de vérios tipos de
radiagbes como, por exemplo, a gama e o ultra-som (BERAHA et al., 1959;
DENNISON & AHMED, 1966; DHARKAR, 1964; SPALDING & REEDER, 1985
STEVENS et al., 1996).

Nos tratamentos quimicos s&o utilizadas substancias quimicas conhecidas como
fungicidas. Os objetivos da tecnologia em pés-colheita com fungicidas sdo reduzir
0 maximo possivel o nimero de patgenos presentes na superficie do fruto,
eliminar as infecgdes latentes oriundas do campo, bloquear a esporulagdo dos
fungos e evitar a dispersdo dos esporos para outras frutas durante o periodo
compreendido entre a colheita e o consumo.

11
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As técnicas utilizadas em pés-colheita para aplicagdo de fungicidas s&o: 1)
“drencher”; 2) aerosol; 3) ceras ou resinas; 4) fumigacdo; 5) envolvimento com
papel ou plastico impregnados; 6) imersao; 7) pulverizacao.

2.1 “Drencher”

Na técnica conhecida como “drencher”, as frutas sdo submetidas & aplicacdo dos
fungicidas acondicionadas em engradados de madeiras, ou em outros recipientes,
na entrada do local de armazenamento. Neste caso, as frutas ndo recebem
nenhuma lavagem prévia. Recomendam-se cuidados especiais durante este
tratamento porque porgdes de terra, barro, galhos, folhas ou quaisquer sujeiras
advindas da colheita podem alterar a formulag@o da calda. Esta técnica € indicada
quando as frutas s&o submetidas previamente ao desverdecimento ou quando sdo
guardadas provisoriamente em frigorificos antes de serem armazenadas em
camaras adequadas. Desta forma, o tratamento bloqueia ou retarda o crescimento
dos fungos latentes (BROWN et al., 1988; BROWN & CRAIG, 1989).

2.2 Aerosol

Neste tratamento, as frutas sdo acondicionadas em camaras de armazenamento,
onde ocorre a aplicagc&o do fungicida em forma de aerosol. O fungicida no estado
liquido & dispersado em forma de particulas muito finas, conduzida pelo ar no
interior da camara, formando uma névoa que envolve todo o fruto e inclusive se
deposita nas paredes e no chdo da camara. Quando o ar quente conduz estas
particulas o tratamento € denominado de termonebulizagdo (TUSET, 1987).

2.3 Ceras ou Resinas

Os fungicidas podem ser aplicados em formulagdes contendo ceras ou resinas.
Existem dois tipos de formulagbes: suspenséo do fungicida em uma emulsio de
cera em agua (CA) e outra formulagdo em que o fungicida é dissolvido com cera
ou resina soluvel em um hidrocarboneto (CD). Estas duas formulaces sdo
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utilizadas quando se submete a fruta a imers&o ou pulverizagdo (HARDING, 1967;
COHEN et al., 1986; BROWN et al., 1983).

2.4 Fumigacgao

A aplicagdo do fungicida na forma de gas, no interior de uma camara de
armazenamento, € conhecida como fumigacdo. Os fungicidas s&o formulados e
comercializados em forma de pastihas que deflagram o gas através do
mecanismo de autocombustdo. Esta forma de aplicacdo foi muito utilizada na
década de setenta com os fungicidas thiabendazole, imazalil, vinclozolin e outros
(KATCHANSKY, 1973).

O resultado obtido com esta técnica nem sempre logrou éxito. Algumas situacdes
pontuais apresentaram resultados satisfatérios, porém em caso de
armazenamento por um periodo longo outras formas de aplicagdo sdo mais
eficientes (TUSET, 1987).

2.5 Envolvimento com Papel ou Plastico Impregnados

A técnica de impregnar papel ou plastico com fungicidas volateis foi muito
empregada em citros na década de 60 (TUSET, 1987).

No inicio foi utilizado o fungicida difenil, porém os fungos foram adquirindo
resisténcia e com o passar do tempo foi necessério aumentar as doses para
atingir o objetivo de neutralizar os microrganismos. Outra limitagdo desta técnica é
a alteragdo do sabor das frutas, em fungdo das mesmas ficarem durante certo
periodo confinadas nos envoltérios de papel ou em embalagem de plastico
(TUSET, 1987). Nas décadas de 70 e 80 foi utilizado com sucesso o envolvimento
de frutas em filmes de polietileno de alta (HDPE) e baixa (LOPE) densidades e de
cloreto de polivinil (PVC), para a reducdo da perda de peso das frutas e
diminuicdo da incidéncia de doencas (GUTTER, 1969; BEN-YEHOSHUA et al,
1981).
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2.6 Imersao

A imerséo € uma técnica de pds-colheita cujo procedimento consiste em
submergir a fruta durante determinado periodo (geralmente de 1 a 3 minutos) em
um reservatorio com calda formulada com suspenséo do fungicida. Esta técnica é
o procedimento mais antigo utilizado na tecnologia de pés-oqlheita (LAFUENTE et
al., 1984).

Nos reservatérios onde s&o preparadas as caldas dos fungicidas as amostras sdo
submersas manualmente ou através de um sistema automatico com esteira, por
onde as frutas sdo transportadas. As caldas preparadas para o tratamento devem
ter grande volume de suspensdo de fungicidas e um dos cuidados especiais é
manter a calda sob constante agitagdo, uma vez que a maioria dos fungicidas é
insolGvel em agua. E recomendéavel fazer uma pré-lavagem das frutas antes da
imersé@o, com a finalidade de eliminar as sujidades gue acompanharam as
amostras durante a colheita. Sem estas sujidades, o tratamento das frutas por
imers&o é mais eficiente. Este tratamento é considerado como a melhor técnica da
tecnologia de pés-colheita. Todos os sitios onde possam existir esporos de fungos
estarao em contato com o fungicida, resultando em um tratamento mais eficaz no
combate a doengas (TUSET, 1987).

2.7 Pulverizagao

A pulverizagdo consiste na aplicagdo do fungicida na forma de chuva fina,
semelhante ao procedimento utilizado na aplicagdo no campo. O sistema
automatizado é formado por um reservatério com o fungicida em suspensao,
agitado ininterruptamente durante o processo. Um bomba de recalgue é colocada
interceptando uma tubulagéo, com uma extremidade imersa no reservatério e a
outra extremidade colocada de forma perpendicular a passagem das frutas por
uma esteira conduzida automaticamente. Na parte inferior da tubulac&o, acima da
passagem dos frutos, ha furos por onde a suspenséo do fungicida é pulverizada
na forma de chuva.
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A pulverizag&o pode ser realizada com descarte da calda ap0s primeiro tratamento
Ou com reutilizagdo da mesma através de um sistema automatico que retorna a
suspenséo do fungicida para o reservatério inicial (BROWN et al., 1983).

3 ARMAZENAMENTO DE LARANJAS EM ATMOSFERA DE ETILENO

Alguns consumidores, principalmente os europeus, exigem que a laranja tenha
coloragdo amarela, ao contrario do consumidor brasileiro, que consome a laranja
com coloragdo verde. Para o europeu, o amadurecimento da laranja esta
associado com a coloragéo amarela da casca. Assim, do ponto de vista comercial
e importante que a fruta exportada para a Europa atenda ao padr&o organoléptico
de exigéncia do pais importador (TING & ROUSEFF, 1986).

A tecnologia de obtencéo de uma laranja amarela a partir da fruta com cor verde
teve inicio em 1910, através de COUSINS. Este pesquisador verificou o
amadurecimento de bananas em consequéncia de emanagbes gasosas
provenientes de frutos de outras espécies. Somente anos mais tarde, GANE,
1934, demonstrou ser o etileno a substancia responsavel por este efeito de
maturagao.

Ainda neste estagio inicial de desenvolvimento da tecnologia em pés-colheita,
KIDD & WEST, em 1924, descobriram que a macé e outras frutas apresentavam
aumento da taxa de respiracdo depois da colheita, inclusive produzindo o gas
etileno, até atingir um apice que correspondia ao amadurecimento comercial. A
partir desta observagdo estes autores denominaram as frutas com este
comportamento de climatéricas, ou seja, frutas que amadurecem ligadas a planta
e que podem, dependendo da época de colheita, sofrer o processo de
amadurecimento fora da planta. Qutras frutas que s6 amadurecem ligadas a
planta, sofrendo interrupgdo do amadurecimento apds a colheita, sdo classificadas
como nao-climatéricas.

No primeiro experimento com o etileno, realizado por KIDD & WEST (1933), foi
demonstrada a sua eficacia no amadurecimento de frutas. InGmeros sdo os
15
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trabalhos em que frutas climatéricas como banana, manga, magéd € mamao sao
colhidas sem ter atingido o estagio de maturagdo, sendo entdo submetidas ao
armazenamento em atmosfera de etileno com a finalidade de concluir ou acelerar
o seu amadurecimento (BURG, 1962; BURG & BURG, 1962; BURG & BURG,
1965; MATTOO & MODI, 1969; PRATT & GOESCHL, 1969; REID et al., 1973;
SFAKIOTASKIS & DILLEY, 1973; FUCHS et al,, 1975, THOMAS & JANAVE,
1992).

O etileno (CzHs) € considerado um hormoénio de maturagédo e envelhecimento de
vegetais. Nao so é utilizado para esta finalidade, como também para provocar a
degradacd@o da clorofila, eliminando a cor verde das frutas e promovendo o
aparecimento dos carotendides (BRAVER, 1949; YOUNG & JAHN, 1972).

Um dos primeiros trabalhos utilizando o gas etileno para desverdecimento da
casca de frutas citricas foi realizado por FULTON et al. (1929). Estes
pesquisadores avaliaram amostras armazenadas sem e com etileno e
constataram que estas ultimas apresentavam coloragdo amarelada ao final do
ensaio. Em 1933, WINSTON concluiu que durante armazenamento de laranjas em
atmosfera de etileno este gas proporcionava o desverdecimento artificial da casca
da fruta. A partir desta constatagéo outros autores realizaram pesquisas com este
gas, em diferentes variedades de citros, principalmente com a finalidade de
obterem frutas com melhor aparéncia e mais atrativas (Tabela 2).

Tabela 2. Variedades de laranjas submetidas ao desverdecimento.

Variedade Espécie Referéncia

Laranja ‘Ruby’
Laranja ‘Tarocco’
Laranja ‘Sanguinelio’

Laranja ‘Valencia’
Laranja ‘Hamlin’

Laranja Trovita’
Laranja ‘Navel’

Citrus sinensis (L.) Osbeck
Citrus sinensis (L.) Osbeck
Citrus sinensis (L.) Osbeck

Citrus sinensis (L.) Osbeck
Citrus sinensis (L.) Osbeck

Citrus sinensis (L.) Osbeck
Citrus sinensis (L.) Osbeck

AHARONI & HOUCK, 1982
AHARONI & HOUCK, 1982
AHARONI & HOUCK, 1982
KITAGAWA et al., 1978
EL-ZEFTAWI, 1973
McCORNACK, 1971
McCORNACK, 1971
KITAGAWA et al., 1978
KITAGAWA et al., 1978
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4, POS-COLHEITA COM FUNGICIDAS

Os primeiros tratamentos quimicos com fungicidas empregados para controlar a
deterioragéo de frutas citricas foram realizados por FULTON & BOWMAN, 1924, e
BARGER, 1928, com as solugdes alcalinas de tetraborato de sddio (borax) e
bicarbonato de sédio, respectivamente. Ainda no inicio dos estudos com estas
substancias, outros pesquisadores avaliaram a eficiéncia das mesmas no controle
de podridéo de citros (BARGER & HAWKINS, 1925: DOIDGE, 1929). Nestas
primeiras pesquisas, realizadas com laranjas, solugGes com concentracdes de 6 a
8% de borax foram suficientes para controlar os fungos Penicillium e a podridao
peduncular causada pelos fungos Diplodia natalensis e Phomopsis citri. A partir
da descoberta destes pesquisadores, foram desenvolvidos varios fungicidas para
uso no tratamento em pds-colheita de citricos (Tabela 3).

Tabela 3. Fungicidas aplicados em pés-colheita em citricos.

FUNGICIDA FORMULA MOLECULAR REFERENCIAS
Borax CgH1904B, FULTON & BOWMAN, 1924

Bicarbonato de sodio NaHCO, BARGER, 1928
Difenil CioHig TOMKINS, 1934; TOMKINS, 1935

Orto- Fenilfenol (OPP) C12H100 TOMKINS, 1936

Tiuréia, Quinosol, Tiocetamida, 2-

CH4N,S, CygH 140N .

CHILDS & SIEGLER, 1946

Aminotiazol H280,, C;HsN,S, C3HLNLS
24-D CgH704Cl, STEWART, 1949
Amonia NH; ROISTACHER et al., 1955
Carbonato de Amoénia N-HsCO5 KLOTZ, 1957
Nitrogénio Tricloreto NCI; KLOTZ, 1957
Dicloroetileno C,H4Cl, BERRY, 1958
Dicloroisocianurato C30;ClIbNa ECKERT et al., 1960
Eteno-1.2 Dib"gg‘.’rég)'z'z Tetmrioro C.CleBr ECKERT & KOLBEZEN, 1963
2-AB C4HyN HAYWARD et al., 1967
Guazatine CioH24Ns . C:HLO YAMADA, 1976
Tiofanato de metila C1oH140-8, YAMADA, 1976
Sec- Butilamida CsH4N GUTTER, 1977
Sorbato de Potassio CeH7O:K SMOOT & McCONARCK, 1978
Fenpropimorph CooH34ON GUTTER, 1981
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O thiabendazole (a partir da descoberta de suas propriedades antifungicas por
CRIVELLI, em 1966) e o imazalil (sete anos mais tarde, introduzido por LAVILLE,
1973) téem sido empregados na tecnologia de pés-colheita para combater fungos
em diferentes variedades de citros, através de diferentes técnicas de aplicagao
(HOLMES & ECKERT, 1992; ECKERT, 1995).

BROWN & DEZMAN (1990), estudaram o efeito do imazalil no combate ao fungo
Penicillium digitatum; BARMORE & BROWN (1982), pesquisaram a contaminagéo
de frutas citricas pelos fungos P. digitatum e P. italicum durante o contato entre
elas; DIAZ-BORRAS et al, 1987, KURAMOTO (1976), HARDING (1976),
avaliaram a resisténcia de P. digitatum e P. italicum a aplicagéo de thiabendazole.

Outros fungos que atacam os citros em pés-colheita como o Phomopsis e o
Diplodia, causadores da podriddo peduncular e o Geotrichum candidum,
responsavel pela podridao amarga, foram pesquisados por vérios autores quanto
a resisténcia aos fungicidas thiabendazole e imazalil (BURGER & DAVIS, 1982;
McCORNACK & BROWN, 1977; BROWN, 1981; BROWN, 1984; SCHACHNAI &
BARASH, 1982).

4.1 Thiabendazole
O thiabendazole (Figura 1), também conhecido como TBZ, de nomenclatura

IUPAC 2-(Thiazol-4-il) benzimidazole, foi introduzido pela Merck & Co. Inc. em
1962 como um antielmintico para uso em seres humanos e animais.

Thiabendazole (Massa Molar 201,2)

Figura 1. Estrutura molecular do thiabendazole

18



Capitulo 1

A sua propriedade antifingica para uso na agricultura foi reconhecida somente
em 1968, sendo langado no mercado com o ndmero de codigo de MK-360 e com
0s nomes comerciais de “Mertect”, “Tecto” e “Storite” (WORTHING, 1979).

4.1.1 Sintese e Propriedades

A molécula do thiabendazole foi sintetizada através da condensacdo do &cido
polifosférico de tiazol-4-carboximida com o-fenilenediamina. E um pd colorido,
com ponto de fuséo entre 304-305°C, ndo volatil & temperatura ambiente, que
sublima quando aquecido a 310°C. Na temperatura de 25°C é sollvel a pH=2
(10g/l de agua), pH=12 (>50mg/l de agua), 4,2g/l de acetona, 2,19/l de acetato de
etila, 9,3g/l de metanol. E estavel a hidrélise, luz e calor nas Condigds Normais de
Temperatura e Pressdo (CNTP) (BROWN et al., 1961; GRENDA, 1965).

O thiabendazole é pouco solivel em agua em meio neutro: porém, em meio
fortemente acido (pH<3) e fortemente basico (pH>14) apresenta alta solubilidade.
Devido & natureza anfétera dos &tomos de nitrogénio do nucleo imidazol, o
thiabendazole a pH=3 comporta-se como um cétion e a pH=14 como um anion
(Figura 2). Como no tratamento em pds-colheita utiliza-se agua neutra, o
thiabendazole permanece em suspensédo, sendo necessario manter a calda em
constante agitagdo para assegurar uma distribuicdo uniforme deste fungicida
(CUNAT & CASAS, 1979).

_J,

/
\

o e g .

(Meio Acido) (Neutro) (meio Basico)

Figura 2. Carater anfétero do thiabendazole em meio neutro, acido e basico.
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4.1.2 Aspectos Toxicolégicos

Muitos ensaios toxicolégicos e farmacolégicos foram realizados em varias
espécies de animais como cachorro, porco, camundongo, coelho, galinha, cavalo
e peru, quando foram descobertas as propriedades antielmintica e antifingica do
thiabendazole (BROWN et al., 1961; CUCKLER, 1961; REINECKE & ROSSITER,
1962, LEIPER & CROWLEY, 1963, ROBERTS & BENTINCK-SMITH, 1964,
ISWARIAH & RAQO, 1964; ROBINSON et al., 1965).

A administracéo de thiabendazole em ovelha como um antielmintico resultou em
baixos niveis deste fungicida no figado do animal. Comprovou-se também que os
residuos foram eliminados pela urina depois de trés dias de aplicagdo. Foram
administradas doses terapéuticas em animais lactentes e as analises do leite apos
24 horas acusaram a presenc¢a de thiabendazole. Em funcdo deste resultado,
recomenda-se n&o utilizar para consumo humano o leite de animais submetidos a
tratamentos com thiabendazole para controle de helminticos (VETTORAZZI,
1977).

Estudos de metabolismo de thiabendazole em camundongo, cachorro, ovelhas e
gatos indicaram rapida absor¢ao deste fungicida pelo trato gastrointestinal destes
animais e excregdo através da urina e fezes no periodo de trés a oito dias.
Estudos realizados no leite de vaca constataram 0,1% da concentracdo de
thiabendazole administrado oralmente neste animal (VETTORAZZI, 1977).

Estudos de curta duracdo em camundongo, ovelha, porco e galinha, através de
administracdo oral ou incorporando doses de thiabendazole & dieta destes
animais, por um periodo de quatro a 50 semanas, resultaram em diminuigdo do
timus, deplecdo da glandula tiredide e involugdo do rim (VETTORAZZI, 1977).

Apo6s administracao de thiabendazole por dois anos na dieta de camundongos, a
glandula tiredide destes animais apresentou endurecimento (VETTORAZZI, 1977).
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Testes de toxicidade oral aguda realizados em macacos, camundongos e coelhos

indicaram LDso de 3,6g/kg, 3,1g/kg e >3,8g/kg, respectivamente (ROBINSON et
al., 1965).

Estudos visando obter a dose sem efeito observavel (NOAEL) demonstraram que
para macacos esta dose foi de 30mg/kg peso corpéreo/dia, para camundongos
10mg/kg peso corpéreo/dia, e para cachorro 20mg/kg peso corpéreo/dia. Com
base nestes valores, foi estabelecida uma Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) de
0,05mg/kg peso corpéreo/dia (FAO/MWHO, 1971).

Na reuniao de 1977, a IDA estabelecida pelo JMPR (Joint Meeting on Pesticide
Residue) foi aumentada para 0,3mg/kg peso corpéreo/dia e, em 1992, novamente
reduzida para 0,1mg/kg de peso corporeo/dia, valor este que se mantem
inalterado até o presente (FAO/WHO, 1998).

4.1.3 Registro do Thiabendazole na Agricultura

A descoberta de que o thiabendazole poderia ser utilizado na agricultura no
combate a fungos ocorreu em 1966. Entretanto, somente em 1971 foi estabelecida
pelo CODEX sua regulamentacdo de uso para esta finalidade (CRIVELLI, 1966;
FAO/WHO, 1998).

O thiabendazole € um fungicida sistémico indicado para uso em diversas culturas
no campo e em culturas como citros em pés-colheita. A tolerancia para a cultura
de citros em pés-colheita foi estabelecida em 10mg/kg pelo CODEX, nos EUA,
Australia, Canada e Jap&o e em 6mg/kg na Franga, Alemanha, Espanha, Suica e
Italia (NAGY & WARDOWSKI, 1981).

No Brasil, o thiabendazole foi registrado em 1990 para uso no campo e em pds-
colheita em diversas culturas. A tolerancia para uso em citros em pés-colheita é de
10mg/kg na fruta inteira, ndo havendo registro para a polpa ou para a casca. A
concentrac@o prevista da suspensdo de thiabendazole na calda é de 100g i.a
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(ingrediente ativo)/100L, podendo ser utilizado através das diversas técnicas de
pos-colheita (BRASIL, 1990; BRASIL, 1990a).

4.1.4 O Emprego de Thiabendazole em Pés-Colheita

O tratamento em pés-colheita, utilizado para manter a qualidade do fruto desde a
colheita até o consumo, esta associado com a aplicagéo de fungicidas, eliminagio
ou blogueio da acdo dos fungos e, conseqiientemente, acdo profilatica de
combate a doengas.

Antes da década de 60, o procedimento usual de tratar as frutas citricas consistia
em lava-las em solugdo quente (43°C) com fungicidas ou passar a fruta em papel
impregnado com bifenil. Os primeiros fungicidas utilizados foram o borax (borato
de sddio), carbonato de sodio e o-fenilfenato de sédio, porém, estes fungicidas
ndo penetravam na superficie da fruta com eficacia. Somente a partir da década
de 60, quando da descoberta de fungicidas alternativos, como os benzimidazoles,
o thiabendazole foi incluido no grupo de substancias com potencial para ser
administrado em pés-colheita (ECKERT & OGAWA, 1985). Vérias pesquisas
foram ent&o realizadas com o thiabendazole apds a descoberta das suas
propriedades antifungicas e de sua eficacia em combater fungos em pés-colheita.

Segundo SEBERRY & BALDWIN, 1968, os pioneiros no emprego do
thiabendazole na agricultura foram STARON, ALLARD e GUG, no ano de 1964.
Dois anos mais tarde, em 1966, CRIVELLI relatou que o fungo Penicillium,
responsavel pela podriddo em laranjas, era inibido apds administracéo de
thiabendazole.

A partir destes estudos iniciais de uso do thiabendazole na agricultura, muitos
autores pesquisaram a eficiéncia deste fungicida apds inocular os fungos nas
amostras de citros. Um destas pesquisas foi realizada por HARDING, em 1968,
apés inocular esporos de Penicillium digitatum em laranjas. Este pesquisador
concluiu que n&o havia diferenca entre os resultados obtidos aplicando benomil ou
thiabendazole no combate a este fungo.
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Contrariando este resultado, GUTTER (1969), comparando a eficiéncia de
thiabendazole com a de imazalil e benomil, aplicados em pés-colheita em laranjas
‘Shamouti’ e ‘Valencia’ para combater Penicillium spp., obteve melhor resultado
com o fungicida benomil. Outros estudos também confirmaram esta observacdo
(SMOOT & MELVIN, 1969; McCORNACK & BROWN, 1969; GUTTER, 1970;
LAVILLE, 1971).

Também neste periodo inicial outros trabalhos relataram a eficiéncia do
thiabendazole no combate de fungos inoculados naturalmente em laranjas.
VANDERWEYEN & TROGOFF, 1969, trataram laranjas de variedade Valencia por
imers&o durante quatro minutos com diferentes fungicidas, entre eles o TBZ. Apds
cinco dias a 19°C, as frutas foram inoculadas com esporos de P. digitatum. Depois
de sete dias as frutas foram examinadas, sendo confirmada a eficiéncia do
tratamento.

VANDERWEYEN & TROGOFF, 1969a, relataram a eficacia de alguns fungicidas,
inclusive do thiabendazole 0,5%, contra a podridao verde. As frutas foram
inoculadas com os fungos um dia antes ou cinco dias apos tratamento em pés-
colheita com os fungicidas. O benomil foi superior a todos os outros fungicidas
com efeito curativo de 72-79% e efeito preventivo de 83-87%. Os fungicidas foram
eficientes contra os fungos Penicillium, porém nao controlaram outros fungos
como o Rhizopus sp.

CUILLE & BUR-REVAULT (1969) verificaram que o thiabendazole formulado junto
com a cera ou resina era eficiente em prevenir, durante o transporte e
armazenamento, os danos provocados por fungos inoculados artificiaimente em

laranjas.

Ainda nos anos iniciais das pesquisas com thiabendazole, ANON, 1970 submeteu

laranjas de variedades ‘Hamlin’, ‘Pineapple’ e ‘Valencia’ a aplicagdo com este

fungicida, com o objetivo de combater os fungos Penicillium digitatum e Diplodia

natalensis, responsaveis pela podriddo verde e podriddo peduncular,
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respectivamente. As duas primeiras variedades apresentaram perdas de 20% e a
variedade ‘Valencia’ apresentou 15% de incidéncia de doencas quando n&o
tratadas com thiabendazole. Apenas 5% de deterioragdo foi observada nestas
variedades quando tratadas por imersdo com 0,1% de thiabendazole ao final de
trés semanas de armazenamento a 70°F.

Avaliando os efeitos curativos e preventivos do benomil, tiofanato metilico e
thiabendazole contra o mofo verde e azul em frutas citricas, KLOTZ & HARDING,
1970, VANDERWEYEN et al, 1971 e TRIGUI, 1969, constataram a eficiéncia
destes fungicidas no combate de Penicillium spp.

Além destas pesquisas, muitos outros estudos foram realizados avaliando a
eficacia de diferentes formas de tratamento no combate aos fungos que atacam os
citros em pds-colheita.

As formulages do thiabendazole e outros fungicidas aplicados em suspensédo
com agua, incorporados ou ndo a cera ou resina, foram estudados por varios
autores com o objetivo de avaliar a eficiéncia no controle dos fungos P. italicum, P.
digitatum, Diplodia natalensis, Phomopsis citri, Alternaria citri, em diferentes
veriedades de laranjas como ‘Baladi’, ‘Mandarin’, ‘Toranja’, ‘Valencia’, ‘Washington
navel, ‘Vera’, ‘Hamlin’, ‘Pineapple’, ‘Temple’. A eficacia no controle destes
patégenos nestas variedades foi obtida em alguns experimentos com o
thiabendazole formulado apenas com &gua e em outros ensaios com este
fungicida incorporado a cera ou a resina, apés armazenamento das frutas em
diferentes condicdes de temperatura e umidade (GUTTER, 1970a; SMOOT &
MELVIN, 1970; SMOOT & MELVIN, 1970a; DALAL et al., 1971: PELSER, 1972;
PELSER, 1973; ISSHAK et al., 1973; SUBRASMANIAN et al., 1973; PELSER,
1974; GUTTER et al., 1974; RISK & ISSAK, 1974; REIG et al., 1979: EL-REFAI &
MAHMOUD, 1982; EL-REFAI et al, 1982; BOWN, 1983: BROWN, 1984; EL-
TOBSHY et al., 1984a).

O thiabendazole associado com outros fungicidas no tratamento em pos-colheita
de citros apresentou, em algumas pesquisas, mais eficiéncia no combate a
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doencas do que quando aplicado sozinho, evidenciando o efeito sinérgico destas
formulacdes em neutralizar a inoculagdo dos fungos (REIG et al., 1979;
KITAGAWA & TANI, 1984; DIAS-BORRAS et al., 1988).

O modo de aplicagdo dos fungicidas no tratamento em pés-colheita, a sequéncia
deste tratamento antes e apés a inoculagao artificial ou natural dos patégenos e as
diferentes condicdes de armazenamento, nos trabalhos realizados por varios
pesquisadores, apresentaram diferentes influéncias nos resultados de eficacia em
relagdo ao combate das doengas de frutas citricas (COLL & LEAL, 1970; PELSER,
1973a; RIPPON & WILD, 1973; SMOOT & MELVIN, 1973; SMOOT & MELVIN,
1973a; ISSHAK et al., 1974; RIPPON, 1974; RIPPON & WILD, 1974; ABD-EL-
LATIEF et al., 1975; SMOOT & MELVIN, 1975; BEZERRA et al., 1976; TUSET et
al., 1977; SMOOT & MCCORNACK, 1978; GUTTER, 1982; SANTANA et al.,
1983; RAO, 1984; EL-TOBSHY et al., 1984a; BROWN, 1985; BROWN & CRAIG,
1989).

Embora algumas pesquisas tenham revelado a eficacia do thiabendazole no
combate aos fungos, varios autores constataram, em diferentes regides
geogréficas, a resisténcia dos patégenos P. italicum e P. digitatum ao tratamento
em pés-colheita com thiabendazole em frutas citricas (HARDING, 1972; HOUCK,
1977; McCORNACK et al., 1977; TONINI, et al., 1977; McDONALD et al., 1979,
DAVE et al., 1980; ECKERT & WILD, 1983; EL-GOORANI et al., 1983; ECKERT &
OGAWA, 1985; JIMENEZ-CUESTA et al., 1985).

4.1.5 Métodos para Determinagdo de Thiabendazole

O tratamento em pds-colheita em laranjas com fungicidas é imprescindivel porque
garante menor incidéncia de doengas nas frutas, assegura a qualidade das
mesmas e evita prejuizos econdmicos ao produtor. Entretanto, os residuos
remanescentes nas frutas devem ser quantificados para esclarecer se o produto
encontra-se préprio para consumo em relagdo as legislagbes de residuos de
pesticidas do pais onde a fruta sera consumida.
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Existem varios métodos para quantificagéo de thiabendazole em laranjas. Alguns
estao estabelecidos com base na caracteristica fluorescente do thiabendazole,
outros usam espectrofotometria, polarografia de pulso (Tabela 4), cromatografia
gasosa (Tabela 5) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (Tabela 6).

O primeiro método de quantificagdo de thiabendazole em laranja foi desenvolvido
pela Merck and Co. (PAM, 1969) utilizando cromatografia em camada delgada. O
thiabendazole foi extraido com acetato de etila, lavado com 0,1mol/L de NaOH e
agua, particionado para 0,1mol/L HCI e quantificado por fluorescéncia a 360 nm
com excitagdo em 302 nm.

Tabela 4 . Métodos de quantificacdo de thiabendazole.

QUANTIFICAGCAO ME]'ODOLOGINOBSERVACOES REFERENCIA
. Extrato diclorometano/ 0,1mol/L HCI.
Espectrofotometia Reagao com FeNHy(SOx)z. A=605nm KROELLER, 1671
Espectrofiuorimetria Exfragdo: acetato de efila. Eluicdo: metanolHCI NORMAN et al.,
(0,1mol/L) (99:1 vv). Aex.=3020M Aem.= 355nm 1972a

Espectrofotometria Extrag&o cloroformio/ Acido/ Basico A= 302nm RAJZMAN, 1974

Polarografia e ) : SMOLA &
(Pulso diferencial) Extragéo/Limpeza: acetato de etila/ NaOH extracao/ HCI SONTAG, 1985

No ano seguinte, MESTRES et al, 1970, desenvolveram um método de
quantificacdo de thiabendazole em laranja por espectrofotometria. Neste método a
fruta inteira foi homogeneizada com hidréxido de amodnio e em seguida o
thiabendazole foi extraido com acetato de etila. A limpeza do extrato foi realizada
da mesma forma que o método da Merck & Co. e a absorbancia do extrato foi
medida em 304 nm.
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Tabela 5. Métodos de quantificagdo de thiabendazole por cromatografia gasosa.

DETECTOR ~ EXTRAGAO METODOLOGIA/OBSERVAGOES REFERENCIA
Acetato de
. Efila/Tampdo Coluna empacotada 10% DC-200.
Iongwaaﬁ d¢ 0 4moll NaCaHs  Derivatizagio com dimefitormamida 'V o fg*;gJ'MOTO.
3,4mol/L NaCl dimetil acetaldeido.
(3:1 viv)
Captura de Coluna empacotada 5% OV-101.
elblrons Acetato de Etila Derivatizagdo com cloreto de NOSE et al., 1977
pentafluorbenzil.
Captura de Coluna empacotada 3% OV-17.
alMrons Actetato de Efla  Derivatizagao com PFB-Br (brometo de  TJAN & JANSEN, 1979
pentafiuorbenzil).

Coluna empacotada 10% FFAP

lonizagao e p cetaty e Etia ISSHIKI et al., 1980a

cnama (polietileno glicol)
Fotometria Y Coluna empacotada 10% OV-351
de chama Diclorometano ISSHIKI et al., 1981

(polietileno glicol)

Nitrogénio Hexano/Actetato  Coluna capilar fase ligada SE-54 LAFUENTE et al., 1987

fosforo  de Etila (90:10 v/v) (metil fenil siloxano)

Nitrogénio Meio Basico Coluna Capilar DB-5 (metil fenil

Fésforo (NaOH) (pH=8-9) OISHI et al., 1994

siloxano)

Nitrogénio ~ Hexano/Actetato  Coluna Capilar DB-5 (metil fenil

fosforo  de Etila (50:50 viv) SCHIRRA et al,, 1998

siloxano)
Termoidnico  Hexano/Actetato Coluna Capilar DB-5 (metil fenil NAVICKIENE &
especifico  de Etila (50:50 viv) siloxano) RIBEIRO, 1999

HAYWARD & MCCORNACK, 1971, propuseram um método de quantificacao de
thiabendazole por colorimetria, medindo a absorbancia no comprimento de onda
de 605 nm em espectrofotdmetro. A metodologia envolveu trés etapas: extragao
de thiabendazole da fruta, limpeza do extrato para eliminag&o dos interferentes e
desenvolvimento da cor para medir a quantidade do fungicida presente. Para
executar estas etapas, os pesquisadores em questdo fizeram uma adaptacdo
simplificando a extragéo e limpeza do método espectrofluorimétrico de DUGGAN
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et al., 1969, e combinando com a modificagéo colorimétrica do método proposto
por SZALKOWSKI & KANORA, 1965 e SZALKOWSKI, 1966.

Tabela 6. Métodos de quantificagdo de thiabendazole por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE).

DETECTOR EXTRAGAO METODOLOGIA/OBSERVACOES REFERENCIA
: Coluna empacotada Hitachi (gel n.3010- MAEDA & TSUJI,
Ulira Violeta  Acetato de Etia metanol) Fase movel: KOH/ metanol A=277nm 1976

Coluna RP-18 (5um). Fase mével: metanol:
Fluorescéncia Metanol 0,28% aménia (60:40 viv). ISSHIKI et al., 1980

Aex. 395nm Aem. 350nm

Coluna RP-18 (7um). Fase mével:
Fluorescéncia  Acetato de Etila metanol:tampao fosfato pH=8 (60:40 viv). Ae..  KITADA et al., 1982
285nm Aem. 350nm

Coluna C-18 (10um). Fase
Ultra Violeta ~ Acetato de Etila movel:metanol:0,16mol/L KH,PO, (1:11viv).  YAMADA et al., 1984

A=298nm
Coluna LC-100 (5um). Fase mével: ion-par/
Fluorescéncia Metanol metanol (65:35 viv) Wﬁ%%liggo
Aex. 305nM Aem. 345nm ;
3g/Na;HPO4/10g Coluna C-18 (5um). Fase Movel:
Fluorescéncia Na;SOs/Acetato de acetonitrila:1% piv HsPOy (58:42 viv). MOTOI-:J;\gr}J-lI etal,
Etila Aex. 2450M Aem. 330nM

Coluna C-8(5um)(octa siloxano). Fase movel

Fluorescéncia  Acetato de Efila  acstonitrila: HsPO4 (0,1mollL) (020 viv). he,  MOTOHASHIetal,

1991

305nM A, 380N, %
Coluna PLRP-S(5um)(poliestireno

Ultra Violeta Acetona divinilbenzeno). Fase mével: metanol/ tampao HIEMSTESQ etal,

fosfato pH=7(70:30 viv). A=280nm.

Coluna de troca catiénica SCX-acido benzeno
sulfonico. Fase Movel: Acetonitrila:tampao
fosfato pH=3,4(25:75 vIV). Aex. 3050M Aer.

380nm

Fluorescéncia  Acetato de Etila ARENAS et al., 1996

SCHIRRA et al. (1996) e SCHIRRA et al. (1998) utilizaram a mesma metodologia
de extracdo de imazalil e thiabendazole empregada por MINELLI et al. (1996).
Estes pesquisadores extrairam estes fungicidas de amostras de citros com a
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mistura de hexano:acetato de etila (1:1 v/iv) e em seguida quantificaram o imazalil
e thiabendazole com detector de nitrogénio fosféro.

4.1.6 Residuos de Thiabendazole em Citricos

Apos descoberta por CRIVELLI, em 1966, da eficicia do thiabendazole em
combater em pés-colheita os fungos Penicillium em laranjas, muitos
pesquisadores utilizaram este fungicida em diferentes formulagées, visando
neutralizar ou eliminar estes fungos. Outras pesquisas também foram realizadas
para avaliar se sua eficiéncia era mais abrangente, no sentido de suprimir os
esporos de outros fungos causadores de injurias em pés-colheita, como o
Dipiodia, o Phomopsis, o Alternaria e o Geotrichum.

Um dos pioneiros em pesquisa com thiabendazole em laranjas foram
ROSENBLUM & MERIWETHER, 1970, do Laboratério de Radiatividade, Merck
Sharp & Dolme Research, Rahway, New Jersey, EUA. Estes pesquisadores
determinaram a persisténcia de thiabendazole na casca e polpa de laranjas, pelo
meétodo de indicador de radiatividade. As laranjas foram tratadas em pos-colheita
imers@o com thiabendazole (0,1%) em suspens&o aquosa e armazenadas durante
0 periodo de 4 semanas. A casca inteira reteve em média 46mg/kg de
thiabendazole, enquanto a parte interna da casca apresentou de 8 a 21% deste
nivel, sugerindo pouca difusdo deste fungicida para esta secgdo. A parte
comestivel das laranjas ficou livre de thiabendazole e os niveis deste fungicida

permaneceram os mesmos ao final do periodo de armazenamento.

NORMAN et al., 1972, pesquisando os residuos de thiabendazole em laranjas da
variedade ‘Navel’ observaram que a maior parte dos residuos ficou retida na
casca, o que foi confirmado por outros pesquisadores em anos posteriores, Nestes
ensaios constatou-se que n&o ocorreu penetragdo dos fungicidas da casca para
a polpa ao longo do tempo e que o teor de residuos podia decrescer, dependendo
das condigbes de temperatura e do periodo de armazenamento (ABD-ALLAH et
al., 1974; STEURBAUT et al., 1974; ISSHIKI et al., 1982; ISSHIKI et al., 1982a:
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IBE et al., 1982; ZADROZINSKA et al., 1983; SCHIRRA et al., 1986; SCHIRRA et
al., 1998).

Grande parte dos estudos abordando residuos de fungicidas foram realizados em
paises importadores, como Japéo, Suica, Franca, Bélgica, Polénia, Egito, Austria
e Itélia, em frutas citricas procedentes de regiGes distintas como Grécia, Itélia,
Turquia e Israel. A maior parte das amostras apresentou niveis de thiabendazole
abaixo da tolerancia estabelecida pela legislacdo dos paises importadores e o
numero de amostras com teor deste fungicida acima da tolerancia foi insignificante
(WESTOEOE et al.,, 1974; RISK & ISSHAK, 1974; ITO et al., 1976; SILVA et al.,
1976; IWAIDA et al., 1977; ANDERSSON & MATTSSON, 1977; ISSHIKI et al.,
1980; ISSHIKI et al., 1981; ISSHIKI et al, 1982; ISSHIKI et al., 1982a; YASUDA et
al.,, 1982; KITAGAWA & KAWADA, 1984; SMOLA & SONTAG, 1985: OHLIN &
FLYGH, 1986).

Outros pesquisadores quantificaram os niveis de residuos de thiabendazole em
frutas citricas apés submeté-las a diferentes tratamentos em pés-colheita. Nestes
trabalhos foram correlacionados as concentracbes eficazes no combate dos
fungos e os niveis de residuos dos fungicidas remanescentes nas frutas citricas
(EL-REFAI et al., 1982; AGABBIO & SCHIRRA, 1984; EL-TOBSHY et al., 1984;
KOENIGER & WALLNOEFER, 1990).

4.2 Imazalil

O imazalil (Figura 3), de nomenclatura IUPAC 1-[2-(2 4-diclorofenil)-2-(2-
propeniloxi)etil]-1H-imidazol, foi introduzido em 1972 pela Janssen Pharmaceutica
de Beerse, Bélgica, como um fungicida experimental com o cédigo “R23979". A
partir de 1974, a Decco Division of Pennwalt Corporation adquiriu os direitos sobre
este composto para realizagdo de pesquisas com patdgenos de pés-colheita.
(KAPLAN & DAVE, 1979; WORTHING, 1979).
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N=\
‘ N—CH,CH.O.CH,CH=CH,
S Cl

Cl

Imazalii  (Massa Molar 297,18)

Figura 3. Estrutura molecular do imazalil
4.2.1 Sintese e Propriedades

O imazalil € um liquido cuja colorag&o vai de amarelo para marrom, de férmula
molecular C14H14C;2N20O e massa molar 297,18, com densidade D 1,2429g/mL e
pressdo de vapor 70nPa. E ligeiramente solGvel em agua (0,03g/100ml de solucdo
aquosa) e amplamente soluvel nos solventes organicos. E quimicamente estavel a
temperatura ambiente na auséncia de luz e termicamente estavel a 285°C. Em
solugdo aquosa é estéavel a 40°C em pH variando de 2,7 a 7,0 (LAVILLE et al.,
1978; WORTHING, 1979).

4.2.2 Aspectos Toxicolégicos

O imazalil € moderadamente téxico por ingestdo, com DLsy de 227 a 343mg/kg de
peso corpéreo para ratos. Quando aplicado em cachorro, a DLsy apresentou valor
acima de 640 mg/kg de peso corpéreo do animal. Testes de DLs, através da pele
apresentaram valores entre 4200 a 4880mg/kg em ratos indicando ligeira
toxicidade deste fungicida. Gansos submetidos a testes com imazalil
apresentaram sintomas de excitag&o no foliculo dos cabelos, falta de coordenaczo
muscular, diminuicdo da tensdo arterial, tremores e vdmitos. Individuos com
sensibilidade apresentaram sintomas de dermatite quando em contato com o
imazalil (FAO, 1977; KIDD & JAMES, 1991).

31



Capitulo 1

A adicdo de imazalil diariamente na dieta de ratos em quantidades
correspondentes a 0,4mg/kg de peso corpéreo durante 14 semanas nao
mostraram alteracbes na aparéncia do animal, nem no comportamento, no
consumo de alimentos e nos exames de urina. O mesmo ocorreu quando grupo de
ratos foram submetidos a dieta diaria de 0,4mg/kg de peso corpdreo durante 6, 12
e 24 meses. Experimentos similares em cachorros com dieta de 0,5m/kg também
apresentaram resultados semelhantes. Altas doses administradas na dieta destes
animais provocaram aumento do figado, porém, outros parametros observados
ndo acusaram alteragbes do estado normal. A um grupo de ratos foram
administrados 5,0mg/kg de imazalil diariamente durante 30 meses e neste periodo
n&o ocorreu aparecimento de tumores quando comparados com os animais de
controle (FAO, 1977).

Em reunido do JMPR (Joint Meeting on Pesticide Residue) realizada no ano de
1991, estabeleceu-se para o imazalil, a partir da anélise dos dados toxicolégicos,
uma IDA (Ingestéo Diaria Aceitavel) de 0,03mg/kg de peso corpéreo (FAO/WHO,
1998).

4.2.3 Registro do Imazalil na Agricultura

A partir de 1977 o imazalil foi listado pelo CODEX como fungicida para uso na
agricultura em pré-colheita e em pds-colheita para algumas culturas, inclusive as
frutas citricas. Neste caso, foi estabelecido o valor de 5,0mg/kg como limite
maximo de residuos (LMRs) para o imazalil (FAO/WHO, 1998).

Em alguns paises europeus como Franga, Alemanha, Espanha, Suica, Suécia e
em outras regides do mundo como Israel, Austrélia e Nova Zelandia, a tolerancia
do imazalil para a cultura de citros foi estabelecida em 5,0mg/kg para o fruto
inteiro (NAGY & WARDOWSKI, 1981).

O imazalil (Magnate 500 CE) foi registrado no Brasil em 1 de setembro de 1998,

pela Portaria N° 699. Através desta portaria, a Legislacdo Brasileira de Residuos

de Pesticidas prescreve o uso do imazalil em pds-colheita nas culturas de banana,
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mamao, manga e citros. Para citricos o limite maximo de residuo (LMRs) é de
5,0mg/kg. Com referéncia a concentracéo da calda para aplicacdo em pos-
colheita, o imazalil foi registrado no Brasil sob N° 34/98, sendo autorizada pelo
Ministério da Agricultura para citros a dosagem de 100g do ingrediente ativo (i.a.)
por 100L de agua, para combate do bolor verde produzido pelo fungo Penicillium
digitatum (BRASIL, 1998; BRASIL, 1998a).

4.2.4 O Emprego do Imazalil em Pés-Colheita

A utilizag&o de fungicidas em citricos apds a colheita resolveu um dos relevantes
problemas de comercializagdo de grandes volumes deste tipo de frutas: as
doencas de origem fungica causadoras de deterioraczo. Entretanto, um dos
problemas comuns na quimica de controle de patégenos é a habilidade do fungo
patogénico em desenvolver resisténcia aos fungicidas. A utilizagdo freqlente em
“packing house” de alguns fungicidas em pés-colheita, como ortofenilfenato de
sodio, benomil e thiabendazole, criou fungos com resisténcia a estes compostos.

Alguns fungos como o Penicillium digitatum e o Penicillium italicum apresentaram
resisténcia a fungicidas como thiabendazole e benomil no sudeste da Califérnia ;
na Florida, Israel e Austrlia (HARDING, 1972; ECKERT & KOLBEZEN, 1977,
SMOOT & BROWN, 1974; McDONALD et al., 1979; ECKERT, 1982). Em funcao
da perda da eficiéncia destes fungicidas, algumas substancias novas foram
testadas visando substitui-los, entre elas o imazalil.

O primeiro trabalho em pés-colheita revelando as propriedades antifungicas e
confirmando a eficiéncia do imazalil (codigo n. R23979) em proteger as frutas
citricas contra a deterioragdo provocada pelos fungos P. digitatum e P. italicum foi
realizado por LAVILLE, 1973.

A partir deste trabalho inicial, sucederam-se varias pesquisas em diferentes partes

do mundo com esta nova molécula. Em 1976, HARDING relatou a eficiéncia do

imazalil em combater espécies de Penicillium resistentes a acéo dos

benzimidazoles, thiabendazole e benomil. Outros pesquisadores também
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constataram a eficiéncia do imazalil no combate destes fungos em diferentes
regibes em que oOs mesmos apresentavam resisténcias a aplicagdo de
thiabendazole em citricos (LAVILLE, 1978; BIONDI et al., 1979; KAPLAN & DAVE,
1979; DIAZ-BORRAS et al., 1987; DIAZ-BORRAS et al., 1987a; DIAZ-BORRAZ &
VILA-AGUILAR, 1989; ; DIAZ-BORRAZ & VILA-AGUILAR, 1987; ECKERT et al,,
1994).

BEN-YEHOSHUA, et al.,, 1981, estudaram um método de embalar as frutas
individualmente em filme de alta densidade de polietileno visando controlar a
deterioracdo de quatro variedades de frutas citricas. Como esta técnica resultou
em menor deterioragdo quando as frutas foram embaladas apés aplicagdo do
fungicida imazalil, outros pesquisadores também a utilizaram empregando
diferentes materiais de embalagem (JIMENEZ-CUESTA et al., 1983; BARMORE &
FLYE, 1986; HALE et al., 1986; MILLER et al., 1986; MILLER & MCDONALD,
1989).

Toranjas exportadas da Florida para o Japdo foram submetidas, simulando as
condicoes de exportacao, a cinco testes para avaliar o tratamento em pés-colheita
de quatro fungicidas (ortofenilfenato(SOPP), thiabendazole(TBZ), imazalil e SOPP
+ TBZ) no controle de podridées. Nenhum destes fungicidas foi efetivo em
combater a podriddo amarga nem evitar a expansao de doenc¢as entre as frutas
dentro da mesma caixa. Estes fungicidas foram eficientes em combater a podridao
amarga e o mofo verde quando adicionados ao bifenil (SMOOT & HALE, 1977).

Foram realizadas comparagbes entre imazalili e os fungicidas benomil e
thiabendazole no controle de podriddo de laranjas de variedade ‘Valencia'. As
frutas foram tratadas em pés-colheita com estes fungicidas. Os esporos do fungo
Penicillium digitatum foram inibidos devido ao imazalil e este fungicida controlou a
deterioracéo das laranjas ‘Valencia’, armazenadas durante 11 semanas a 4,5°C,
da mesma forma que o benomil. Ambos fungicidas foram também eficazes quando
as frutas foram armazenadas durante uma semana a 21°C, simulando as
condigbes de comercializagdo (McCORNACK & BROWN, 1977).
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TUSET et al., 1977, inocularam vérios esporos de fungos em frutas citricas
maduras. Em seguida submeteram as frutas & imersdo com 10 fungicidas,
aplicados sozinhos ou combinados. O tratamento mais eficiente no controle de
Penicillium italicum, Botrytis cinerea e Alternaria citri foi obtido com as frutas
submetidas a imersdo com 0,2% de imazalil.

LAVILLE et al., 1977 submeteram as frutas citricas a tratamento em pés-colheita
com imazalil nas concentragcées de 500mg/L e 1000mg/L formulados com agua e
aplicados na forma de “drencher” ou por imersdo. Ambos tratamentos foram
eficientes no controle de Penicillium. Estes autores asseguram que este fungicida
ndo apresenta eficacia no tratamento contra podriddo peduncular e podridao
amarga.

Citricos de variedade ‘Satsuma mandarin’ foram inoculados com os fungos
Penicillium italicum, Botrytis cinerea e Alternaria citri durante o ano de 1975. Em
seguida, 10 fungicidas foram aplicados sozinhos ou em combinagdo em pos-
colheita por imers&o. Todas as formulagdes com imazalil (R-23979) foram eficazes
no combate destes fungos, porém aquela a 0,2% apresentou o melhor resultado
(LAVILLE et al., 1977).

Foram avaliados os efeitos do imazalil e outros fungicidas no controle dos fungos
Penicillium digitatum e P. italicum. Imazalil, na concentracdo de 0,1%, foi eficaz
em reduzir em 88-91% a incidéncia de infeccdo (PRATELLA et al., 1980).

Amostras de toranja foram tratadas em pés-colheita com benomil, ortofenilfenato
de s6dio (SOOP), imazalil e etaconazole e armazenadas em condi¢cdes ambientais
ou tratadas com os ultimos trés fungicidas e armazenadas a 12°C. Imazalil e
etaconazole foram t&o eficientes quanto benomil em condigbes ambientais e foram
mais eficientes do que SOOP a 12°C (BURGER & DAVIS, 1982)

Estudos realizados por BROWN, 1985, com varios fungicidas para controle de

deteriorac&o de frutas citricas em pds-colheita resultaram nos seguintes dados: a

deterioragdo foi significativamente reduzida por imazalil e guazatine, porém o nivel
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de controle n&o foi melhor do que com thiabendazole e benomil: 0 mofo verde,
causado pelo fungo Penicillium difitatum, foi efetivamente controlado com
guazatine, thiabendazole e imazalil aplicados isoladamente. Dos fungicidas
testados, o benomil, o thiabendazole, o sorbato de potassio e o imazalil foram
aprovados para aplicag&o em frutas citricas no controle de deterioracdo em pés-
colheita.

A eficiéncia no combate dos fungos dos fungicidas thiabendazole, imazalil e
benomil aplicados na forma de aerosol em engradados de citricos, imediatamente
antes do processo de desverdecimento, foi comparada com as aplicacdes destes
fungicidas usando as técnicas de “drencher’, antes do desverdecimento, e da
pulverizagé@o apés desverdecimento. A aplicacdo de benomil na forma de aerosol
foi o Unico tratamento realmente eficaz na redugdo da podriddo peduncular
provocada pelo fungo Diplodia natalensis. Nenhuma das aplicagbes na forma de
aerosol controlou o mofo verde provocado pelo Penicillium digitatum. Para o
controle de podridéo peduncular a aplicagdo dos fungicidas na forma de aerosol
durante o desverdecimento n&o foi tdo eficaz quanto a aplicagdo pela técnica de
“drencher” antes do desverdecimento (BROWN & CRAIG, 1989).

DIAZ-BORRAS et al., 1989, testaram in vitro a 25°C e alta umidade, os fungicidas
thiabendazole (10, 50, 100, 200 e 480mg/L), imazalil e ortofenilfenato de sddio (1,
5, 10, 50 e 100mg/L) em cinco cepas do fungo Fusarnium isolados de frutas citricas
durante armazenamento em pds-colheita. As diferentes cepas apresentaram
diferentes graus de resisténcias. As DLsy de benomil e thiabendazole ficaram entre
50 a 100mg/L e as de imazalil e ortofenilfenato de sédio entre 10 e S0mg/L.

4.2.5 Métodos para Determinagao de Imazalil

Uma das primeiras metodologias para quantificacdo de imazalii em citros foi
relatada por GREENBERG & RESNICK, 1977. Segundo estes autores, o imazalil
foi extraido com acetonitrila e o extrato foi submetido & limpeza através da
cromatografia de coluna com florisil, sendo posteriormente quantificado por

cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons e coluna empacotada
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4% OV-17. A recuperagio da metodologia foi de 80-95% na fruta contaminada
com 0,50mg/kg a 2,0mg/kg de imazalil e o limite de quantificag&o foi 0,01mg/kg.

Algumas metodologias tem sido empregadas para quantificar imazalil em citricos
utilizando a cromatografia a gés com detectores de ionizacdo de chama,
nitrogénio-fosféoro e captura de elétrons, e a cromatografia liquida de alta
eficiencia com detector de ultra-violeta (Tabela 7).

Tabela 7. Métodos de quantificacéo de imazalil em citros.

QUANTIFICACAO METODOLOGIA/ OBSERVACOES REFERENCIA
_—— Extragéo: acetato de etila.
Cromatografia Liquida de ¢ e mevel: acetonitiial tampao fosfato-NaCl (47:53  NORMAN &FOUSE.
Alta Eficiéncia
Detector UV (A=202nm) "‘f"’- 1978
Coluna fase reversa Lichrosorb C-18 (10um).
Cromatografia Gasosa Extragdo: acetona: agua (2:1 viv).
Detector de ionizagéo de  Limpeza do extrato: cromatografia de filtragio em gel. SPECH‘? g‘SEILLKES’
chama Coluna empacotada: 1,5% OV-17/ 1,95% QF-1.
Cromatografia Gasosa
Detector de captura de Extragéao: heptano/ alcool isoamil STEIN et al., 1981
elétrons
A Extragao: heptano/ alcool isoamil (95:5viv).
Cromalografa Liquida de - cq mevel; (32% KzHPO4 0,01molL: 68% acetonitrila)
Alta Eficiéncia ) WYNANTS, 1982
Detector UV (A=nm) metanol (50:50 viv).
© (A=sm Coluna RP-18 (5um).
Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia Extragéo: hexano: acetona (90:10 vA) LAFUENIQEBg‘TADEQ
Detector UV (A=204nm
Cromatografia Gasosa
Detector de captura de Extragao: hexano: acetona (90:10 viv) LAFUEN1T§8§TADEO,
eléfrons
Cromatografia Gasosa Extragao: hexano: acetona (90:10 viv). LAFUENTE &TADEOQ,
Detector N-P Coluna capilar SE-54 1987
Cromatografia Liquida de Extragao: diclorometano.
Alta Eficiéncia Fase movel: metanol: agua (75:25 viv). FRIAR & 1':;5;’”0'-'35'
Detector UV(A=204nm) Coluna RPB (5um).

WYNANTES, em 1977, discutiu sobre as vérias metodologias de quantificagdo de

imazalil em citricos. A cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama é

recomendada para andlise deste fungicida em citricos in natura que foram
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submetidos a tratamento em pds-colheita por imersdao em recipiente contendo
formulagdo em agua ou com cera. Foram sugeridas outras metodologias seguida
do procedimento de limpeza do extrato e posterior quantificagao usando detector
de condutividade de elétrons. Segundo este autor, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia e a cromatografia em camada delgada néo sdo recomendadas para
determinagdo de tragos de imazalil.

4.2.6 Residuos de Imazalil em Citricos

Um dos primeiros trabalhos avaliando os niveis de residuos de imazalil em frutas
citricas apés tratamento em pés-colheita foi feito por GREENBERG & RESNICK
em 1977. As frutas foram tratadas em pds-colheita através da técnica de imerséao
em recipientes formulados com imazalil em suspensdo aquosa (100 a 4000mg
l.a./L) e com cera (500 a 8000mg i.a./L). As analises destas frutas revelaram niveis
residuais de 0,5 a 2,0mg/kg e 1,0 a 11,0mg/kg de imazalil, respectivamente.
Segundo os autores, ndo ocorreu diferenca significativa entre os niveis de
residuos nas frutas armazenadas a 4°C e 22-25°C durante 14 dias. Os niveis de
residuos do fungicida na fruta aumentaram com o aumento da concentracdo do
imazalil no tratamento em pds-colheita.

Toranjas foram submetidas a tratamento em pds-colheita durante 30 segundos
com solugdo de imazalii a 1000mg/L, secadas, acondicionadas em caixa e
armazenadas 10°C/95% de U.R. (umidade relativa) durante 18 e 36 horas, 14 e 21
dias. Os residuos de imazalil encontrados na polpa ao final de 14 e 21 dias,
respectivamente, foram de 0,14mg/kg e 0,17mg/kg, indicando que ocorreu
penetragao da casca para a polpa (STEIN et al., 1981).

Foram realizados estudos com o objetivo de avaliar a persisténcia de imazalil em
laranjas de variedades ‘Washington navel’ e ‘Hernandina clementines’ apds
tratamento em poés-colheita por imersédo (500 ou 1000mg/L) e armazenamento
durante sete dias a 18°C/60-70% de umidade relativa e de 60 dias a 5°C/95%. Os
resultados das analises de residuos indicaram persisténcia deste fungicida
(LAFUENTE et al., 1984).
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Outro estudo avaliando a estabilidade de imazalil foi realizado por TSUMURA-
HASEGAWA et al., 1992. Estes pesquisadores trataram frutas citricas em pos-
colheita por imersdo com oito fungicidas, entre estes o imazalil. Em seguida as
frutas foram armazenadas a 14°C e os fungicidas foram analisados em intervalos
de sete dias. O imazalil foi extremamente estavel. Apds oito semanas de
armazenamento os limdes foram processados para obtengdo de geléia. Em cada
etapa do processamento foram realizadas andlises de residuos dos fungicidas,
sendo que na etapa final foram encontrados residuos equivalentes a 42% de
imazalil adicionado.

Foi investigada a translocacgéo de varios pesticidas, entre eles o imazalil, da casca
para a polpa de frutas citricas. Exceto para os pesticidas solGveis em agua, a
maior relagéo entre a concentragdo na polpa/casca foi obtida para os imidazdis
(imazalil) (NAGAYAMA et al., 1995).

Com o objetivo de monitorar a ingestéo diaria total do fungicida imazalil através de
vérios alimentos coletados entre 1989 e 1991 em supermercados de Osaka,
Japao, MATSUMOTO et al., 1994, analisaram, por cromatografia liquida de alta
eficiencia, 89 alimentos (classificados dentro de um grupo de 13 alimentos).
Somente no Ultimo ano foram detectados residuos de imazalil (0,045mg/kg e
1,96mg/kg nas polpas de toranja e liméo, respectivamente).

Frutas citricas foram submetidas a tratamento em pds-colheita imersdo em agua
com e sem imazalil, na faixa de concentracéo de 250 a 1500mg/L & temperatura
ambiente (20°C) e a 50°C. Em seguida, as frutas foram armazenadas a 9°C
durante 13 semanas e mais uma semana adicional a 20°C. Os niveis de residuos
de imazalil na temperatura de 20°C variaram de 1,47 a 5,05mg/kg (SCHIRRA et
al., 1996).

Foram avaliados os niveis dos residuos de seis fungicidas aplicados em pés-
colheita (difenil, ortofenilfenato, 2,4-D, thiabendazole, benomil e imazalil) em

amostras de frutas citricas através das metodologias de cromatografia gasosa
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com detetor de massas e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia. Foram encontrados residuos de imazalil em 20 das 32 amostras
analisadas (TONOGAI et al., 1992a).

FRIAR & REYNOLDS, 1994, quantificaram os niveis de residuos de imazalil em
laranjas ‘Seville’ in natura e processada. O processamento das frutas foi realizado
em sistema aberto e em microondas. Os niveis de residuos deste fungicida na
geleia foi cerca de 50% maior do que na fruta in natura .
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CAPITULO 2

TRATAMENTO DE LARANJA ‘PERA’ EM POS-COLHEITA
POR IMERSAO COM IMAZALIL E THIABENDAZOLE:
EFICIENCIA E NIVEIS RESIDUAIS DOS FUNGICIDAS
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TRATAMENTO DE LARANJA ‘PERA’ EM POS-COLHEITA POR IMERSAO
COM IMAZALIL E THIABENDAZOLE: EFICIENCIA E NIVEIS RESIDUAIS DOS
FUNGICIDAS

RESUMO: Laranjas ‘Péra’ foram submetidas a tratamento em pos-colheita por
imers@o durante um minuto em solugbes de imazalil (Magnate 500 CE),
thiabendazole (Tecto 600 PM) e mistura de ambos, em diferentes concentragdes.
ApGs o tratamento as amostras foram armazenadas durante 28 dias a 4°C £2°C/
90% + 5% de U.R. (umidade relativa), seguidos de um segundo armazenamento
de mais cinco dias a 25°C + 2°C / 85% + 5% de U.R. Os residuos de imazalil e
thiabendazole foram determinados por cromatografia gasosa com detectores de
ionizag&o de chama e fotometria de chama, respectivamente. Foram identificadas
sete espécies de fungos: Penicillium digitatum, Penicillium italicum, Colletotrichum
gloeosporioides, Phytophthora spp., Geotrichum candidum, Lasiodiplodia
theobromae e Guignardia citricarpa, sendo a antracnose e a podriddo amarga as
doengas mais frequentes. A qualidade da laranja ndo foi alterada durante o
armazenamento, conforme indicado por parametros quimicos e fisico-quimicos. O
tratamento em pés-colheita foi eficiente apenas no segundo armazenamento,
sendo que esta eficiéencia foi diretamente proporcional ao aumento da
concentragdo dos fungicidas aplicados isoladamente. Quando formulados em
conjunto, os menores valores de incidéncia e indice de doencga foram observados
nas laranjas tratadas com uma mistura de imazalii e thiabendazole nas
concentragbes de 1000+2000mg/L, respectivamente. Os niveis de residuos dos
fungicidas no final do armazenamento foram, em geral, inferiores aos limites

maximos estabelecidos pela Legislacao Brasileira.

Palavras-Chave: Laranja, doengas da laranja, pds-colheita, imazalil,
thiabendazole, residuos de fungicidas.
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TREATMENT OF ‘PERA’ ORANGES IN POSTHARVEST BY DIPPING WITH
IMAZALIL AND THIABENDAZOLE: EFFECTIVENESS AND
FUNGICIDE RESIDUES.

SUMMARY: ‘Péra’ oranges were dipped for one minute in solutions of either
imazalil (Magnate 500 EC), thiabendazole (Tecto 600PM) or both fungicides, at
various concentrations. After the treatment the oranges were stored during 28 days
at 4°C +2°C / 90% + 5% R. U. followed by a further five days at 25°C + 2°C / 85%
t 5% R.U. Imazalil and thiabendazole residues were determined by gas
chromatography using a flame ionization detector (FID) and a flame photometric
detector (FPD), respectively. Anthracnose and sour rot were the most frequent
diseases. Seven species of fungi were identified: Penicillium digitatum, Penicillium
italicum,  Colletotrichum gloeosporioides, Phytophthora spp., Geotrichum
candidum, Lasiodiplodia theobromae e Guignardia citricarpa. No change in the
orange quality was observed during storage as measured by chemical and
physicochemical parameters. The postharvest treatment was effective only during
the second storage period. When formulated alone, the individual fungicide
efficiency increased with the increase of its concentration. When used in
combination, the lowest incidence and disease index were observed in oranges
samples treated with a mixture of 1000 + 2000mg/L of imazalil and thiabendazole,
respectively. Residue levels of the fungicides at the end of the storage period were
in general below the maximum permitted levels established by the Brazilian

Legislation.

Keywords: Orange, oranges diseases, postharvest, imazalil, thiabendazole,
fungicides residues.
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1. INTRODUGAO

Embora sendo o maior produtor mundial de citros, o Brasil ndo se destaca entre os
maiores exportadores. A laranja ‘Péra’, considerada uma variedade brasileira,
lidera em 41% a produgdo do Brasil e também é a fruta com maior volume de
exportagdo, tendo alcancado no ano de 1996 uma produgdo de 992 mil
toneladas, atingindo a receita de 20,4 milhdes de délares. A baixa qualidade das
laranjas brasileiras, decorrente da ocorréncia de doengas nas etapas de pos-
colheita e de embalagens inadequadas, € a principal responséavel pelos
resultados pouco expressivos na exportagdo (AMARO & MAIA, 1997: CARRARO
et al., 1994).

Em um mercado competitivo, toda fruta comercializada in natura deve possuir
qualidade suficiente para ser aceita pelo consumidor. Ha vérios parametros para
avaliacéo da qualidade de uma fruta. A presenca de residuos de agrotoxicos com
potencial tdxico a saude humana, as propriedades nutricionais, as caracteristicas
organolépticas de cor e odor, doengas, danos fisicos, entre outros, sdo fatores
indispensaveis na avaliagdo da qualidade das frutas. Também de grande
relevancia sao as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas, consideradas como
atributos de afericao da aceitabilidade do produto pelo consumidor (DURAN, 1980;
KADER, 1985; MARTENS & BAARDSET, 1987).

As principais doengas que atingem as laranjas, no periodo compreendido entre a
colheita e o consumo, s&o o bolor verde, provocada pelo fungo Penicillium
digitatum e o bolor azul, causado pelo fungo Penicillium italicum. Outras doencas
também podem incidir, como a podriddo negra, a antracnose, a podriddo de
Aspergillus, a podriddo marrom, a podriddo amarga e a podriddo peduncular,
relacionadas com os fungos Alternaria ssp., Colletotrichum gloeosporioides,
Aspergillus niger, Phytophtora spp., Geotrichum candidum e Lasiodiplodia
theobromae, respectivamente (BROOKS, 1944; BROWN, 1975; BROWN, 1979
SCHIFFMANN-NADEL et al., 1981; BROWN & ECKERT, 1989; McDONALD et al.,
1979).
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Estas doencas depreciam as frutas, comprometem a sua qualidade e inviabilizam
sua comercializacdo e consumo. Para contornar estes problemas as frutas séo
submetidas a tratamentos fisicos (calor e radiagéo) e quimicos em pés-colheita.
No tratamento quimico em pés-colheita, a técnica de submergir a fruta em calda
formulada com fungicida, entre outras metodologias, € a mais utilizada, em fung¢éo
de toda a superficie da fruta permanecer em contato com a calda fungicida, o que
teoricamente proporciona maior eficiéncia no controle dos fungos causadores
destas doencas (TUSET, 1987).

Os fungicidas imazalil e thiabendazole, entre outras substancias quimicas, sdo
muito utilizados no preparo destas caldas fungicidas. O imazalil (Magnate 500 CE)
e o thiabendazole (Tecto 600 PM) foram registrados no Brasil pelo Ministério da
Agricultura sob os numeros 34/98 e 998400, respectivamente, para uso em pos-
colheita em citros no controle dos bolores verde e azul (BRASIL, 1990; BRASIL,
1988). As dosagens previstas nestes registros sdo de 100g do ingrediente ativo
em 100L para o imazalil e 90g do ingrediente ativo em 100L para pequenos
periodos e 800g do ingrediente ativo em 100L em periodos longos para o
thiabendazole (BRASIL, 1990a ; BRASIL, 1998a).

Varias pesquisas foram realizadas para avaliar o tratamento com os fungicidas
imazalil e thiabendazole em pds-colheita usando a técnica de imersdo, com
diferentes variedades de frutas citricas. Na maioria dos trabalhos as frutas citricas
foram inoculadas artificialmente com determinada espécie de fungo, submetidas
ao tratamento com fungicidas e, em seguida, avaliadas para verificar se ocorreu
alguma deterioragéo.

Apds o tratamento em pos-colheita as frutas devem ser analisadas quanto 3
presenca de residuos destes fungicidas, uma vez que, devido a sua natureza
toxica, legislagbes nacionais e intemacionais estabelecem tolerancias para os

mesmaos.
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Nao estdo disponiveis na literatura pesquisas abordando a eficiéncia do
tratamento em pés-colheita de laranjas ‘Péra’ com os fungicidas thiabendazole e
imazalil, através da técnica de imers&o, no controle de doengas provocadas por
fungos, e tampouco dados sobre os niveis de residuos destes fungicidas nesta
variedade de laranja.

Os objetivos deste trabalho foram identificar os patégenos, determinar alguns
parametros quimicos e fisico-quimicos, avaliar a eficiéncia do tratamento pods-
colheita por imersdo com os fungicidas imazalil e thiabendazole e quantificar os
residuos destes fungicidas em laranjas ‘Péra’, no periodo de armazenamento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e Padroes

Solugdes contendo 100mg/L (preparadas em metanol grau residuo, Lichrosolv)
dos padres de imazalil (Dr. Ehrenstorfer, Augusburg, Alemanha) e thiabendazole
(Merck & Co., Inc., Rahway, NJ) foram diluidas a 10, 5,0, 1,0, 0,5, 0,2 e 0,1mg/L
com hexano grau residuo (Lichrosolv). Os demais reagentes utilizados foram NaCl
(tratado previamente em mufla durante oito horas a 450°C), NayS0g4 (tratado
previamente em mufla durante oito horas a 650°C) e o solvente acetato de etila
grau residuo (Lichrosolv).

2.2 Matéria-Prima

Foram empregadas laranjas da variedade ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
cultivadas no ano de 1998 na Fazenda da FISCHER S/A AGROPECUARIA no
municipio de Mat&o/SP, sem aplicagdo dos fungicidas imazalil e thiabendazole no
campo. As laranjas foram colhidas em fevereiro de 1999, transportadas até o local
da realizagéo dos ensaios, lavadas com agua (para retirada de sujidades oriundas
da colheita) e secadas a temperatura ambiente.
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2.3 Tratamento P6s-Colheita por Imerséo

O experimento com as laranjas seguiram as etapas do fluxograma da figura 1. Na
etapa correspondente ao tratamento pés-colheita, reservaram-se dez recipientes
de aluminio de 50 litros onde foram preparados 30 litros de calda contendo os
fungicidas imazalil (Magnate 500 CE) e thiabendazole (Tecto 600 PM), com
0,002% de espalhante adesivo (lharaguen-s), em concentragdes correspondentes
aos tratamentos 2 a 11 (Tabela 1). O tratamento 1 correspondeu as laranjas que
nao foram submetidas a qualquer tratamento (controle). As amostras testemunhas
foram submetidas ao tratamento 2 com espalhante adesivo.

Analises:
Residuos de
Fungicidas,
Fitopatologia,
LARANJA Tratamentos Primeiro Seguno quimica,
(Lavagem fmaisiic Armazenamento Armazenamento fisico-quimica
: - ! 1p = { 5 dias, 25°C+2°C
o/ aqu ( 28 dias >
& haue) (3 o) gl 85%:5%U.R)
gem abela e
Secagem 90%+5% U.R.)
Analises de
] > Fitopatologia

Figura 1. Fluxograma do tratamento das laranjas em pds-colheita por imerséo.

Tabela 1. Concentracdo dos fungicidas nos tratamentos das laranjas por imerséo

Tratamentos [Fungicidas + Espalhante Adesivo (EA)/30L]
1(Controle) -
2(Testemunha) [E A (0,002%)]
3 Imazalil (500mg/L ) + E A (0,002%)

Imazalil (1000mg/L ) + E A (0,002%)
5 Imazalil (2000mg/L ) + E A (0,002%)
6 Thiabendazole (1000mg/L) + E A (0,002%)
7 Thiabendazole (2000mg/L) + E A (0,002%)
8 Thiabendazole (3000mg/L) + E A (0,002%)
9 Imazalil + Thiabendazole (1000 + 1000)mg/L + E A (0,002%)
10 Imazalil + Thiabendazole (1000 + 2000)mg/L + E A (0,002%)
11 Imazalil + Thiabendazole (2000 + 1000)mg/L + E A (0,002%)
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2.4 Armazenamento, Homogeneizagao e Analises das Laranjas

Apds serem submetidas aos 11 tratamentos em pos-colheita e secadas a
temperatura ambiente, as laranjas foram acondicionadas em caixas de papeldo
com orificios, tampadas e armazenadas em camara a 4°C + 2°C/90% + 5% U.R,,
durante 28 dias. Apds este periodo, as frutas foram armazenadas por um tempo
adicional de 5 dias a 25°C + 2°C / 85% + 5% U.R.

Terminado o primeiro periodo de armazenamento, uma parte das frutas inteiras de
cada tratamento foi cortada em pequenos pedagos, homogeneizada em
processador, acondicionada em frascos de vidro fechados com tampas envolvidas
em papel aluminio e armazenada em “freezer” a —20°C até a ocasido das analises
de residuos dos fungicidas. Dez laranjas de cada tratamento foram destinadas as
analises de pH, sélidos sollveis totais (SST), acido ascorbico, acidez total e cor,
medida pelos parametros “a” (azul-amarelo), “b” (verde-vermelho) e “L”

(luminosidade). Foram realizadas trés repeticoes para cada uma destas analises.

As anadlises para identificacdo de fungos, incidéncia e indice de doencas foram
realizadas em 15 amostras no final do primeiro e segundo armazenamentos, com
quatro repeticoes.

2.5 Método de Extracao dos Fungicidas

A extracdo dos fungicidas foi conduzida conforme o método de MINELLI et al.
(1996). Pesaram-se 5g de amostra em tubo de vidro 50 mL, adicionando-se a
seguir 2g de NaCl e 10mL da mistura hexano:acetato de etila (1:1 viv). O tubo foi
fechado com tampa de teflon e agitado durante 30 minutos em agitador rotatério.
Apds 10 minutos de repouso, transferiu-se uma aliquota de 50mL para tubo
concentrador contendo 0,5g de Na,SO.4

Apobs cinco minutos, o extrato foi transferido para outro tubo e evaporado com
nifrogénio até 1,0mL, ou diluido com hexano até a faixa de concentracdo da
resposta linear do detector, antes da inje¢cdo em cromatografo a gas.
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2.6 Quantificagao por Cromatografia Gasosa

Os fungicidas imazalil e thiabendazole foram analisados em cromatégrafo a gés
HP-6890, com detectores de ionizacdo de chama e fotometria de chama,
respectivamente. As condigdes da analise estao descritas abaixo:

Cromatégrafo com detector de ionizagdo de chama: coluna capilar HP-50+50%
fenil metil siloxano (30m de comprimento, 320um de diametro interno e 0,25um de
filme). Gas de arraste nitrogénio com vazao constante de 2,0mL/min; programacao
de temperatura de 40°C durante dois minutos, primeiro gradiente de 20°C/min até
200°C (dois minutos), segundo gradiente de 10°C/min até 240°C (dois minutos);
injetor no modo “pulsed splitless” a 250°C, pressdo 58,6MPa, vazao 64,6mL/min.;
injecao pulso com 344,8MPa até um minuto, vazdo de purga 60mL/min até um
minuto; detector a 300°C com hidrogénio a 35mL/min, ar sintético a 400mL/min e
“make up” de 35mL/min. O tempo de retengado para o imazalil nestas condi¢des foi
de 17,5 minutos (Anexo 1).

Cromatégrafo com detector de fotometria de chama: coluna capilar (pressao
constante de 28.48psi) HP-5% fenil metil polissiloxano (30m de comprimento,
320um de diametro intemo e 0,25um de filme). As demais condigdes
cromatograficas foram: programacido de temperatura de 40°C (dois minutos),
primeiro gradiente de 20°C/min até 200°C (dois minutos), segundo gradiente de
10°C/min até 240°C (dois minutos); injetor no modo “pulsed splitless” a 250°C,
pressao 58,6MPa, injecao puiso com 344 8MPa até um minuto, vazao de purga
15mL/min até um minuto; detector a 250°C com filtro para detecgao de enxofre
(393nm), hidrogénio a 50mL/min, ar sintético 60mL/min e “make up” a 60mL/min.
Nestas condi¢gdes, o tempo de retencdo do thiabendazole foi de 16,5 minutos
(Anexo 2).

As curvas analiticas foram construidas relacionando area do pico versus

concentragéo (mg/L) do imazalil e thiabendazole, com linearidade nas faixas de
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concentragdes de 0,2mg/L a 2,0mg/L e de 0,1mg/L a 2,0mg/L, com coeficientes de
correlaga@o de 0,9962 e 0,9997, respectivamente (Anexo 3).

Amostras isentas dos fungicidas foram fortificadas com concentracdes de 0,5 e
1,0mg/kg de imazalil e thiabendazole. Os fungicidas foram extraidos e analisados
conforme descrito anteriormente. A recuperagéo foi calculada pela razio entre o
teor detectado do analito adicionado e a quantidade efetivamente adicionada,
multiplicada por 100.

2.7 Analise de Fitopatologia

Para isolamento dos patégenos foi utilizada a metodologia de TUITE, 1969,
como descrito a seguir:

Fragmentos da amostra com sintomas de doengas foram retirados com uma
lamina cirdrgica, higienizados para eliminagdo das sujidades superficiais e
depositados em placa de Petri contendo &lcool etilico (70%) durante trinta
segundos. Em seguida, os fragmentos foram retirados desta placa e colocados
em uma nova placa de Petri com hipoclorito de sédio (2%). Posteriormente os
fragmentos foram enxaguados duas vezes em agua esterilizada e colocados em
papel de filtro para secagem. Na seqiiéncia, foram colocados em meio de cultura
(BDA — Batata Dextrose Agar), introduzidos em uma camara asseéptica (camara de
germinag@o Marconi tipo BOD —MA403) e incubados neste meio. Observou-se
durante trés dias o crescimento dos patdgenos.

A identificagéo dos patégenos causadores de podridées pés-colheita nas laranjas
foi realizado com auxilio de chave de classificagdo, referéncias bibliograficas,
analisando-se estruturas do microorganismo em microscopio optico (Nikon —
Labophot —2). As estruturas foram retiradas tanto de lesdes de frutas como da
cultura pura do patégeno em meio de cultura.

Para analise de incidéncia de doencas, realizou-se a contagem do numero de

laranjas que apresentavam sintomas de doengas. Para a severidade adotou-se
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um sistema de notas variando de zero a quatro, de acordo com a area lesionada
na laranja (O=nenhum; 1=1 a 25%; 2=25% a 50%; 3=50% a 75%; 4=75% a 100%).
Apés determinacgdo da severidade, obteve-se o indice de doengas utilizando-se a
formula abaixo, onde ID=indice de doengas; nu_s4=numero de laranjas infectadas

(escala de notas); N=numero total de laranjas; T=nota maxima

ID (%)= [(1. n1)H2. n2)+H3. n3)+(4. n4)] x 100
T.N

2.8 Analises Quimicas (Acido Ascérbico, ATT)

Foi utilizado o método de Tilmans (LEES, 1975) para quantificagdo do teor de
acido ascérbico em suco da laranja. Em 100g do suco adicionou-se 1% de acido
oxalico, titulando-se a seguir com solugdo de 2 6-diclorofenolindofenol-sédio
(DCFI) (2%) até aparecimento de coloragéo rosada persistente. O resultado foi
expresso em mg de acido ascorbico em 100g de suco.

A acidez total titulavel (ATT) em amostras de laranja foi expressa como
quantidade de acido citrico determinada por titulagdo com 0,1mol/L de NaOH,
utilizando-se de pHmetro digital Mettler Toledo modelo 320 com eletrodo Mettler
Toledo Inlab 413, até ponto de viragem em pH 8,10 (CARVALHO et al., 1980). O
resultado foi expresso em mg de acido citrico anidro em 100g de suco.

2.9 Analises Fisico-Quimicas

Para determinagdo do pH do suco das laranjas foi utilizado o pHmetro digital
Mettler Toledo modelo 320 com eletrodo Mettler Toledo Inlab 413, com
compensagao automatica de temperatura (IAL, 1985).

A quantificagéo dos sélidos solliveis totais (SST), em °Brix, foi obtida através de
leitura em refratdmetro Atago modelo N1 com escala de 0-32° (PEARSON, 1973).
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Para a avaliagdo da cor da fruta foi utilizado o Colorimetro Minolta modelo CR-
300, utilizando o sistema “L”, “a” e “b”, onde L é a luminosidade que, varia de 0
(preto) a 100 (branco), e “a” e “b” sd0 coordenadas de croma, sendo -a (verde),
+a(vermelho) e -b(azul), +b(amarelo), ambos variando de —60 a +60. Foram
marcados dois pontos em cada pélo e mais dois pontos no equador da laranja
para realizag&o das medidas diretas de cor.

2.10 Anélise Estatistica

O experimento foi conduzido utilizando o delineamento completamente
casualizado, com trés repetigdes por tratamento para as anélises quimicas e fisico
quimicas e de residuos de fungicidas, e com quatro repeticées para as anadlises de
incidéncia e indice de doengas. Os resultados foram submetidos & andlise de
variancia paramétrica univariada e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia (GOMES, 1976). Foi utilizada a transformacéo
arcsenVx/100 nos calculos estatisticos da incidéncia de doencas e indice de
doencas.

3.RESULTADOS E DISCUSSAOQ

As analises de residuos dos fungicidas e a dos atributos quimicos e fisico-
quimicos foram realizadas no inicio e no final do primeiro armazenamento,
enquanto que a caracterizag&o dos fungos, a incidéncia de doencas e indice de
doengas foram realizados apenas no final dos armazenamentos.

O primeiro periodo de armazenamento (4°C+2°C / 90%+5% U.R.) procurou
representar as condigées em que as frutas sdo transportadas e o segundo, com
cinco dias adicionais a 25°C+2°C / 85%+5% U.R. visou simular o periodo e as
condi¢Oes de comercializagdo da fruta no local de consumo.
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3.1 Atributos Quimicos e Fisico-Quimicos

Os resultados das andlises de acido ascorbico, acidez total titulavel (ATT), pH e
sélidos soluveis totais (SST) encontram-se na Tabela 2 e os de cor “a (azul-
amarelo), “b” (verde-vermelho) e “L” (Luminosidade) encontram-se na Tabela 3.

De acordo com a avaliagdo estatistica (Tabela 2), néo houve diferenga significativa
nos teores de acidez total titulavel (ATT), sdlidos soluveis totais (SST), pH, acido
ascoérbico e cor entre os tratamentos para 0 mesmo periodo de armazenamento, e
nem entre o inicio e o final do armazenamento para o mesmo tratamento. As
diferengas nos valores encontrados podem ser atribuidas a variabilidade natural
entre laranjas, ja que diferentes amostras de laranjas foram analisadas. Este
resultado indica que os tratamentos com os fungicidas seguido de
armazenamento, nas condi¢gdes utilizadas no presente estudo, nao afetaram a
qualidade da laranja. Em periodos mais longos de armazenamento € em
temperaturas mais elevadas (trés meses a 5-8°C), PRUTHI et al., 1984,
verificaram alteracbes significativas no teor de acido ascérbico em laranjas de
diversas variedades.

Em geral, os teores de acido ascérbico das laranjas analisadas encontram-se na
faixa relatada para laranjas ndo adulteradas (41-53 mg/100g), segundo KOCH &
HESS (1971).

Os niveis de SST, praticamente inalterados durante o armazenamento, estdo de
acordo com os resultados relatados para as laranjas ‘Valencia late’ e ‘Blood-red’,
ap6és armazenamento durante trés meses a 5-8°C (PRUTHI et al.; 1984). A
guantidade de SST determinada no presente estudo enquadra-se nafaixa de 9,1
a 13,5, encontrada por BUFFA & BELLENOT (1962) e MONEY & CHRISTIAN
(1950) ao analisarem sucos de laranjas de diferentes variedades, visando
caracteriza-los para evitar adulteragoes.
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Da mesma forma que observado para os parametros quimicos, ndo foram
detectadas alteracdes estatisticamente significativas nos valores de “a”, “b" e “L”
entre diferentes tratamentos e entre o inicio e final do mesmo tratamento (Tabela
3). Este resultado confirma que a qualidade da laranja manteve-se inalterada apés
os tratamentos e armazenamento.

Tabela 3. Valores médios e estimativa de desvio padrdo de “a” (azul-amarelo), “b”
(verde-vermelho) e “L” (Luminosidade) de laranjas ‘Péra’ tratadas em pés-colheita
com imazalil e thiabendazole, armazenadas por 28 dias a 4°C+2°C / 90%+5% U.R

Tratamentos Armazenamento (dias)
/Fungicida 0 28
(mg/L) a b L a b L
Controle -125+08 391+22 545+15 -142+12 424+28 554+1,2
Testemunha -13,0+1,2 400+36 53, 7+24 -130+26 444+59 56,8+3,5
IMZ
500 -133+35 411+41 525+26 -162+10 36,1+36 51,5+29
1000 -142+03 422+35 537+12 -154+09 400+37 551+24
2000 -155+22 410+45 538+27 -157+10 393+36 539+24
TBZ
1000 -158+09 375+26 516+16 -151+13 436+3,3 565+2,5
2000 -11,9+65 395+14 530+13 -162+0,1 394+08 552+0,9
3000 -146+10 389+29 524+17 -168+04 393+1,1 541 +0,9
IMZ + TBZ
1000+1000 -16,0+15 382+26 521+18 -148+07 423+22 559+25
1000+2000 -151+21 394+32 529+21 -154+19 398+33 540+3,1
2000+1000 -148+16 364+41 513+3,2 -13,3+23 470+38 588+1,5

Obs: Nao ocorreu diferenga significativa dos atributos (a, b, L) entre dias de
armazenamento para o mesmo tratamento nem entre os tratamentos no mesmo
armazenamento(Tukey, 5%). Os resultados sdo média de trés determinagdes.

IMZ — Imazalil. TBZ — Thiabendazole.

3.2 Controle de Podriddes P6s-Colheita e Niveis de Residuos de Fungicidas

Na Tabela 4 estdo apresentadas as frequéncias gerais das doencgas e fungos
durante o primeiro (4°C + 2°C / 90% + 5% U.R.) e segundo (cinco dias a 25°C +
90
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2°C / 85% + 5% U.R.) periodos de armazenamento. N&o foram detectadas nas
amostras analisadas a podriddo negra e de Aspergillus. De acordo com os
resultados encontrados, verifica-se que a antracnose manifestou-se em todos os
tratamentos. Esta doenga, causada pelo fungo Collectotrichum gloeosporioides,
inicia-se no campo, permanecendo em infecgdo quiescente até que a fruta
amadureca e os sintomas venham a se manifestar.

Tabela 4. Frequéncia (%) com que as podridées ocorreram nas laranjas ‘Péra’
submetidas aos diferentes tratamentos pds-colheita apos 28 dias a 4°C + 2°C /
90% + 5% U.R. e 5 dias a 25°C + 2°C / 85% + 5% U.R.

Podridoes (%)

Tratamento
(mglL) Bolor Bolor Antracnose Podriddo Podriddo Podriddo  Pinta
Verde Azul Marrom Amarga Peduncular Preta
)] 2) (3) (4) ®) (6) (7)
Controle 30,8 - 61,5 - - - -
Testemunha 88 62 56,2 6,2 6,2 - -
IMZ
500 - - 36,4 9,1 36,4 9,1 9,1
1000 - - 31,2 - 50,0 - 6,2
2000 11,1 - 55,6 - 33,3 - -
TBZ
1000 - - 80,0 - - - 19
2000 - - 66,7 - 33,3 - -
3000 - - 50,0 - 25,0 - -
IMZ + TBZ
1000+1000 - - 33,3 - - - 16,7
1000+2000 - - 100 - - - -
2000+1000 - - 25,0 - 37,5 - 25,0

(1)Penicillium  digitaturn;  (2)Penicillium italicum; (3)Colletotrichum gloeosporioides;
(4)Phytophthora  spp.; (5)Geotrichum candidum;, (6)Lasiodiplodia theobromae,
(7)Guignardia citricarpa. Imz — Imazalil. TBZ — Thiabendazole.

Embora a literatura relate em varias regides geograficas um maior nimero de
ocorréncia de bolor verde e azul em frutas citricas, relativamente a antracnose
(EL-REFAI & MAHMOUD, 1982; JIMENEZ et al.; 1985; DIAZ-BORRAS et al.:
1988; BUS, 1992), no presente trabalho ocorreu o contrario. Além disto, apenas

no tratamento comrespondente a testemunha algumas amostras de laranjas
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apresentaram o bolor azul. Vale destacar que as doengas provocadas pelos
fungos Penicillium spp. em frutas citricas sdo as mais importantes. A eficiéncia dos
fungicidas imazalil e tiabendazol no combate dos fungos P. digitatum e P. italicum
em laranjas ‘Péra’, observada no presente estudo, foi semelhante a evidenciada
por outros pesquisadores em laranjas de variedade ‘Shamouti’ e ‘Valencia’
(GUTTER, 1969; BROWN, 1985).

Depois da antracnose, as doengas com maiores incidéncias foram a podridao
amarga, provocada pelo fungo Geotfrichum candidum, e a pinta preta, causada
pelo fungo Guignardia citricarpa e, provavelmente, adquirida durante o cultivo da
laranja no campo. Destes fungos, apenas o Geotrichum candidum esta listado
entre os mais encontrados em frutas citricas (BROWN & ECKERT, 1989).

Os resultados relativos a incidéncia de doengas, definida como a percentagem
de amostras com doencgas dentro de um numero definido de frutas analisadas, e
ao indice de doengas, parametro que associa incidéncia e severidade de
podridoes, estdo apresentados na Tabela 5 e ilustrados na Figura 2. A Tabela 5

também apresenta os niveis residuais dos fungicidas ao final do armazenamento
a 4°cC.

Para o estudo da incidéncia e indice de doencas, foram selecionadas amostras
de laranjas com cores semelhantes e do mesmo tamanho, através de um sistema
automatizado disponivel no “packing house”, acionado e programado por
computador. Desta forma, as laranjas destinadas ao experimento possuiam
dimensGes e coloracdo uniformes. A incidéncia e indice de doengas foram
calculadas para estas laranjas, levando-se em consideragdo todas as doengas
encontradas, inoculadas naturalmente por patégenos. Em outras pesquisas este
calculo foi feito em relagdo a uma determinada doenga provocada por um fungo
especifico inoculado artificialmente na fruta (SAVASTANO & FAWCETT, 1929;
RAQO, 1984), excluindo-se as demais doengas.
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Conforme os resultados obtidos, ndo ocorreu diferenca significativa na incidéncia e
indice de doengas entre os tratamentos no primeiro armazenamento de 28 dias a
4°C (Tabela 5). Neste ensaio, as amostras controle, sem qualquer tratamento de
imers&o, apresentaram menores valores de incidéncia e indice de doengas do que
aquelas tratadas com fungicidas. Este comportamento foi semelhante ao
observado por PELSER, 1974, ao utilizar apenas thiabendazole na concentragao
de 3000mg/L para combater as podridées de Alternaria e peduncular em toranja
durante longo periodo de armazenamento. Segundo o relato do autor, as amostras
tratadas com este fungicida apresentaram deteriorag&o, provocada pelo fungo
Alternaria citri, igual ou maior do que o controle, enquanto que para a podriddo
peduncular n&o ocorreu diferenca.

Tabela 5. Incidéncia e indice de doengas (arcosenovx/1 00) e residuos de imazalil
(IMZ) e thiabendazole (TBZ) em laranjas ‘Péra’ tratadas em pés-colheita com
estes fungicidas e armazenadas por 28 dias a 4°C+2°C / 90%5% U.R., seguido
de mais 5 dias & 25+2°C /85%+5% U.R.

Tratamentos Doencas Residuos (mg/kg) (c)
sz Dosagem Incidéncia (%)  Indice(%) IMZ 187
rungicida " mgn) @ () (@ ()
Controle - 0,0 13,9 0,0 91 - -
Testemunha EA 7,5 12,3 59 94 - -
IMZ 500 3.8 7,5 20 59 52+04 -
1000 3,8 9.1 20 45 8620 -
2000 0,0 0,0 00 00 138+30 -
TBZ 1000 9,1 11,3 45 66 - 0,2+0,0
2000 7.0 3,8 35 20 - 0,3+0,0
3000 0,0 0,0 0,0 00 - 0,6 +0,1

IMZ+TBZ 1000+ 1000 16,9 9,1 86 53 41+07 0.1+00
1000+ 2000 3.8 3,8 38 32 51+20 0.3+0,0

2000+1000 75 38 41 20 61+18 01+00

(a)-resultados referentes ao final do primeiro armazenamento (28 dias).

(b)-resultados referentes ao final do segundo armazenamento (28+5dias).

Nao ocorreu diferenga significativa na incidéncia e indice de doengas entre os tratamentos
(Tukey, 5%).

(c)-os resultados de residuos dos fungicidas sdo média de trés determinagbes =+
estimativa de desvio padréo e se referem ao final do primeiro armazenamento (28 dias).

Conforme pode ser verificado na Tabela 5 e Figura 2, apdés o segundo

armazenamento (cinco dias a 25°C), as amostras submetidas aos tratamentos
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com os fungicidas apresentaram menores incidéncia e indice de doencas

relativamente as laranjas controle e testemunha.

De acordo com os resultados, as menores incidéncias e indice de doencas foram
observadas entre as amostras tratadas com as maiores concentragbes dos
fungicidas, as quais, consequentemente, apresentaram os maiores niveis de
residuos. Estes resultados indicam uma tendéncia @ diminuigdo da incidéncia e
indice de doencas a medida que aumenta a concentragéo do fungicida na calda,

dentro da faixa empregada no presente estudo (Figura 2).

T1- Controle

T2- Testemunha
T3- IMZ 500mg/L
T4- IMZ 1000mg/L
T5- IMZ 2000mg/L
T6- TBZ 1000mg/L
T7- TBZ 2000mg/L
T8- TBZ 3000mg/L

Incidéncia doenga

107 _ \ 5| T9- IMZ+TBZ 1000+1000mg/L
‘ e _ | | T10- IMZ+TBZ 1000+2000mg/L
s BF ik S, ; T11- IMZ+TBZ 2000+1000mg/L
g 6_5/
3 i3
8 4—/ ks
=1 |
= 1
= LB
0

™M T2 T3 T4 T5 T8 77 ™ T TI0 Ti1

Figura 2. llustragdo da incidéncia e indice de doencas de laranjas ‘Péra’ tratadas
em poés-colheita com imazalil e thiabendazole no segundo armazenamento de 5
dias a 25°C+2°C / 85%+5% U.R.

Imazalil e thiabendazole, quando aplicados isoladamente nas concentracdes de
2000 e 3000mg/L, respectivamente, combateram totalmente a incidéncia de
doengas, o mesmo nao ocorrendo com a mistura de ambos (Tabela 5). Estes

resultados sdo similares aos obtidos por BEZERRA et al. (1976), que observaram
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que benomil e thiabendazole, quando aplicados isoladamente 24 horas apoés
inoculagd@o de Penicillium digitatum, foram mais eficientes no combate a este
fungo do que quando formulados juntos. Por outro lado, PELSER (1974),
constatou o efeito sinérgico da mistura dos fungicidas thiabendazole e 2,4-D no
combate as doencas de podriddo peduncular e de podridao de Alternaria.

As amostras da laranja inteira fortificadas em niveis de 0,5 mg/kg e 1,0 mg/kg com
thiabendazole e imazalil apresentaram recuperagbes, segundo apresentado na

Tabela 6.

Tabela 6 - Fortificaggo e recuperacdo de thiabendazol e imazalil na laranja inteira.

Fungicidas Fortificacéo Recuperagéo (%) EDP
(mg/kg) n Amplitude Média (¥)

Imazalil 1.0 7 (82-117) 99.0 12.9
0.5 5 (94 - 99) 97.0 1.8

Thiabendazole 1.0 8 (83-117) 92.6 10.9
0.5 4 (84 -117) 954 156.5

n = numero de determinagdes. EDP=estimativa de desvio padrao.

Com excegéo das frutas submetidas a imersdo em emulsio de thiabendazole e
imazalil nas concentragdes 1000+1000 mg/L, todas as laranjas tratadas com
imazalil apresentaram niveis residuais deste fungicida acima do estabelecido pela
Legislacdo Brasileira de Residuos de Pesticidas (5,0mg/kg). Em relagdo ao
thiabendazole, nao foram detectados em qualquer das amostras niveis residuais
que ultrapassassem a tolerancia estabelecida pela legislacd@o nacional vigente e
pelo CODEX (BRASIL, 1990; BRASIL, 1998; FAO/WHO, 1998; FAO/WHO,
1998a).

4.CONCLUSOES

Os tratamentos em pds-colheita ndo alteraram a qualidade das frutas, medida

atraves dos parametros quimicos e fisico-quimicos.
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Os tratamentos em pés-colheita ndo foram eficazes no controle de doencas no

primeiro armazenamento, enquanto no segundo foram eficientes.

Nas condicdes empregadas no presente estudo, a eficiéncia do tratamento em
pds-colheita foi diretamente proporcional ao aumento das concentragbes dos
fungicidas aplicados isoladamente. Quando formulados em conjunto, a atuagéo
mais eficiente do thiabendazole e imazalili ocorreu nas concentragbes de
1000+2000mg/L, respectivamente.

Embora os niveis de thiabendazole nas laranjas estivessem abaixo da tolerancia
estabelecida pela Legislacdo Brasileira de Residuos de Pesticidas, somente as
frutas submetidas apenas a aplicagdo deste fungicida e aquelas submersas em
caldas de imazalil+thiabendazole (1000+1000mg/L) estavam adequadas para
consumo em relacéo a referida Legislagao..

Como o emprego do tratamento em pés colheita por imerséo pode resultar em
niveis residuais acima da tolerancia estabelecida, recomenda-se o monitoramento
dos residuos os fungicidas sempre que esta técnica for utilizada pelo produtor.
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CAPITULO 3

PULVERIZACAO DE LARANJAS ‘PERA’ COM IMAZALIL E
THIABENDAZOLE APOS ARMAZENAMENTO COM
ETILENO: AVALIACAO DA EFICIENCIA NO COMBATE A
FUNGOS E DETERMINACAO DOS NIVEIS RESIDUAIS DOS
FUNGICIDAS
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PULVERIZAGAO DE LARANJAS ‘PERA’ COM IMAZALIL E THIABENDAZOLE
APOS ARMAZENAMENTO COM ETILENO: AVALIAGAQ DA EFICIENCIA NO
COMBATE A FUNGOS E DETERMINACAO DOS NIVEIS RESIDUAIS DOS
FUNGICIDAS

RESUMO: Laranjas ‘Péra’ foram previamente estocadas durante trés dias com e
sem etileno e em seguida pulverizadas com imazalil, thiabendazole e a mistura de
ambos, formulados ou ndo com cera. Em seguida foram armazenadas durante 25
dias a 4°C + 2°C / 90% + 5% de U.R., seguidos de mais cinco dias a25°C +2°C/
80% + 5% de U.R. Foram identificadas cinco espécies de fungos: Penicillium
digitatum, Alternaria sp., Phytophthora sp., Geotrichum candidum e Guignardia
citricarpa. Com excegdo do atributo cor, nao ocorreram diferencas
estatisticamente significativas nos demais parametros quimicos e fisico-quimicos,
independente da exposigdo ao etileno. Os resultados obtidos indicam que o etileno
é eficiente no desverdecimento de laranjas, sem comprometer seus atributos de
qualidade, e que o tratamento posterior com cera contribui para manter inalterado
0 padréo de cor obtido. A pulverizacdo com imazalii foi eficaz no controle da
incidéncia e do indice de doengas apenas para laranjas armazenadas a 25°C +
2°C. O tratamento com thiabendazole n&o foi efetivo no combate as doengas. Em
ambos os casos, os niveis residuais dos fungicidas permaneceram abaixo das
respectivas tolerancias estabelecidas pela Legislagéo Brasileira de Residuos de
Pesticidas.

PALAVRAS-CHAVE: Laranja; Fungos: Tratamento pés-colheita; Imazalil:
Thiabendazole
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SPRAYING OF ‘PERA’ ORANGE FRUIT WITH IMAZALIL AND
THIABENDAZOLE AFTER STORAGE WITH ETHYLENE: EVALUATION OF
EFFICIENCY AGAINST FUNGI AND RESIDUES LEVELS OF FUNGICIDES

SUMMARY: Oranges were previously stored for three days with air supplemented
with ethylene and then sprayed with imazalil, thiabendazole and a mixture of both
fungicides, formulated with and without wax. After the treatment, the oranges were
stored during 25 days at 4°C + 2°C / 90% + 5% R.H., followed by a five days
storage at 25°C + 2°C / 80% + 5% R.H. Five pathogens were identified: Penicillium
digitatum, Alternaria sp., Phytophthora sp., Geotrichum candidum e Guignardia
citricarpa. With exception of the attribute color, no significative differences were
observed inthe chemical and physical-chemical parameters, independent of the
exposure to ethylene. The results indicate that ethylene is effective for the
degreening of orange with no action on the quality parameters. A further treatment
with wax contributes to keep the pattern of colour unchanged. Spray application of
imazalil was effective in controlling the incidence and disease index in oranges
only when the fruits were stored at 25°C + 2°C. Sparying with thiabendazole was
not effective against the investigated diseases. For both fungicides, the residue
levels were below the respective maximum residue level established by the
Brazilian legislation in force.

KEY-WORDS: Orange, Pathogens, Treatment postharvest, Imazalil,
Thiabendazole
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1. INTRODUGAO

A laranja ‘Péra’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] é uma variedade brasileira com
potencial para exportagio no cenario mundial. Nas duas ultimas décadas, o Brasil
foi o maior produtor mundial desta variedade e as perspectivas de aumento de
produtividade para os proximos anos sio promissoras. As condi¢des climaticas e
O solo apropriado para o cultivo dos citricos existentes no Brasil favorecem a
colheita abundante desta variedade (HASSE, 1987; DONADIO et al., 1995; MAIA
etal., 1996; ABECITRUS, 1999; FNP, 1999).

Entretanto, a alta umidade e a temperatura elevada, que prevalecem na maior
parte do ano no Brasil, contribuem para que ocorram perdas de até 30% das frutas
Ccaso as mesmas nao sejam submetidas a tratamento em pés-colheita com
fungicidas. Tais perdas sdo causadas por fungos, os quais inoculam seus esporos
na fruta, durante o crescimento desta no campo, provocando doengas que
permanecem latentes, vindo a se manifestar depois da colheita. Outros fungos
atacam a fruta apds a colheita, até o consumo da mesma (BROWN & WILSON,
1968; ECKERT, 1978; CUNAT & CASAS, 1979: PAPADOPOULOU-MOURKIDOU,
1991).

No mercado competitivo existente no cenario internacional, a qualidade da fruta é
um dos principais fatores que determinam o volume de exportacdo. Alguns
atributos em sua composigdo quimica, como &cido ascorbico, sdlidos sollveis
totais, acidez total titulavel e cor, sdo utilizados como parametros de aferigdo da
qualidade da laranja. Estas variaveis fisiolégicas podem sofrer alteragbes se a
laranja, no periodo compreendido entre a colheita e o consumo, ou seja, durante o
transporte até o seu destino final, ndo receber um tratamento adequado em pos-
colheita, seguido de armazenamento em temperatura e umidade controladas
(BLEINROTH, 1973; KADER, 1985: THOMPSON, 1985, MARTENS &
BAARDSET, 1987).

Outro fator que influencia a qualidade é o periodo de armazenamento associado

com a atmosfera de estocagem. AHARONI & HOUCK (1982) verificaram
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comportamentos diferentes quanto & alteragcdo de cor em laranjas de variedade
‘Rubi’, ‘Tarocco’' e ‘Sanguinello’ submetidas & atmosferas com ar, etileno ou
mistura de oxigénio e nitrogénio. Ndo foram observadas diferencas significativas
nas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas.

A cor é um atributo de grande importancia porque € o primeiro contato que 0
consumidor tem com o alimento. Para obtengédo de uma fruta com coloragao
atraente e que atenda ao padrdo de aceitagdo do consumidor, utiliza-se a
tecnologia de aplicagdo de etileno durante o armazenamento do fruto. O etileno &
responsavel pelo desverdecimento da casca das laranjas por meio da degradagéo
da clorofila e da biossintese dos carotendides. Entretanto, embora a aplicagao
deste gas solucione a rejeigao de frutas com coloragéo verde, pode acentuar em
algumas variedades de citros a vulnerabilidade da fruta em contrair determinadas
doengas de pés-colheita (WINSTON, 1933; BROOKS, 1944; GRIERSON &
NEWHALL, 1960; YOUNG & JAHN, 1972; EL-ZEFTAWI, 1973; KITAGAWA et al.,
1978).

A tecnologia de pés-colheita com fungicidas pode neutralizar a agéo dos fungos se
aplicada de maneira criteriosa. Existem varias técnicas de aplicagéo da calda
fangica. A pulverizagéo tem sido uma das mais empregadas e, entre os fungicidas,
o imazalil e o thiabendazole tém sido utilizados com mais frequéncia no combate a
varios fungos, como o Penicillium digitatum, o Penicillium italicum, o Geotrichum
candidum e o Alternaria citri, em diferentes variedades de laranjas (GUTTER et
al., 1974. BROWN et al., 1983; KITAGAWA & TANI, 1984; TUSET, 1987,
BROWN & CRAIG, 1989).

Aspectos toxicolégicos associados com o uso de fungicidas tornam obrigatdria a
determinagdo de seus residuos ao término do tratamento ou ao final de cada
periodo de armazenamento, de forma a garantir niveis abaixo dos limites
estabelecidos por legislagbes especificas, tanto a nivel nacional como
internacional. No Brasil, o thiabendazole foi registrado para uso em pés-colheita

para algumas frutas, com limite maximo de 10,0mg/kg para a laranja inteira,
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enquanto o imazalil foi registrado, oito anos depois, com Limite Maximo de
Residuos (LMR) estabelecido em 5,0mg/kg (RAO, 1984: BRASIL, 1990; BRASIL,
1998).

Os objetivos deste trabalho foram identificar as doencas e fungos em laranjas
‘Péra’, avaliar a eficiéncia da pulverizagdo das frutas com imazalil e thiabendazole
no controle dos fungos, quantificar os niveis residuais destes fungicidas e
determinar os atributos acido ascorbico, acidez total titulavel (ATT), sdlidos

soluveis totais (SST), pH e cor, no periodo de armazenamento, com e sem etileno.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e Padroes

Os padrées de imazalil (Dr. Ehrenstorfer, Augusburg, Alemanha) e thiabendazole
(Merck & Co., Inc., Rahway, NJ) foram dissolvidos em metanol grau residuo
(Lichrosolv), para preparagcdo de solugées a 100mg/L. Em seguida, por diluicdo
em hexano para residuo (Lichrosolv), obtiveram-se as concentragdes de 10, 5,0,
1.0, 0,5, 0,2 e 0,mg/L de ambos os fungicidas. Os demais reagentes utilizados
foram NaCl (tratado previamente em mufla, durante oito horas, a 450°C), Na,S04
(tratado previamente em mufla, durante oito horas, a 650°C) e o solvente acetato
de etila para residuo (Lichrosolv).

2.2 Matéria-Prima

Laranjas de variedade ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) foram cultivadas no ano
de 1998 na Fazenda da Industria FISCHER Agropecudria, no municipio de
Matao/SP, sem aplicagdo dos fungicidas imazalil e thiabendazole. As laranjas
foram colhidas em fevereiro de 1999, transportadas até o local da realizagéo dos
ensaios, lavadas com agua (para retirada de sujidades oriundas da colheita) e
secadas.
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2.3 Tratamento P6s-Colheita Pulverizagédo (Aplicacao Prévia de Etileno)

Ap6s colheita no campo, as laranjas foram transportadas até o ‘packing house’ e
submetidas sequencialmente as seguintes etapas: 1) aplicag@o prévia de etileno
(4mL/L) durante 3 dias; 2) tratamento em pos-colheita por pulverizagdo com 0s
fungicidas imazalil e thiabendazole; 3) armazenamento durante 25 dias a 4°C +
2°C/ 90% + 5% U.R., seguidos de mais cinco dias a 25°C + 2°C / 85% + 5% U.R.
(Figura 1).

Na primeira etapa, as laranjas foram pulverizadas com solugéo de thiabendazole
(1000mg/L) e entdo separadas em dois lotes e armazenadas por 3 dias a 25°C +
2°C/ 85% + 5% UR. Um dos lotes foi ainda submetido a aplicagdo diaria de
etileno/ar sintético (4mL/L), durante os trés dias de armazenamento. Foram

realizadas as andlises de residuos de thiabendazole antes e apds o
armazenamento.

. Pulverizacio
Larania Lavagem com agua .
sk raj — secagem 3 thiabendazole(1000mg/L)
Armazenamento J Armmazenamento
(25°C + 2°C/ 85% + 5% U.R.) (25°C £ 2°C/ 85% £ 5% U.R))
3 dias em Etileno 3 dias
Lavagem/ secagem Lavagem/ secagem
pulverizagdo com fungicidas pulverizagado com fungicidas
Tabhela 1 Tabela 1
Amazenamento Armazenamento
25 dias 25 dias
4°C £ 2°C / 90% £ 5% U.R. 4°C + 2°C / 90% % 5% U.R.
Amazenamento ( 5 dias) Amazenamento ( 5 dias)
25°C + 2°C / 85% £ 5% U.R 25°C + 2°C / 85% = 5% U.R

FIGURA 1. Fluxograma do ensaio com as laranjas.
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Na segunda etapa, as laranjas armazenadas previamente com e sem etileno
foram lavadas separadamente, secadas e divididas em oito lotes. Um dos Iotes
ndo foi submetido a nenhum tratamento (controle) e os restantes foram
submetidos & pulverizagdo com imazalil (Magnate 500 CE) e thiabendazole
(Tecto 600) em combinagédo com espalhante adesivo (Agral) e cera, sendo que um
deles foi pulverizado apenas com cera (testemunha) (Tabela 1) Para cada
tratamento foram realizadas trés repeticées.

As laranjas correspondentes aos tratamentos 3, 4, e 5 foram pulverizadas apenas
uma vez com os fungicidas formulados juntos com a cera e as dos tratamentos 86,
7 e 8 (Tabela 1) foram pulverizadas duas vezes, a primeira com os fungicidas
formulados com espalhante adesivo, seguido de uma segunda pulverizacdo com
cera.

Tabela 1. Tratamentos de laranjas em pés-colheita por pulverizagdo com
fungicidas.

Tratamento Fungicida + Cera Fungicida + EA (0.002%) Cera
1 (Controle) - - -
2(Testemunha) - - Sim
3 IMZ [1000mg/L ] - -
4 TBZ [1000mg/L] g -
5 IMZ+TBZ [1000+1000mg/L] . =
6 - IMZ [1000mg/L ] Sim
7 - TBZ [1000mg/L] Sim
8 - IMZ+TBZ [1000+1000mg/L] Sim

EA= Espalhante Adesivo. IMZ= Imazalil. TBZ = Thiabendazole

A pulverizagdo foi realizada de forma automatizada no galpdo de embalagem da
industria FISCHER Agropecuaria. O sistema era formado por uma esteira em
movimento, por onde as frutas eram conduzidas, com dois pontos fixos para
pulverizacéo separados entre si no percurso das laranjas. Os pulverizadores
consistiam de uma tubulacdo com quatro furos na parte inferior, colocada acima e
disposta perpendicularmente & passagem das frutas, interceptada por uma bomba
de sucgéo, com a outra extremidade do tubo submersa em recipiente de plastico
de 200 litros em constante agitagdo, onde foram preparadas as caldas. No local

onde ocorria a pulverizagéo, as laranjas eram submetidas a movimento de rotacao
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para permitir o completo contato com o fungicida. Apés pulverizag&o, ainda na
esteira, as laranjas passaram por um tunel com ventilagéo for¢ada, onde as frutas
eram secadas. No final do percurso, as laranjas j& secas foram separadas
uniformemente por tamanho e cor por meio de comando acionado por
computador.

2.4 Armazenamento

Apds serem submetidas ao tratamento pds-colheita pulverizagdo e secadas
conforme descrito no item anterior, as laranjas foram acondicionadas em caixas de
papeldo com orificios, tampadas e armazenadas em camara, durante 25 dias, a
4°C + 2°C / 90% + 5% de U.R. acrescentando-se mais cinco dias a 25°C + 2°C /
85% + 5% de U.R.

2.5 Homogeneizagao e Analises das Laranjas

Terminado o primeiro periodo de armazenamento, dez laranjas inteiras foram
cortadas em pequenos pedagos, homogeneizadas em processador,
acondicionadas em frascos de vidro fechados com tampas envolvidas em papel
aluminio e armazenadas em congelador a —20°C até a ocasido das analises de
residuos dos fungicidas. Dez laranjas foram destinadas as determinagbes de pH,
solidos soltveis totais (SST), acido ascorbico, acidez total titilavel (ATT) e cor (a,
b, L). Foram realizadas trés repetigées para cada uma destas analises.

As analises para caracterizagdo de fungos, incidéncia e indice de doengas foram
realizadas com quinze amostras do primeiro e segundo armazenamentos, com
quatro repetigoes.

2.6 Método de Extragao dos Fungicidas

O método de MINELLI et al. (1996) foi utilizado para extragdo de imazalil e
thiabendazole em laranjas. Em tubo de vidro de 50mL foram pesados 5g de

amostra, adicionando-se a seguir 2g de NaCl e 10mL da mistura hexano:acetato
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de etila (1:1 v/v). O tubo foi fechado com tampa de teflon e agitado durante 30
minutos em agitador rotatério. Apds 10 minutos de repouso, transferiu-se uma

aliquota de 5,0mL do sobrenadante para um tubo concentrador contendo 0,5g de
N32304.

ApGs cinco minutos, o extrato foi transferido para outro tubo e evaporado até
1,0mL, ou diluido até a faixa de concentragdo da resposta linear do detector, e
injetado em cromatégrafo gasoso.

2.7 Quantificagéo por Cromatografia Gasosa

As analises de imazalil e de thiabendazole foram conduzidas utilizando-se
cromatégrafo a gas HP 6890 acoplado a microcomputador, equipado com
detectores de ionizacdo de chama (FID) e de fotometria de chama (FPD),
respectivamente. Foram utilizadas as seguintes condigdes de analise:

Cromatbgrafo com detector FID: coluna capilar HP-50+50% fenil metil siloxano
(30m de comprimento, 320um de diametro interno e 0,25um de filme); vazao do
gés de arraste (N2) 2,0mL/min: programacao de temperatura de 40°C (dois
minutos), primeiro gradiente de 20°C/min até 200°C (dois minutos), segundo
gradiente de 10°C/min até 240°C (dois minutos); injetor no modo “pulsed splitless”
a 250°C, pressao 58,6MPa, vazio 64,6mL/min; injegdo pulso com 344, 8MPa até
um minuto, vazao de purga 60mL/min até um minuto; detector a 300°C com H, a
35mL/min, ar sintético a 400mL/min e “make up” de 35mL/min. O tempo de
retengao para o imazalil, nestas condi¢des, foi de 17,5 minutos.

Cromatégrafo com detector FPD: coluna capilar HP-5% Fenil metil polissiloxano
(30m de comprimento, 320um de diametro interno, 0,25um de filme); vazio do gas
de arraste N, a 2,0mL/min: com a mesma programacdo de coluna usada no
detector FID; injetor no modo “pulsed splitless” a 250°C, pressdo 58,6MPa, injecéo
pulso com 344,8MPa até um minuto, vazio de purga 15mL/min até um minuto;
detector a 250°C com filtro para deteccdo de enxofre (393nm); H, hidrogénio a
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50mL/min: ar sintético 60mL/min e “make up”’ a 60mL/min. Nestas condi¢des, o
tempo de retencéo do thiabendazole foi de 16,5 minutos.

As curvas analiticas foram construidas relacionando area do pico versus
concentragdo (mg/L) do imazalil e thiabendazole, com linearidade nas faixas de
concentracbes de 0,2mg/L a 2,0mg/L e de 0,1mg/L a 2,0mg/L, com coeficientes de
correlagéo de 0,9962 e 0,9997, respectivamente.

2.8 Fortificagdo e Recuperagcao

As amostras isentas dos fungicidas foram fortificadas com thiabendazole e imazalil
nas concentracbes de 0,5mg/kg e 1,0mg/kg . Em seguida, extrairam-se o
thiabendazole e imazalil, segundo o procedimento descrito no subitem «Método de
Extracdo dos Fungicidas». Para quantificagdo foi utilizado o método do padrao
externo, usando-se a curva analitica obtida nas mesmas condi¢gdes de anélise
utilizadas para as amostras.

2.9 Analise de Fitopatologia

Para isolamento dos patdgenos foi utilizada a metodologia de TUITE (1969),
como descrito a seguir. Fragmentos da amostra com sintomas de doengas foram
retirados com uma lamina cirdrgica, higienizados para eliminacéo das sujidades
superficiais e depositados em placa de Petri contendo alcool etilico (70%) durante
trinta segundos. Em seguida, os fragmentos foram retirados desta placa e
colocados em outra placa de Petri com hipoclorito de sodio (2%). Posteriormente,
os fragmentos foram enxaguados duas vezes em agua esterilizada e colocados
em papel de filtro para secagem. Na sequéncia, foram colocados em meio de
cultura (BDA — Batata Dextrose Agar), introduzidos em uma camara asséptica
(camara de germinagdo Marconi tipo BOD —MA403) e incubados neste meio.

Observou-se, durante trés dias, o crescimento dos patdégenos.

A identificacdo dos patdégenos causadores de podriddes pos-colheita foi realizada
com auxilio de chave de classificagéo, referéncias bibliograficas, analisando-se as
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estruturas dos microrganismos em microscépio optico (Nikon — Labophot -2). As
estruturas foram retiradas tanto de lesées de frutas como da cultura pura do
patégeno, em meio de cultura.

Para andlise de incidéncia de doencas, realizou-se a contagem do numero de
laranjas que apresentavam sintomas de doengas. Para a severidade adotou-se
um sistema de notas variando de zero a quatro, de acordo com a &rea lesionada
na laranja (O=nenhum; 1=1 a 25%; 2=25% a 50%; 3=50% a 75%; 4=75% a 100%).
Apos determinagéo da severidade, obteve-se o indice de doencas utilizando-se a
formula abaixo, onde ID=indice de doengas, n(._g=ndmero de laranjas infectadas

(escala de notas) e N=nuUmero total de laranjas. T=nota maxima.

ID (%)= [(1. ny)+(2. N2)+(3. na)+{4. na)] x 100
T.N

2.10 Analises Quimicas (Acido Ascérbico, ATT)

O método de Tilmans (LEES, 1975) foi utilizado para quantificacdo do teor de
acido ascorbico em suco da laranja. Em 100g do suco, adicionou-se 1% de acido
oxalico, titulando-se a seguir com solugdo de 2,6-diclorofenocllindofenol-sédio
(DCFI) (2%) até aparecimento de coloragio rosada persistente. O resultado foi
expresso em mg de acido ascorbico/100g de suco.

A acidez total titulavel (ATT) em amostras de laranja foi expressa como
quantidade de &cido citrico determinada por titulagdo com 0,1mol/L de NaOH,
utilizando-se de pHmetro digital Mettler Toledo modelo 320 com eletrodo Mettler
Toledo Inlab 413, até ponto de viragem em pH 8,10 (CARVALHO et al., 1980). O
resultado é expresso em mg de acido citrico anidro em 100g de suco.
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2.11 Analises Fisico-Quimicas

Para determinagdo do pH do suco das laranjas foi utilizado o pHmetro digital
Mettler Toledo modelo 320 com eletrodo Mettler Toledo Inlab 413, com
compensacdo automatica de temperatura (IAL, 1985).

A quantificacdo dos sélidos solaveis totais (SST), em °Brix, foi obtida por meio de
leitura em refratometro Atago modelo N1, com escala de 0-32° (PEARSON,
1973).

Para a avaliacdo da cor da fruta foi utilizado o Colorimetro Minolta modelo CR-
300, utilizando o sistema “L”, “a@” e “b”. Sendo L a luminosidade que varia de O
(preto) a 100 (branco) e “a” e “b” sdo coordenadas de croma, onde -a (verde),
+a(vermelho) e -b(azul), +b(amarelo), ambos variando de —60 a +60. Foram
marcados dois pontos em cada pélo e mais dois pontos no equador da laranja
para realizagao das medidas diretas de cor.

2.12 Analise Estatistica

O experimento foi conduzido utilizando o delineamento completamente
casualizado, com trés repetigbes por tratamento. Os resultados foram submetidos
a andlise de variancia paramétrica univariada e as médias comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia (GOMES, 1976). No caso das analises
de incidéncia e indice de doengas, foi adotada a transformagéo Vx/100.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A separacdo automatizada das laranjas por tamanho e cor fez com que as
amostras utilizadas no experimento fossem uniformes. O tratamento com etileno
foi realizado antes da pulverizagéo com os fungicidas e posterior armazenamento,
uma vez que, operacionalmente, € mais pratico comercializar a laranja
imediatamente apds sua chegada ao destino final.
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3.1 Anélises Quimicas e Fisico-Quimicas

Os resultados das analises de acidez total tituldvel (ATT), pH, acido ascorbico e
solidos sollveis totais (SST) encontram-se na Tabela 2. De acordo com os
resultados obtidos, observa-se que n3o ocorreu diferenca significativa quando se
comparam todos os atributos quimicos e fisico-quimicos das laranjas
armazenadas com et e sem etileno, dentro do mesmo tratamento e periodo de
armazenamento.

Analisando-se separadamente os dados obtidos para as amostras armazenadas
com e sem etileno, verifica-se também que n&o ocorreu diferencga significativa nos
valores de acidez total titulavel (ATT), pH e sdlidos soldveis totais (SST) entre os
tratamentos no mesmo periodo de armazenamento e nem entre os dias de
armazenamento considerando-se 0 mesmo tratamento.

A n&o variagdo nos valores de pH e sélidos soldveis totais (SST) encontrados no
presente estudo também foi observada por MILLER & McDONALD (1991), em
laranjas de variedades ‘Marsh’ e ‘Ruby red’ ao final do armazenamento de quatro
semanas a 10°C, seguido de uma semana a 21°C. Laranjas de variedade ‘Ruby’,
‘Taroco’ e ‘Sanguinello’ também apresentaram os mesmos valores de SST ao final
do armazenamento de quatro semanas a 15°C nas atmosferas de ar, etileno/ar e
mistura com diferentes proporgdes de oxigénio e nitrogénio (AHARONI & HOUCK,
1982)

Resultado semelhante ao observado no presente estudo também foi relatado por
COHEN et al. (1990) que constataram a ndo alteracdo de SST e ATT em &cido
citrico de variedade ‘Murcot depois da aplicagdo de cera e posterior
armazenamento por duas semanas a 5°C, seguido de mais uma semana a 17°C.
Por outro lado, estes pesquisadores relataram que ocorreu diminuicdo da ATT
nesta variedade citrica submetida ao mesmo tratamento, quando as frutas foram
armazenadas durante quatro semanas a 5°C, seguido de mais uma semana a
s Fad ol
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Quanto ao &cido ascorbico, verifica-se que ocorreu um decréscimo de
aproximadamente 10% entre o inicio e o final de 25 dias de armazenamento em
praticamente todas as amostras tratadas ou ndo com etileno e submetidas 3
pulverizacdo com fungicidas, seguida de aplicagdo com cera. Para o mesmo dia
de armazenamento, observa-se que nao ocorreu diferenga significativa no teor de
acido ascérbico entre os tratamentos.

Além do tempo relativamente longo de armazenamento favorecer a reducdo do
teor de &cido ascorbico, deve-se considerar também a contribuigdo do
desverdecimento da fruta associado a aplicagé@o de cera que, segundo PURVIS
(1983), altera o processo fisiolégico de transpiracdo e respiragdo da fruta,
podendo influenciar a reducéo deste atributo.

Os resultados das andlises de cor, referentes aos valores de “a@” (azul-amarelo),
‘" (verde-vermelho) e “L” (luminosidade) encontram-se na Figura 2. Conforme
verificado nesta figura, os valores de “a” (azul-amarelo), de “b” (verde-vermelho) e
de “L" das laranjas tratadas com e sem etileno apresentaram diferencas
significativas dentro do mesmo tratamento e armazenamento. Os valores de “a”,
‘D" e “L”, sempre maiores para as laranjas tratadas com etileno, indicam que
estas frutas apresentaram uma coloragdo mais amarela do que vermelha e maior
luminosidade. Em ambos os tratamentos observa-se que os valores de “a”, “b’ e
‘L” das amostras-controle aumentaram com o periodo de armazenamento,
enquanto para os outros tratamentos estes valores permaneceram inalterados.
Este resultado pode ser atribuido a aplicagdo de cera em todas as amostras,
exceto no controle, a qual influenciou na respiracéo fisiolégica da fruta,
bloqueando o desverdecimento durante o periodo de armazenamento.

Este resultado concorda com aqueles obtidos por MILLER & McDONALD (1989),
que estudando a variedade de citros ‘Minneola’, tratada em pés-colheita com cera,
verificaram a n&o alterago do parametro de cor “a” entre o inicio e o final de duas
semanas a 4,4°C.
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—a&—|MZ 1000mg/L (cera) —a—{MZ 1000mgiL (cera)
—v—TBZ 1000mg/L (cera) —»—TBZ 1000mg/L (cera)
—o—IMZ+TBZ 1000+1000mg/L (cera) —+—MZ+TBZ 1000+1000mgiL {cera)
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Figura 2. Valores de “a@” (azul-amarelo), de “b” (verde-vermelho) e de “L” (luminosidade)
das laranjas armazenadas com e sem etileno, durante 0 armazenamento a 4°C + 2°C/90%
+ 5% de U.R.

Mesmo sem aplicagdo de cera, porém submetendo citrus de variedade ‘Rubi red’

ao tratamento pés-colheita com vapor quente, MILLER & MCDONALD (1991)
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verificaram a néo alteragio do valor de “a” ao final do armazenamento de quatro
semanas a 10°C.

3.2 Doengas (Identificagdo, Incidéncia e indice) e Residuos de Fungicidas

A pulverizagdo das laranjas com as diferentes formulagdes de fungicidas foi
realizada de forma automaética, com as caldas sob constante agitac&@o, permitindo
a aplicagdo do produto de maneira homogénea. Também por um sistema
automatico e computadorizado, as amostras foram previamente separadas por
tamanho e cor, garantindo a selegao uniforme das frutas.

Nas amostras analisadas foram encontradas as doengas de bolor verde
(Penicillium digitatum), podriddo negra (Alternaria sp.), podriddo marrom
(Phytophthora sp.), podriddo amarga (Geotrichum candidum) e de pinta preta
(Guignardia citricarpa). N&o foram detectadas as doencas de bolor azul
(P.italicum), antracnose (Colletotrichum gloeosporioides), podriddo de Aspergillus
(Aspergillus niger) e podrid&o peduncular (Lasiodiplodia theobromae).

Das doencas identificadas nas laranjas, a pinta preta, provocada pelo fungo
Guignardia citricarpa, foi a de maior ocorréncia. Esta doenga provavelmente
ocorreu durante o cultivo da laranja no campo, tendo o fungo permanecido na fruta
depois da colheita.

Em relagéo &s amostras com a pinta preta, observou-se maior incidéncia desta
doenga nas laranjas que foram submetidas ao desverdecimento com etileno, o
que indica que nestas frutas os fungos encontraram uma situacdo mais favoravel
para se desenvolver. Resultados similares foram observados por McCORNACK
(1971), em laranjas das variedades ‘Hamlin’ e ‘Valencia’, submetidas a
desverdecimento com etileno. Neste estudo, a incidéncia das doencas de podridao
peduncular e mofo verde foram maiores nas frutas desverdecidas com etileno do
que naquelas armazenadas sem este gas.
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Conforme os resultados apresentados, ndo ocorreu diferenga na incidéncia e
indice de doencas entre os tratamentos no primeiro armazenamento a 4°C e 90%
de umidade relativa (Tabela 3).

Tabela 3. Incidéncia e indice de doengas (ID) arcosenVx/100 em laranjas tratadas
pos-colheita com diferentes concentragbes de fungicidas, previamente expostas
ou ndo ao etileno, no inicio e final do armazenamento a 4°C + 2°C / 90% = 5% de

U.R.

Tratamento Pas-Colheita das laranja

ARMAZENAMENTO — — ,
(25 dias a 4°C % 2°C . Fungicida + cera Fungicida + EA, seguido de cera
/90% + 5% de U.R.) ~Controle Testemunha — o ——r—— o oMz TBZ  IMZ+TBZ
1000*  1000* 100041000  1000* 1000*  1000+1000"
B INIiCIO 21,2 21,1 281 91 12,1 19,9 12,3 53
o FIM 14,8 21,7 182 242 258 21,9 29,1 228
<L
o
S 5 INiCIO 15,9 98 145 84 105 121 16,6 10,4
FIM 24,0 14,4 137 70 12,1 14,4 17,0 22,8
- INICIO 21,2 21,1 310 139 12,1 19,9 12,3 17,7
o FIM 21,4 28,7 240 286 30,7 23,0 31,5 248
- INiCIO 20,1 173 145 121 143 189 17,7 10,4
FIM 24,0 19,1 148 191 228 14,4 225 24,8

CE =com etileno. SE=sem etileno. EA =Espalhante adesivo. IMZ=imazalil. TBZ=thiabendazole
*=mg/L . As analises da ocorréncia de podridoes néo foram feitas na mesma amostra no inicio e
final do experimento. Os resultados sdo média de 4 repetigdes com 15 frutos por parcela.

Os resultados das analises de incidéncia e indice de doengas no inicio e final do
segundo armazenamento encontram-se na Tabela 4.

Verificam-se nas Tabelas 3 e 4 que na maioria das amostras submetidas
previamente a estocagem com etileno ocorreram dentro do mesmo tratamento e
armazenamento maior incidéncia e indice de doengas do que as nao tratadas com
este gas.
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Tabela 4. Incidéncia e indice de doencas (ID) arcosenvx/100 em laranjas tratadas
pos-colheita com diferentes concentragcGes de fungicidas, previamente expostas
Ou n&o ao etileno, no inicio e final do armazenamento.

Tratamento Pos-Colheita das laranja

ARMAZENAMENTO — . .
(5 dias a 25°C + 2°C Fungicida + cera Fungicida + EA, seguido de cera
/85% +5% de U.R.) Controle Testemunha —rm——0> IMZ+TBZ _ IMZ TBZ  |MZ+TBZ
1000*  1000*  1000+1000°  1000* 1000*  1000+1000"
- BE INICIO 21,2 21,1 31,0 139 12,1 19,9 12,3 177
o FIM 214 287 240 286 30,7 17,9 31,5 24,8
4Ll
(o]
3] i INicIO 20,1 17,3 145 121 14,3 18,9 17,7 10,4
FIM 24,0 19,1 148 19,1 28 14,4 225 24,8
- INiCIO 10,4 10,3 14,4 6,9 6,0 97 6,1 87
FIM 12,2 9,1 108 16,6 18,0 11,6 15,6 148
=)
- INiCIO 9.9 8,6 72 6,0 73 53 7.8 5,1
FIM 13,1 9.4 73 9,9 10,4 7.1 10,9 15,4

CE =com etileno. SE=sem etileno. EA =Espalhante adesivo. IMZ=imazalil. TBZ=thiabendazole
*=mg/L . As andlises da ocorréncia de podridées nio foram feitas na mesma amostra no inicio e
final do experimento. Os resultados sdo média de 4 repeticoes com 20 frutos por parcela.

O armazenamento das laranjas pulverizadas com imazalil (1000mg/L), seguido ou
néo da aplicagdo de cera, resultou na redugcdo ou manutencdo da incidéncia de
doengas. Entretanto, em todas as outras amostras tratadas com fungicidas,
incluindo o controle e a testemunha, observou-se que a incidéncia de doencas
aumentou no final do armazenamento.

Nas laranjas pulverizadas com imazalil formulado junto com a cera, o indice de
doengas permaneceu o mesmo ou foi reduzido apés o segundo periodo de
armazenamento. Em todos os outros tratamentos, as amostras apresentaram
aumento do indice de doengas ao final do armazenamento. Como ocorrido para a
incidéncia, verifica-se que o indice de doencas foi maior nas amostras tratadas
previamente com etileno do que naquelas ndo submetidas a este gas.
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Esta tendéncia de susceptibilidade &s doencas em amostras desverdecidas com
etileno ja foi relatada por outros pesquisadores. McCCORNACK (1971) constatou
maior incidéncia de doengas em laranjas de variedades ‘Hamlin’ e ‘Valencia',
quando as mesmas foram armazenadas com 4mL/L de etileno. Outros trabalhos
também confirmam maior inoculagdo natural de fungos em citros, decorrente da
aplicagdo deste gas para desverdecimento da casca (FULTON et al., 1929,
WINSTON, 1933; BROOKS, 1942; BROOKS, 1944).

As fortificacdes e os resultados das recuperagdes dos residuos de imazalil e
thiabendazole na laranja inteira encontram-se na Tabela 5. Verifica-se que as
recuperagbes estdo na faixa de concentracdo dos valores aceitos
internacionalmente (70% a 120%).

Tabela 5 - Fortificagdo e recuperacgéo de thiabendazol e imazalil na laranja inteira.

Fungicidas Fortificagcéo Recuperagéo (%) EDP
(mg/kg) n Amplitude Média (£)

Imazalil 1.0 7 (82 -117) 99.0 12.9
0.5 5 (94 - 99) 97.0 1.8

Thiabendazole 1.0 8 (83-117) 92.6 10.9
0.5 4 (84 - 117) 95.4 15.5

n = numero de determinagdes. EDP=estimativa de desvio padrao.

Os resultados das analises de residuos dos fungicidas no inicio e final do primeiro
armazenamento encontram-se na Tabela 6.

Os niveis de residuos de thiabendazole, decorrentes de sua pulverizagédo em
etapa anterior ao armazenamento das laranjas com etileno, foram de 1,86mg/kg e
1,87mg/kg nas laranjas tratadas com etileno e 1,86mg/kg e 1,80mg/kg para as nao
tratadas com etileno, respectivamente no inicio e fim dos trés dias de
armazenamento. Esta aplicacdo prévia com thiabendazole teve por finalidade
proteger a laranja contra doencas favorecidas nas condi¢bes utilizadas para
desverdecimento das laranjas.
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Tabela 6. Residuos dos fungicidas no inicio e final do armazenamento a 4°C +
2°C/90% * 5% de U.R. de laranjas estocadas previamente com ou sem etileno.

Tratamento Pés-Colheita / Residuos dos Fungicidas (mg/kg) @

Dias Fungicida (mg/L) + Cera Fungicida (mg/L) + EA, seguido de Cera
Mz TBZ [IMZ  + TBZ] IMZ TBZ [IMZ + TBZ]
1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

CE 14+01 42102 13201 31+07 10+00 16+ 01 14+01 34+06
0 SE 15+01 50+05 10+ 01 21+03 10+01 15+ 02 13+02 31+0,0

25 CE 15+02 4602 14£01 38+£04 12+01 1701 1.1£00 23+07
SEE 13+02 25+02 12+ 01 22+07 13+02 17+00 14+ 01 29+02

(a) Média de trés determinagbes + estimativa de desvio padrdo. C/E = com etileno, S/E = sem
etileno . Armaz.=armazenamento.

Em todos os tratamentos, os niveis residuais dos fungicidas ficaram abaixo dos
respectivos limites maximos de tolerancia estabelecidos pela legislagdo vigente e
CODEX (BRASIL, 1990, BRASIL, 1998, FAO/WHO, 1998).

4. CONCLUSOES

Em relag&o aos resultados obtidos, conclui-se que:

A aplicagéo de etileno melhora os parametros de cor, tornando a aparéncia das
laranjas mais atraente, e ndo compromete significativamente os outros atributos

quimicos e fisico-quimicos da fruta.

O tratamento com cera pode ser utilizado para manter inalterado um padrao de cor
obtido apéds aplicagéo do etileno.

O desverdecimento das laranjas com etileno torna as frutas mais vulneraveis a
incidéncia de doengas.
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A pulverizagdo com imazalil, formulado junto com cera ou seguido da aplicagao
de cera, € um tratamento eficiente no controle da incidéncia e do indice de

doencas em laranjas 'Péra’, o mesmo n&o ocorrendo para o thiabendazole.

As laranjas estavam adequadas para consumo 2 luz das legislagbes Brasileira de
residuos de Pesticidas e do CODEX.
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CAPITULO 4

ESTUDO DA PERSISTENCIA DE THIABENDAZOLE E
IMAZALIL EM LARANIJA ‘PERA’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
TRATADAS EM POS-COLHEITA
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ESTUDO DA PERSISTENCIA DE THIABENDAZOLE E IMAZALIL EM LARANJA
‘PERA’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) TRATADA EM POS-COLHEITA'

RESUMO: Estudou-se a persisténcia de thiabendazole e imazalil em laranjas
‘Péra’ tratadas em pds-colheita por imersdo e por pulverizagdo, durante
armazenamento a 4°C+2°C / 90%+5% U.R. por um periodo maximo de 28 dias.
Antes do tratamento pés-colheita por pulverizagdo, as laranjas foram separadas
em dois lotes e armazenadas durante trés dias a 25°C+2°C / 85%+5% U.R. Um
dos lotes foi submetido diariamente 3 aplicagdo de etileno durante o
armazenamento e ambos os lotes foram tratados com cera durante a
pulverizagdo. Thiabendazole e imazalil foram quantificados por cromatografia
gasosa com detector de fotometria de chama e ionizagdo de chama,
respectivamente. Nas laranjas submetidas a tratamento por imersdo os niveis
residuais de thiabendazole variaram na faixa de 0,10mg/kg a 0,76mg/kg e os de
imazalil entre 3,65mg/kg e 13,85mg/kg, respectivamente. Com relagdo ao
tratamento pés-colheita por pulverizacdo os niveis residuais de thiabendazole
variaram de 1,57mg/kg a 5,60mg/kg e para o imazalil de 0,97mg/kg a 1,71 mg/kg.
Nos dois tratamentos nio foi observada diferenca significativa nos niveis dos
fungicidas entre o inicio e o final do armazenamento, mesmo com aplicacdo de
etileno e do uso de cera associada aos fungicidas.

Palavras-chave: Laranja, pos-colheita, imazalil, thiabendazole e residuos.
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PERSISTENCE OF THIABENDAZOLE AND IMAZALIL IN ‘PERA’
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) ORANGES FRUITS
TREATED IN POSTHARVEST

SUMMARY. Oranges fruits treated post-harvest by dipping and spraying with
thiabendazole and imazalil were analysed for the persistence of the fungicides
residues during storage at 4°C+2°C / 90%+5% R.H. for 28 days . Before the
spraying treatment the oranges were divided in two portions and stored for three
days at 25°C+2°C / 85%+5%U.R. During storage one of the portions was treated
with ethylene and both with wax. Thiabendazole and imazalil were quantified by
gas cromatography equipped with flame fotometric and flame ionization detectors,
respectively. Levels of thiabendazole and imazalil in the range of 0.10mg/kg to
0.76mg/kg and 3.65mg/kg to 13.85mg/kg were found in the dipping treated
oranges. The residues of thiabendazole and imazalil in the spraying treated
oranges were in the range of 1.57mg/kg to 5.60mg/kg and 0.97mg/kg to
1.71mg/kg, respectively. In both treatments no significant differences were
observed in the levels of fungicides residues during storage, even in the presence
of ethylene and wax.

Key-words: Orange, post-harvest, imazalil, thiabendazole, residues.
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1. INTRODUGAO

Existem varios trabalhos abordando a degradacdo de pesticidas no meio
ambiente, em alimentos in natura, como vegetais e frutas, e mesmo durante as
diferentes etapas de processamento de produtos alimenticios. As condigbes de
temperatura e umidade, a composicdo quimica da matriz onde o pesticida
encontra-se presente, a formulagdo dos produtos processados e o periodo de
armazenamento sdo parametros importantes que podem influenciar o modelo de
degradagdo (ANDERSON et al., 1963; KOIVISTOINEN et al., 1964; BIGHI &
SAGLIETTO, 1965; KOIVISTOINEN & KARINPAA, 1965; BENVENUE et al., 1968;
BEYNON et al, 1968; BISTON et al, 1970, LAKOTA, 1970: SUETT, 1971:
GUNTHER & WESTLAKE, 1973; BECK & HANSEN, 1974; EDWARDS, 1975:
OPOROR, 1977; MESTRES et al, 1978, GUPTA & GUPTA, 1979;
GREENHALGH & BELANGER, 1981; OLIVEIRA & TOLEDO, 1996; OLIVEIRA et
al., 1997).

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja ‘Péra’, muito embora no contexto
internacional sua exportacédo nio seja expressiva. Apesar disto, entre as frutas
brasileiras exportadas, a laranja lidera em volume de exportacao, tendo alcancado
99,2 milhdes de toneladas em 1996, rendendo 20,4 milhdes de dolares para o
Brasil (HASSE, 1987; CARRARO & CUNHA, 1994; DONADIO et al., 1995; MAIA
et al., 1996, AMARO & MAIA, 1997: ABECITRUS, 1999; FNP, 1999).

Logo apés serem colhidas, as laranjas destinadas a exportagdo ou ao consumo
interno  estéo sujeitas ao ataque de fungos dos géneros Penicillium, Afternaria e
Geotrichum, responséveis por podridées que inviabilizam a sua comercializagdo e
consumo. Para diminuir a incidéncia destas doencas e garantir uma qualidade
aceitavel pelo consumidor, utiliza-se logo apés a fruta ter sido colhida a tecnologia
do tratamento em pés-colheita, que consiste em submeter as laranjas a aplicacao
de fungicidas por imersdo ou pulverizagdo (ECKERT & SOMMER, 1967:
MUIRHEAD, 1974; SMOOT & BROWN, 1974; BROWN et al., 1983; RAO, 1984).
Apesar da importancia do uso de fungicidas para combater os fungos em pés-

colheita, aspectos toxicoldgicos associados a estas substancia podem acarretar
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danos a saide do consumidor, se as mesmas n&o forem administradas
corretamente (VETTORAZZI, 1977; FAO/WHO, 1998).

Além deste tratamento pds-colheita, deve-se considerar também o padr&o
sensorial do consumidor europeu em relagdo a laranja madura. Diferente do
brasileiro que consome laranja, independente da sua cor, 0s europeus exigem que
a fruta tenha coloracéo amarela. Para atender esta exigéncia, as laranjas maduras
amarelo-esverdeadas colhidas no Brasil devem ser submetidas & aplicagéo do gas
etileno durante o armazenamento, de forma que as cascas sofram o processo de
desverdecimento e adquiram a coloragdo amarela. O processo de
desverdecimento das laranjas provocado pelo etileno estd associado com a
indugdo da decomposigéo da clorofila e a biossintese dos carotendides presentes
na casca, embora este gas ndo exer¢a nenhuma influéncia sobre a cor do suco de
laranja. Além desta aplicagdo, o etileno também é utilizado para acelerar o
amadurecimento de varios tipos de frutas como manga, mamao, banana (EILATI,
1970: YOUNG & JAHN, 1972; HOUCK et al., 1978; KITAGAWA et al., 1978, EL-
ZEFTAWI, 1973: AHARONI & HOUCK, 1980; CASTRO, 1988).

Depois da colheita, dependendo do pais para onde a fruta sera exportada, seréo
transcorridos no maximo 28 dias até as laranjas serem consumidas, periodo este
correspondente & colheita, transporte até os galpdes de embalagens ou “packing
house”, tratamento pés-colheita com fungicidas, armazenamento com controle de
temperatura e umidade durante o periodo de exportagdo, comercializagéo e
consumo. Durante este periodo é importante estudar o comportamento dos
fungicidas quanto ao aspecto da sua persisténcia.

Em funcdo destes aspectos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a persisténcia dos
fungicidas thiabendazole e imazalil em laranjas ‘Péra’, apos tratamento em pos-
colheita por imersé@o e por pulverizacao com e sem aplicacgéo de etileno, durante o
periodo de armazenamento de 28 dias.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-Prima

Foram utilizadas laranjas da variedade ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbech) da
fazenda da empresa FISCHER S/A Agropecudria no municipio de Matao/SP, sem
aplicagdo dos fungicidas imazalil e thiabendazole no campo. As frutas foram
colhidas em fevereiro de 1999, transportadas até o “packing house” da FISCHER,
lavadas com agua (para retirada de sujidades oriundas da colheita) e secadas.

2.2 Tratamento Pés-Colheita por Imersio

O tratamento pés-colheita por imersdo, o armazenamento e as analises de
residuos dos fungicidas obedeceram a sequéncia das etapas descritas no
fluxograma da Figura 1.

LARANJA Tratamentos Armazenamento (dias) Andlises:
(Lavagem | | Imerséo (1 minuto) [—p 0,7, 14,21, 28 - Residuo de

¢/ agua Secagem (4°C+2°C/ 90%15% U.R)) Fungicidas
secagem) (Tabela 1)

Figura 1. Fluxograma do tratamento de laranja em pés-colheita por imers3o.

Tabela 1. Dosagens dos fungicidas nos tratamentos em pos-colheita por imersao.

Tratamentos Fungicidas + Espalhante Adesivo

Controle
(Testemunha) E A
Imazalil (500mg/L )+ EA
Imazalil (1000mg/L) + E A
Imazalil (2000mg/L) + E A
Thiabendazole (1000mg/L) + E A
Thiabendazole (2000mg/L) + E A
Thiabendazole (3000mg/L) + E A
Imazalil (1000mg/L) + Thiabendazole (1000mg/L) + EA
10 Imazalil (1000mg/L) + Thiabendazole (2000mg/L) + EA
11 Imazalil (2000mg/L) + Thiabendazole (1000mg/L) + E A

EA — espalhante adesivo (0,002g/100mL)

OCO~NOODO A WN=
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Na etapa correspondente ao tratamento em poés-colheita, reservaram-se dez
recipientes de aluminio de 50L onde foram preparados 30 L de caldas contendo os
fungicidas imazalil (Magnate 500 CE) e thiabendazole (Tecto 600), com
0,002g/100mL de espalhante adesivo (lharaguen-s) em concentragcdes
correspondentes aos tratamentos 2 a 11 (Tabela 1). O tratamento 1 correspondeu
as laranjas que nao foram submetidas a nenhum tratamento (controle). No
tratamento 2, as amostras (testemunha) foram submetidas a imerséo apenas com
espalhante adesivo sem fungicidas. Foram realizadas trés repeticbes para cada
tratamento.

2.3 Tratamento Pés-Colheita por Pulverizagao (Aplicagao Prévia de Etileno)

O tratamento pds-colheita por pulverizagado aplicado as laranjas esta descrito no
fluxograma da Figura 2.

Antes do tratamento pos-colheita por pulverizag@o, as laranjas foram previamente
tratadas com thiabendazole (1000mg/L) em solugcdo aquosa, separadas em dois
lotes e armazenadas por trés dias a 25°C+2°C / 85%+5% UR. Um dos lotes foi
submetido a aplicagdo diaria de etileno/ar sintético (4mL/L) durante este periodo.
Foram realizadas as analises de residuo de thiabendazole antes e apds o
armazenamento nestas condigdes.

Apdés este periodo, as laranjas foram lavadas, secadas e submetidas a oito
tratamentos por pulverizagdo. Destes oito tratamentos, dois foram destinados a
amostras testemunhas (sem fungicidas) e o restante reservado para pulverizagéo
com imazalil (Magnate 500 CE) e thiabendazole (Tecto 600) em combinagdo com
espalhante adesivo (Agral) e cera (EIf Atochem), conforme detalhado na Tabela 2.
Para cada tratamento foram realizadas trés repeti¢coes.

Os tratamentos em poés-colheita por pulverizagdo foram realizados de forma
automatizada no galpdo de embalagem da industria FISCHER S. A
Agropecuaria. O sistema era formado por uma esteira em movimento, por onde as
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frutas eram conduzidas, com dois pontos fixos para pulverizagdo separados entre
si no percurso das laranjas. Os pulverizadores consistiam de uma tubulagdo com
quatro furos na parte inferior, colocada acima e disposta perpendicularmente a
passagem das frutas, com a outra extremidade do tubo submerso em recipiente
de plastico de 200L, onde foram preparadas as caldas, interceptada por uma
bomba de sucgdo. No local onde ocorria a pulverizagdo, as laranjas sofriam
movimento de rotacdo para permitir o contato completo com o fungicida. Apés
pulverizaco, ainda na esteira, as laranjas passaram por um tunel com ventilagdo
forcada onde as frutas eram secadas. No final do percurso as laranjas, ja secas,
foram separadas por tamanho e cor através de comando acionado por

computador.
Laranja Lavagem com agua Pulverizagédo
'Péra’ > Secagem —®  Thiabendazole (1000mg/L)

[ =% 1]

Armazenamento Amazenamento
25°C £ 2°C / 85% + 5% 25°C £ 2°C / 85% + 5%
3 dias 3 dias
Com Etileno Sem Etileno

[ sss |

Lavagem/ secagem
Tratamentos
Pulverizacao(Tabela 2)

Armazenamento
0, 4, 11, 18, 25 dias
4°C £ 2°C /90% * 5% U.R.

* ¥ %

*** analises de residuo de imazalil e thiabendazole

Figura 2. Fluxograma do tratamento pés-colheita por pulverizagdo em laranja ‘Péra’.
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Nos tratamentos 3, 4 e 5 as laranjas foram pulverizadas apenas uma vez com 0s
fungicidas misturados junto com a cera, enquanto que nos tratamentos 6, 7 e 8
ocorreram duas pulverizagbes: primeiro a pulverizagdo com os fungicidas
misturados junto com o espalhante adesivo e, na sequéncia, uma segunda

pulverizagdo apenas com cera.

Tabela 2. Tratamentos de laranjas ‘Péra’ em pés-colheita com fungicidas por
pulverizacdo.

Tratamento Fungicida + Cera Fungicida + EA Cera
1(controle) - - -
2(testemunha - - Sim
3 IMZ(1000mg/L) - -

4 TBZ(1000mg/L) - -
5 IMZ(1000mg/L)+TBZ(1000mg/L - -
6 - IMZ(1000mg/L) Sim
7 - TBZ(1000mg/L) Sim
8 & IMZ(1000mg/L)+TBZ(1000mg/L  Sim

EA — Espalhante Adesivo (0,002g/100mL). IMZ= Imazalil, TBZ = Thiabendazole

2.4 Armazenamento

Apés serem submetidas aos dois tratamentos em pos-colheita e secadas, as
laranjas foram acondicionadas em caixas de papeldo com orificios, tampadas e
armazenadas em camara durante 0, 7, 14, 21 e 28 dias (tratamento por imers&o) e
0, 4, 11, 18 e 25 dias (tratamento por pulverizagdo), ambas a 4°C £+ 2°C/90% =
5% de U.R.

2.5 Homogeneizagao das Laranjas
Apés cada periodo de armazenamento os frutos inteiros foram cortados em
pequenos pedacos, homogeneizados em processador, acondicionados em frascos

de vidro, fechados com tampas envolvidas em papel aluminio e armazenados em
freezer a —20°C até a ocasido das analises de residuos dos fungicidas.
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2.6 Reagentes e Padrdes

Solugdes contendo 100mg/L (preparadas em metanol grau residuo, Lichrosolv)
dos padrées de imazalii (Dr. Ehrenstorfer, Augusburg, Alemanha) e thiabendazole
(Merck & Co,, Inc., Rahway, NJ) foram diluidas a 10,50,1,0,05,02e 0,1mg/L
com hexano grau residuo (Lichrosolv). Os demais reagentes utilizados foram NaCl|
(tratado previamente em mufia durante oito horas a 450°C), Na;S0, (tratado
previamente em mufla durante oito horas a 650°C) e o solvente acetato de etila
PR (Lichrosolv).

2.7 Método de Extragdo dos Fungicidas

A extragdo dos fungicidas foi conduzida conforme o método de MINELLI et al.
(1996). Pesaram-se 5g de amostra em tubo de vidro 50mL, adicionando-se a
seguir 2g de NaCl e 10mL da mistura hexano:acetato de etila (1:1 viv). O tubo foi
fechado com tampa de teflon e agitado durante 30 minutos em agitador rotatério.
Apbs 10 minutos de répouso, transferiu-se uma aliquota de 5mL para um tubo
concentrador contendo 0,5 de Na,SO, Apbs cinco minutos, o extrato foi
transferido para outro tubo e evaporado até 1mL, ou diluido até a faixa de
concentragao da resposta linear do detector, antes da injecdo em cromatoégrafo.

2.8 Quantificagdo por Cromatografia Gasosa

Para quantificacéo de imazalil foi utilizado cromatografo a gas HP 6890 acoplado a
um microcomputador e equipado com detector de ionizagdo de chama (FID),
coluna capilar HP-50+50% fenil metil siloxano (30m de comprimento, 320um de
diametro intemo e 0,25um de filme). As demais condi¢gdes cromatograficas foram:-
gas de arraste nitrogénio com vazio constante de 2,0mL/min; coluna submetida a
programacao de temperatura de 40°C durante dois minutos, primeiro gradiente de
20°C/min até 200°C (dois minutos), segundo gradiente de 10°C/min até 240°C (2
minutos); injetor no modo ‘pulsed splitless” a 250°C, pressao 58,6MPa, vazio
64,6mL/min.; injecdo pulso com 344 8MPa até um minuto, vazdo de purga
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60mL/min até um minuto; detector a 300°C com hidrogénio a 35mL/min, ar
sintético a 400mL/min e “make up’ de 35mL/min com nitrogénio. O tempo de
retencdo para o imazalil nestas condigdes foi de 17,5 minutos.

Thiabendazole foi determinado no mesmo cromatografo, utilizando-se detector de
fotometria de chama (FPD) e coluna capilar (presséo constante de 28,48psi) HP-5
% fenil metil polissiloxano (30m de comprimento, 320um de diametro interno e
0,25um de filme). As demais condigdes cromatograficas foram: coluna submetida
a programagéo de temperatura de 40°C (dois minutos), primeiro gradiente de
20°C/min até 200°C (dois minutos), segundo gradiente de 10°C/min até 240°C
(dois minutos); injetor no modo “pulsed splitless’ a 250°C, gas de arraste
nitrogénio com pressdao 58,6MPa e vazdo de 2.0mU/min, injegdo pulso com
344 8MPa até um minuto, fluxo de purga 15mL/min até um minuto; detector a
250°C com filtro para detecgdo de enxofre (393nm), hidrogénio a 50mL/min, ar
sintético 60mL/min e “make up” a 60mL/min com nitrogénio. Nestas condigdes, o
tempo de reteng@o do thiabendazole foi de 16,5 minutos.

As curvas analiticas foram construidas relacionando area do pico versus
concentracdo (mg/L) do imazalil e thiabendazole, com linearidade nas faixas de
concentragdes de 0,2mg/L a 2,0mg/L e de 0,1mg/L a 2,0mg/L, com coeficientes de
correlacdo de 0,9962 e 0,9997, respectivamente.

2.9 Fortificagcdo e Recuperagao

As amostras isentas dos fungicidas foram fortificadas com concentragbes de
0,5mg/kg e 1,0mg/kg de thiabendazole e imazalil. Em seguida, extrairam-se O
thiabendazole e imazalil, segundo o procedimento descrito no sub-item «Método
de Extracdo dos Fungicidas». Para quantificagéo foi utilizado o método do padréo
externo, usando-se a curva padrdo obtida nas mesmas condigdes utilizadas para

as amostras.
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2.10 Analise Estatistica

O experimento foi conduzido utilizando o delineamento completamente
casualizado, com trés repeticdes por tratamento. Os resultados foram submetidos
a anélise de variancia paramétrica univariada e as médias comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia (GOMES, 1976).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos experimentos, as amostras testemunhas n&o apresentaram picos
interferentes nos tempos de retengdo de 17,5 e 16,5 minutos dos fungicidas
imazalil e thiabendazole, respectivamente. As recuperacbes de imazalil e
thiabendazole nas laranjas fortificadas com estes fungicidas estédo na Tabela 3.

Tabela 3 - FortificagZo e recuperacgéo de thiabendazol e imazalil na laranja inteira.

Fungicidas Fortificagao Recuperagéo (%) EDP
(mglkg) n Amplitude Média (£)

Imazalil 1.0 7 (82 -117) 99.0 12.9
0.5 5 (94 - 99) 97.0 1.8

Thiabendazole 1.0 8 (83 -117) 92.6 10.9
0.5 4 (84 - 117) 95.4 18.5

n = numero de determinagdes. EDP=estimativa de desvio padrao.

3.1 Tratamento Pés-Colheita por Imersao

Os niveis residuais de thiabendazole e imazalil no tratamento pos-colheita por
imersdo encontram-se na Tabela 4.

O tratamento em pds-colheita por imersdo €& a técnica mais utilizada,

principalmente para os fungicidas dos grupos de benzimidazol e imidazol. Como
as frutas ficam submersas na solugéo, esta entra em contato com todas as partes
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do fruto e, consequentemente, espera-se melhor eficacia no controle de podridées
(TUSET, 1987).

Conforme pode ser verificado na Tabela 4, em todos os tratamentos por imersao
com thiabendazole os niveis de residuos deste fungicida ficaram abaixo do limite
de 10,0 mg/kg, estabelecido para laranjas pelo CODEX (FAOWHO, 1986) e
pela Legislacéo Brasileira de Residuos de Pesticidas (BRASIL, 1990). Quanto ao
imazalil, apenas o tratamento correspondente & mistura de 1000mg/L de ambos
os fungicidas resultou em niveis residuais abaixo da tolerancia de 5,0 mg/kg
(BRASIL, 1998) durante todo o periodo de armazenamento.

Tabela 4. Média e estimativa de desvio padrdo dos residuos de imazalil (IMZ) e
thiabendazole (TBZ) durante o periodo de armazenamento a 4°C + 2°C/90% + 5%
de U.R. em laranjas ‘Péra’ tratadas pos-colheita por imerséo.

Tratamentos Ammazenamento (dias) Residuos dos Fungicidas (ma/kg)
Fungicida (mg/L) 0 7 14 21 28
IMZ 500 76+0,2 76+06 68+22 59+04 52+04
1000 86+21 99+14 96+25 96+22 86+20
2000 108+25 102+09 135+21 110+21 139+37
TBZ 1000 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+£00 02+00 02+0,0
2000 03+0,0 04+0,0 03+00 03+01 03+0,0
3000 0,6+0,3 0,3+0,0 03+00 08+05 06+0,1

IMZ + TBZ 1000+1000 1 38+0,3 40+03 3719 43107 41+07
T 02+0,0 02+0,0 02+00 01+0,0 01+00

1000+2000 1 48+04 53+16 41+01 50+13 51+19
T 03£0,0 0,2+0,0 02+00 03+00 03+0,0

2000+1000 I 6,5+0,1 77+09 86+06 62+06 61+1,8
T 02+0,0 0,2+0,0 02+00 02+00 0,1+0,0

Pelo teste de Tukey (5%) ndo ocorreu diferenca significativa entre os dias de
armazenamento para o mesmo tratamento. |= imazalil. T= thiabendazole.
Os resultados de residuos sdo médias de trés determinacgdes.

Embora as concentragdes das caldas nos tratamentos nos quais os fungicidas
foram aplicados separadamente tenham sido as mesmas, os niveis residuais de
imazalil foram bem superiores aos de thiabendazole, o que pode ser parcialmente
atribuido as diferengas fisico-quimicas destes fungicidas, particularmente em

relagéo a solubilidade. Qutro fator relevante é a presenca do espalhante adesivo
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no ftratamento com imazalil, associado com o produto comercial deste fungicida
em estado liquido, que pode ter facilitado ainda mais a distribuicdo e retengdo
deste fungicida através da formagéo de uma pelicula espessa em toda a fruta,
favorecendo a maior concentragcéo do nivel residual deste fungicida (PERRY &
RIZZI, 1970; CUNAT & CASAS, 1974).

Através da Tabela 4 que com o aumento da concentracdo do fungicida aplicado
na fruta houve um aumento dos niveis de residuos na laranja, embora a proporgao
néo tenha se mantido a mesma. Outros trabalhos relataram resultados
semelhantes. LAFUENTE et al. (1984) submeteram a variedade de laranja
‘Hernandina’ ao tratamento em pos-colheita por imersdo com imazalil nas
concentracGes de 500mg/L e 1000mg/L, obtendo apos analise dos residuos na
fruta inteira, teores de 4,0mgkg e 5,9mg/kg, respectivamente, nao
correspondentes, portanto, & mesma proporgao do dobro das concentracdes das
caldas. SCHIRRA et al. (1996) relataram situagbes similares de nao
correspondéncia exata da propor¢@o entre quantidade aplicada de fungicida e
seus residuos, em lim3o tratado em pos-colheita por imersao:
500mg/L(2,72mg/kg), 1000mg/L(3,91mg/kg), 1500mg/L(5,07mg/kg).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, em todos os
tratamentos nao ocorreu variagéo significativa nos niveis residuais de imazalil
durante os 28 dias de armazenamento. Uma persisténcia semelhante de imazalil
em laranjas das variedades ‘Washington navel’ e ‘Hernandina’ foi relatada, por
LAFUENTE et al. ( 1884). Estes pesquisadores submeteram ambas variedades ao
tratamento pés-colheita por imersao com 500mg/L de imazalil e, ao final do
armazenamento de sete dias a 18°C, os niveis de residuos deste fungicida de
0,04mg/kg e 0,07mg/kg encontrado na polpa das variedades ‘Washington navel’ e
‘Hernandina’, respectivamente, mantiveram-se os mesmos. J& SCHIRRA et al
(1996), ao estudarem a persisténcia de imazalil em lim&o, apos tratamento pos-
colheita por imersdo com 1000mg/L deste fungicida, relataram que os niveis
residuais variaram de 19,05mg/kg a 8,85mg/kg entre o inicio e final do
armazenamento de 13 semanas a 9°C, evidenciando degradacg3o do imazalil.
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Com relacdo aos resultados obtidos para o thiabendazole, também n&o houve
diferenca significativa entre 0 e 28 dias de armazenamento. Nota-se, entretanto,
que nos tratamentos de TBZ(1000mg/L) e IMZ+TBZ(1000+1000mg/L), tanto no
21° como no 28  dias de armazenamento, foram determinados niveis de
thiabendazole relativamente superiores aos dias anteriores. O mesmo
comportamento ocorreu em 28 dias de armazenamento no tratamento
IMZ+TBZ(1000+2000mg/L). Estes resultados podem ser parcialmente atribuidos
a técnica de aplicacdo em pos-colheita, associada a baixa solubilidade do
thiabendazole em agua. Segundo TUSET, 1987, imediatamente e durante ©
tratamento pos-colheita por imerséo a calda deve ser agitada continuamente para
manter os fungicidas em suspens&@o. No caso do produto comercial Tecto, O
mesmo é comercializado na forma de pd, insoluvel em agua, o que faz com que 0
thiabendazole fique em suspenséo na calda. Durante a imersdo das laranjas, pelo
fato da calda ter sido agitada manualmente, esta agitagdo nao foi uniforme e
continua durante todos os tratamentos, nao proporcionando a mesma
homogeneizag&o das particulas durante todo o processo. Como consequéncia, 0
thiabendazole pode néo ter aderido & fruta de maneira uniforme, resultando em
concentragdes residuais variaveis.

Estudando o tratamento em pés-colheita de thiabendazole em limdo, SCHIRRA et
al. (1998), constataram a persisténcia deste fungicida apés 13 semanas de
armazenamento desta fruta a 8°C, seguido de uma semana a 20°C. Segundo
estes pesquisadores, ao final do armazenamento o nivel de thiabendazole foi
equivalente a 70% do valor inicial.

3.2 Tratamento P6s-Colheita por Pulverizacao

Os niveis residuais de thiabendazole e imazalil nas amostras submetidas ao
tratamento em pods-colheita por pulverizagdo, sem € com aplicagéo prévia de

etileno, encontram-se nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

O etileno foi aplicado antes do tratamento pos-colheita por pulverizagédo porque,

do ponto de vista operacional, fica mais facil a laranja ser comercializada
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imediatamente apés a chegada ao seu destino final. Os niveis residuais de
thiabendazole em zero e trés dias ficaram entre 1,86 mg/kg e 1,87 mg/kg para as

frutas n&o tratadas com etileno e entre 1,86 mg/kg e 1,80 mg/kg para as tratadas
com etileno.

Tabela 5. Média e estimativa de desvio padrdo dos residuos de imazalil e thiabendazole

durante o periodo de armazenamento a 4°C + 2°C/ 90% + 5% de U.R., em laranjas
“Péra” tratadas pos-colheita por pulverizagdo, sem aplicagdo prévia de etileno.

Tratamento Pés-Colheita / Residuos dos Fungicidas (mg/kg)

Dias Fungicida (mg/kg) + Cera Fungicida (mg/kg) + EA seguido de Cera
IMZ TBZ [IMZ + TBZ] IMZ TBZ [IMZ + TBZ]
1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

0 15+01 50+05 10+00 20+0,3 1,0+£0,1 1,602 1,3+0,2 3,1+0,2
4 12+03 46%+12 1,001 26+08 11201 1,6 +£0,1 1,704 41+12
11 14+£01 56+10 12+00 29+04 1,4+0,0 1,8+0,1 1,2+0,1 3,003
18 15+0,0 49+05 09+0,1 2,9+1,0 1,1+£01 1,6 +0,1 1,2+0,1 3,0+06

25 12+02 2401 1201 2107 1,3+0,1 1,701 1,4£0,1 29+02

Pelo teste de Tukey (5%) n@o ocorreu diferenga significativa nos niveis de residuos dos fungicidas
entre os dias de armazenamento para 0 mesmo tratamento. Os resuitados s3o média de trés
determinacdes. EA=espalhante adesivo (0,002g/100mL).

Nao ocorreu diferenca significativa entre os niveis de residuos de imazalil e
thiabendazole para as amostras tratadas, sem e com etileno, no teste de TUKEY
(%), (Tabelas 5 e 6, respectivamente), dentro do mesmo armazenamento e
tratamento. Estes resultados foram similares aos obtidos por BROWN et al.(1983).
Segundo estes autores, laranja de variedade ‘Hamlin’, submetida ao
desverdecimento com etileno antes da aplicagdo em pés-colheita com imazalil,
apresentaram os mesmos niveis de residuos das amostras nao tratadas com este
gas. Segundo estes pesquisadores, o imazalil formulado com agua e pulverizado
em laranja apresentou mais residuos nesta fruta do que quando aplicado junto
com a cera. Este resultado também foi constatado no presente trabalho com a
laranja ‘Péra’, comparando-se as mesmas concentracdes de imazalil nas Tabelas
4 5e6.
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Tabela 6. Média e estimativa de desvio padrdo de residuos de imazalil e thiabendazole
durante o periodo de armazenamento a 4°C + 2°C/90% * 5% de U.R. em laranjas “Péra”
tratadas pos-colheita por pulverizagdo, submetidas previamente a aplicagdo de etileno.

. Tratamento Pés-Colheita / Residuos dos Fungicidas (mg/kg)
Dias Fungicida (mg/kg) + Cera Fungicida (mg/kg) + EA seguido de Cera

IMZ TBZ [IMZ + TBZ] IMZ TBZ [IMZ + TBZ]
1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

0 14+ 01 42+03 1,3+0,1 3,1+07 1,000 1,6+£01 1,4+01 34 +£06
4 1,7+01 486+03 1,1+01 33+06 1,0+0,1 1,6+0,0 14+£02 26+03
11 1,7£02 48407 15%0,3 27+0,1 1,1+02 1,6+0,0 1,301 29104
18 1,3+01 35%0,1 1,1+0,1 32+09 1,0+06 1,94+0,3 1,0+0,1 19+£03

25 15+04 46+02 1,4+00 38+04 1,2 £0,0 1,7+0,1 11+00 23+07

Pelo teste de Tukey (5%) ndo ocorreu diferenga significativa nos niveis de residuos entre os dias
de armazenamento no mesmo tratamento. Os resultados sdo média de trés determinagdes.
EA - espalhante adesivo (0,002g/100mL).

Os niveis de residuais de thiabendazole nas laranjas submetidas & aplicacéo junto
com a cera (Tabelas 5 e 6) foram maiores do que quando o fungicida foi aplicado
em solugéo aquosa (Tabela 4). O mesmo n&o ocorreu com imazalil. Com relagéo
ao resultado do thiabendazole deve-se levar em consideracdo que, além da
insolubilidade deste fungicida em solugdo aquosa, a cera provavelmente reteve
com a mesma, por atragéo fisico-quimica, mais particulas do fungicida em
suspensao, levando para a superficie do fruto maior quantidade do thiabendazole.

Conforme os resultados apresentados nas tabelas 5 e 6 , os niveis residuais de
ambos os fungicidas estdo abaixo dos limites estabelecidos pelo CODEX e
Legislac&o Brasileira de Residuos de Pesticidas para a laranja.

A aplicag@o prévia de etileno para desverdecimento das laranjas ndo contribuiu
para que o armazenamento das laranjas, por até 25 dias apds tratamento poés-
colheita por pulverizagdo, produzisse algum efeito de diminuicdo dos niveis dos
fungicidas. Vale destacar também a mesma persisténcia dos fungicidas durante o
armazenamento, tanto para as aplicagbes de cera formulada com os fungicidas
como para as aplicagdes dos fungicidas formulados com espalhante adesivo

seguido da aplicacio de cera.
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Os niveis de thiabendazole na laranja apés tratamento pés-colheita por
pulverizagéo, exceto no caso de 28 dias de armazenamento no tratamento TBZ
(1000mg/L) aplicado junto com a cera, apresentaram-se uniformes, confirmando
que a agitagdo mecanica, por ser realizada de forma continua e homogénea,
proporciona uma distribuicdo mais uniforme dos residuos dos fungicidas na
superficie da fruta.

4. CONCLUSOES

Todas as amostras submetidas aos tratamentos pds-colheita pulverizagdo estao
adequadas para o consumo em relagéo aos residuos de imazalil e thiabendazole.

No tratamento pés-colheita por imersdo, todas as amostras tratadas com
thiabendazole e apenas as tratadas com imazalii na formulagao
IMZ+TBZ(1000+1000mg/L) atendem & legislagdo vigente relativa aos limites
maximos de residuos dos fungicidas. Apesar deste resultado, convém ressaltar a
necessidade de periodicamente realizar o monitoramento destes fungicidas em
laranja, considerando-se que existe a possibilidade do produtor utilizar uma calda
com concentragdo acima da recomendada.

Nos tratamentos pés-colheita por pulverizagéo, as aplicagdes de cera e de etileno
ndo exerceram quaisquer influéncias sobre a degradacdo de thiabendazole e
imazalil.

O desverdecimento de laranja ‘Péra’ antes da aplicagdo de imazalil e
thiabendazole em pés-colheita por pulverizagdo, ndo afeta os niveis de residuos
destes fungicidas na fruta.
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CAPITULO 5

NIVEIS RESIDUAIS DE THIABENDAZOLE E IMAZALIL NA
CASCA, NA POLPA E NA FRUTA INTEIRA DE LARANJA
‘PERA’ TRATADAS EM POS-COLHEITA POR IMERSAO

(Artigo publicado na Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, Sio
Paulo, v. 22, n. 3, p. 339-344, Dezembro 2000)
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NIVEIS RESIDUAIS DE THIABENDAZOLE E IMAZALIL NA CASCA, NA POLPA
E NA FRUTA INTEIRA DE LARANJA ‘PERA’ TRATADAS EM POS-COLHEITA
POR IMERSAO

RESUMO: Foram analisados os niveis de residuos dos fungicidas imazalil e
thiabendazole na casca, na polpa e no fruto inteiro em laranja ‘Péra’ por
cromatografia gasosa usando detectores de ionizacdo de chama (FID) e de
fotometria de chama (FPD), respectivamente. Os frutos foram tratados em pés-
colheita por imersdo durante um minuto, em emulséo aquosa com 1000mg/L de
imazalil (Magnate 500 CE) ou 1000mg/L de thiabendazole (Tecto 600 PM), ambos
com 0,002% de espalhante adesivo (Ilharaguen-s), e armazenados durante O, 2
14, 21 e 28 dias a 4°C * 2°C/ 90% + 5% de U.R. Foram determinadas na casca
residuos de imazalil e thiabendazole em quantidade superior as detectadas na
polpa e na laranja inteira logo apés o tratamento, ndo tendo sido observada
migragdo dos fungicidas da casca para a polpa durante o periodo de
armazenamento. Considerando-se os limites méximos de residuos estabelecidos
pela Legislacéo Brasileira para o thiabendazole (10mg/kg) e o imazalil (5,0mg/kg)
as laranjas tratadas em pds-colheita com estes fungicidas estavam préprias e

impréprias para o consumo, respectivamente.

Palavras-chave:Fungo, fungicidas, residuos
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RESIDUES LEVELS OF THIABENDAZOLE AND IMAZALIL IN PEEL, PULP
AND WHOLE FRUIT OF ‘PERA’ ORANGES FRUIT TREATED BY DIPPING IN
POSTHARVEST

SUMMARY: Residues of the fungicides imazalil and thiabendazole were
determined in the whole fruit, peel and pulp of oranges by gas liquid
chromatography with flame ionization (FID) and flame photometric (FPD)
detectors, respectively. The fruits were treated in postharvest by dipping them for
one minute in aqueous suspension of 1000mg/L imazalil (Magnate 500 CE) or
1000mg/L of thiabendazole (Tecto 600 PM), and 0,002% surfactant (Iharaguen-s).
The samples were stored during 0, 7, 14, 21 and 28 days at 4°C + 2°C/ 90% + 5%
R.H. The highest levels of fungicides residues were detected in the orange peel
Apparently no migration of the fungicides from the peel to the pulp occurred during
storage. Considering the maximum residue limits established by the Brazilian
Legislation for thiabendazole (10.0mg/kg) and imazalil (5.0mg/kg) it can be
concluded that the oranges treated with these fungicides are appropriate and
inappropriate for human consumption, respectively.

Keywords: Fungi, fungicides, residues.

165



Capitulo 5

1.INTRODUGAO

Entre as frutas exportadas pelo Brasil, a laranja in natura ocupa uma posi¢do de
destaque. Em 1996 a laranja liderou em volume de exportacao, tendo alcangado
99,2 milhdes de toneladas em 1996, rendendo 20,4 milhdes de dblares para o
Brasil. Dentro deste quadro, existe uma tendéncia promissora para o aumento da
exportacdo de laranjas, uma vez que é a fruta mais produzida no Brasil nos
dltimos anos, apresentando gradativamente taxas crescentes de produtividade. A
laranja ‘Péra’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] &€ a mais importante variedade
produzida no Brasil, correspondendo a 52% de toda a producéo nacional de citros
(HASSE, 1987; CARRARO et al., 1994: DONADIO et al., 1995; MAIA et al., 1996:
AMARO & MAIA, 1997; ABECITROS, 1999; FNP, 1999).

Fungos dos géneros Penicillium, Alternaria e Geotrichum sdo em geral os
responsaveis por doengas e podriddes da laranja, comprometendo sua qualidade
e inviabilizando sua comercializagdo. Uma das providéncias para neutralizar o
ataque destes fungos em frutas é o tratamento em pos-colheita com fungicidas
(ECKERT & SOMMER, 1967; LAVILLE, 1973; MUIRHEAD, 1974; SMOOT &
BROWN, 1974; CANO et al., 1987; BRANDON et al., 1993).

Ha varios tipos de tratamentos em pés-colheita, entre os quais se destacam o
banho por imerséo, considerada a técnica mais antiga, a pulverizacdo e a
fumigacéo (LAVILLE, 1978; TUSET, 1987). Destes tratamentos, a imers&o é muito
utilizada em varias espécies de frutas como, por exemplo, maga, péra, banana e
laranja (DAINES & SNEE, 1969; CARGO & DEWEY, 1970; RIPPON & HOLMES,
1973; HARDENBURG, 1974; LITLLE et al., 1980; RAO, 1984; MARTINDALE,
1988; WILD & HOOD, 1989; RODOV et al., 1995).

O imazalil (Magnate 500 CE) possui registro no Brasil (34/98) para uso em pos-
colheita em citros na dosagem de 100g (i.a.) por 100L de &gua no combate ao
bolor verde (BRASIL, 1998), enquanto o thiabendazole (Tecto 600 PM), possui
registro no Brasil (998400) também para uso em pés-colheita em citros, na

dosagem 90g (i.a.) por 100 L de &gua, para pequenos periodos e 800g (i.a.) por
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100 litros de agua para longos periodos, no combate ao bolor verde e bolor azul
(BRASIL, 1990).

Embora os fungicidas thiabendazole e imazalil sejam bastante empregados no
tratamento em pés-colheita de citros (BROWN et al., 1983; SCHIRRA et al., 1998),
a utilizacdo destas substancias deve ser criteriosa, em fungd@o dos riscos
toxicolégicos associados & administragdo inadequada dos fungicidas. Além da
questdo toxicolégica, deve ser cumprida a legislagdo brasileira, que estabelece
10,0mg/kg e 5,0mg/kg, respectivamente, como os limites maximos de residuos de
thiabendazole e imazalil em citros (BRASIL, 1990a; BRASIL, 1998a; FAO/WHO,
1998).

O imazalil € um fungicida sistémico, moderadamente téxico por ingestdo, com
DLso de 227 a 343mg/kg para ratos. Em testes toxicolégicos com ratos, o imazalil
afetou o sistema nervoso e o figado dos animais testados. A ingestéo diaria
aceitavel (IDA) do imazalil € de 0,03mg/kg de peso corpéreo (FAO/WHO, 1999).

O thiabendazole & um fungicida sistémico utilizado em poés-colheita em diferentes
culturas, entre elas a dos citros. Estudos metabdlicos indicam rapida absor¢éo do
thiabendazole no trato gastrointestinal de ratos, cachorros e ovelha, com excregao
na urina e fezes entre trés e oito dias. Estudos realizados evidenciaram que
aproximadamente 0,1% da dose oral administrada a vacas foi detectado no leite,
no periodo de 60 horas. Altas doses de thiabendazole em ratos provocaram
enfraquecimento da tiredide e aumento do tamanho do rim. Dietas contendo o
equivalente a 10mg de thiabendazole por kilo de peso corpéreo, administradas a
ratos durante dois anos provocaram o endurecimento da glandula tiredide
(VETTORAZZI, 1977). A IDA recomendada para o thiabendazole é de 0,05mg/kg
de peso corpéreo (FAO/MWHO, 1971).

O aproveitamento da laranja n&o se restringe apenas a utilizagéo do suco extraido
da polpa, que corresponde a 44,81% da fruta, mas também inclui subprodutos
com valor nutritivo e comercial , obtidos do bagago e da casca. Estes subprodutos

possuem diferentes aplicagées no mercado interno e externo, entre as quais se
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destacam o uso como complemento para racao animal, na forma de farelo, e
como coadjuvante na indastria alimenticia (Gleos essenciais), os quais
correspondem a cerca de 49,24% e 1,79%, respectivamente, da massa da laranja
(LANZA, & GALVANO, 1971; LANZA, & GALVANO, 1972; KEFFORD, 1973:
LEQUERICA & LAFUENTE, 1977; ABECITROS, 2000).

Em funcéo da importancia da aplicagéo de fungicidas na laranja apés a colheita e
considerando-se o aproveitamento do suco e subprodutos pela industria de
alimentos, os objetivos do presente trabalho foram avaliar os niveis de residuos de
imazalil e thiabendazole na casca, na polpa e na fruta inteira em laranjas ‘Péra’
[Citrus sinensis (L.) Osbeck] tratadas com estes fungicidas, em pds-colheita, por
imerséo.

2.MATERIAL E METODOS
2.1 Solventes e Padroes

Padréo de imazalil (Dr. Ehrenstorfer, Augusburg, Alemanha) e thiabendazole
(Merck & Co., Inc., Rahway, NJ) nas concentragGes de 100mg/L, preparados em
metanol grau pesticida (Lichrosolv), foram diluidos a 100,50,10,05,.02e
0,1mg/L com hexano grau pesticida (Lichrosolv). Os demais reagentes utilizados
foram NaCl (tratado a 450°C durante oito horas), Na,SO, (tratado a 650°C durante
oito horas) e acetato de etila, grau pesticida (Lichrosolv).

2.2 Matéria Prima

Em pomares de laranjas ‘Péra’, cultivadas durante o ano de 1998 na fazenda da
industria Fischer, municipio de Mat3o/SP, sem a aplicagdo dos fungicidas imazalil
e thiabendazole, os frutos foram colhidos em fevereiro de 1999, transportados até
0 local da realizag&o do ensaio (“packing house” da industria FiISCHER), lavados
com &gua para retirada de sujidades oriundas da colheita, secos e entdo
submetidos aos tratamentos em pés-colheita.
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2.3 Tratamento Pés-colheita

As emulsbes aquosas contendo 1000mg de ingrediente ativo (i.a.) por litro de
imazalil (Magnate 500 CE) ou 1000mg de ingrediente ativo (i.a.) por litro de
thiabendazole (Tecto 600 PM), ambas com 0,002% de espalhante adesivo
(Iharaguen-s) foram homogeneizadas com espatulas de madeira. As testemunhas
foram preparadas sem fungicidas, uma controle e a outra com somente
espalhante adesivo. Os tratamentos foram realizados em trés repetices. Para
isto, um total de duzentos frutos foram imersos por um minuto, separadamente,
nas emulsdes com fungicidas ou testemunhas, secos ao ar livre, acondicionados
em numero de dez em caixas de papeldo, com quatro orificios, para permitir a
ventilacdo, tampadas e armazenadas em camara durante O, 7, 14, 21 e 28 dias a
4°C £ 2°C / 90% * 5% de U.R.

Apos armazenamento, uma parte das frutas foram mantidas inteiras e a outra
parte foi reservada para separac¢éo da casca e da polpa. A casca correspondeu ao
albedo mais o flavedo e a polpa, a laranja inteira menos a casca. Em seguida, as
laranjas inteiras, as cascas e as polpas foram cortadas em pequenos pedacgos e
em seguida homogeneizadas em processador, acondicionadas em frascos de
vidro fechados com tampas envolvidas em papel aluminio e armazenadas em
freezer a —20°C, até a ocasido das analises de residuos dos fungicidas.

2.4 Extracao dos Fungicidas

A extracdo dos fungicidas foi conduzida conforme o método de MINELLI et al.
(1996). Pesaram-se 5g de amostra em tubo de vidro de 50mL, acrescentando-se
2g de NaCl e 10mL da mistura hexano:acetato de etila (1:1 v/v). O tubo, fechado
com tampa de teflon, foi agitado durante 30 minutos em agitador rotatério. Apos 10
minutos de repouso, transferiu-se uma aliquota de 50mL para um tubo
concentrador contendo 0,5g de Na;SOs Apés cinco minutos, o extrato foi
transferido para outro tubo e evaporado até 1,0mL, ou diluido até a faixa de
concentragdo da resposta linear do detector, antes da injegdo em cromatégrafo a
gas.
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2.5 Quantificagdo por Cromatografia Gasosa

Para quantificagdo do imazalil foi utilizado um cromatoégrafo & gas, HP (6890),
acoplado a um microcomputador, com detector de ionizacédo de chama (FID),
coluna capilar HP-50+50% fenil metil siloxano (30m de comprimento, 320um de
diametro intemo e 0,25um de filme). As demais condicdes cromatograficas foram:
gaés de arraste nitrogénio com vazdo constante de 2,0mL/min; coluna com
programacéo de temperatura de 40°C durante dois minutos, primeiro gradiente de
20°C/min até 200°C (dois minutos), segundo gradiente de 10°C/min até 240°C
(dois minutos); injetor no modo “pulsed splitless” a 250°C, pressao 58,6MPa, fluxo
64,6mL/min; injegdo pulso com 344,8MPa até um minuto, fluxo de purga 60mL/min
até um minuto; detector a 300°C com hidrogénio a 35mL/min, ar sintético a
400mL/min e “make up” de nitrogénio a 35mL/min. O tempo de retengdo para o
imazalil nestas condig¢des foi de 17,5 minutos.

O thiabendazole também foi determinado no mesmo cromatégrafo, utilizando-se
detector de fotometria de chama (FPD), com coluna capilar (pressdo constante de
28,48psi) HP-5 % fenil metil polissiloxano (30m de comprimento, 320um de
diametro interno e 0,25um de filme). As demais condigOes cromatograficas foram:
gas de arraste nitrogénio com fluxo constante de 2,0mL/min, coluna com
programacd@o de temperatura de 40°C (dois minutos), primeiro gradiente de
20°C/min até 200°C (dois minutos), segundo gradiente de 10°C/min até 240°C
(dois minutos); injetor no modo “pulsed splitless” a 250°C, pressdo 58,6MPa,
injecao pulso a 344,8MPa até um minuto, fluxo de purga 15mL/min até um minuto;
detector a 250°C com filtro para detecgédo de enxofre (393nm), hidrogénio a
50mL/min, ar sintético 60mL/min e “make up” a 60mL/min. Nestas condicées, o
tempo de retencéo do thiabendazole foi de 16,5 minutos.

As curvas analiticas foram construidas relacionando-se a area do pico versus
concentragdo (mg/L) do imazalil e thiabendazole, com linearidade nas faixas de
concentragdes de 0,2mg/L a 2,0mg/L e de 0,1mg/L a 2,0mg/L. Os coeficientes de
correlagao foram de 0,9962 e 0,9997, respectivamente.
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Para avaliar a recuperacdo dos fungicidas, foram adicionados thiabendazole e
imazalil nas amostras testemunhas nas concentragbes de 0,5mg/kg e 1,0mg/kg.
Em seguida, procedeu-se a extragdo dos fungicidas e quantificacdo por
cromatografia gasosa, segundo os procedimentos e condigGes descritos

anteriormente.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

As fortificagbes e recuperacdes de thiabendazole e imazalil na casca, na polpa e
no fruto inteiro, no nivel de 1,0mg/kg e 0,5mg/kg encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 Fortificaggo e recuperagdo de thiabendazole e imazalil em casca, polpa e laranja
inteira

Fungicidas | Amostras Fortificagéo Recuperagéo (%) Estimativa
do DPA
(mg/kg) n Faixa Média ()
Imazalil Casca 1.0 4 (77 - 95) 87.0 8.4
0.5 4 (106 - 114) 108.7 3.6
Polpa 1.0 4 (78 - 89) 815 5.0
0.5 4 (85 - 100) 952 6.9
Laranja 1.0 7 (82-117) 99.0 12.9
Inteira
0.5 5 (94 - 99) 97.0 1.8
Thiabendazole | Casca 1.0 6 (81-100) 89.8 7.6
0.5 4 (80 - 90) 85.0 41
Polpa 1.0 5 (80 - 106) 89.4 11.9
05 4 (80 - 85) 82.4 26
Laranja 1.0 8 (83-117) 926 10.9
Inteira
0.5 4 (84 - 117) 95.4 15.5

n = namero de determinagdes. DPA = Desvio Padrido Absoluto

Embora o limite de quantificagdo do método corresponda a quantidade do
pesticida que produz um pico cuja altura é trés vezes a altura do ruido do detector,
no presente estudo adotou-se como limite de quantificagcdo a menor concentragao
do thiabendazole (0,1mg/kg) da respectiva curva analitica. Este valor foi adotado
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porque representava um nivel seguro de confiabilidade das anlises e porque é
uma concentracdo que esta 100 vezes abaixo da tolerancia estabelecida para o
thiabendazole pela legislagdo Brasileira de Residuos de Pesticidas e pelo CODEX.

N&o foram detectados residuos de imazalil e thiabendazole na casca, na polpa e
na laranja inteira nas duas amostras testemunhas, tratadas apenas com agua e
com espalhante adesivo. Nas andlises dos cromatogramas destas duas amostras
nao foram encontrados picos que interferissem na quantificagéo dos fungicidas.

Os niveis de residuos de imazalil e thiabendazole na casca, na polpa e no fruto
inteiro, durante os periodos de armazenamento, estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Niveis de residuos de imazalil (IMZ) e thiabendazole (TBZ) na laranja
inteira (L.1.), na casca (C.) e na polpa (P.) de frutos de laranja ‘Péra’ tratada com
estes fungicidas em pés-colheita,

Armazenamento (4°C + 2°C/90% + 5% de U.R.)

Tratamento (dias)
0 7 14 21 28
X y X ¥ X y X y X y
IMZ LI 865+ 255 991+ 140 961+260 961+ 220 859+ 205
C. 18,58 + 2,33 18,43 + 568 14,24 + 3,56 20,78 + 3,74 17,82 + 0,91
P. 086+ 0,04 0,86+ 0,01 090+ 0,04 0,91+ 008 0,83 + 0,01
™BZ L. 014+ 0,01 0,14+ 0,01 0,13+ 0,01 0,19+ 0,02 0,20 + 0,02
C. 3,59 + 0,01 3,24 + 0,01 3,31+ 0,11 3,53+ 0,59 3,09+ 122
P. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

X — niveis residuais (mg/kg) (média de trés determinagdes.
y — estimativa de desvio padrio absoluto (média de trés determinagdes).
n.d. — n&o detectado (abaixo do limite de quantificacdo do método — 0 10 mg/kg)

A Legislagdo Brasileira para residuos de pesticidas estabelece respectivamente
para o imazalil e o thiabendazole os limites maximos de 5,0mg/kg (BRASIL, 1998)
e 10,0mg/kg (BRASIL, 1990) em citros. Estes valores de tolerancias sdo os
mesmos estabelecidos pelo CODEX (FAO/WHO, 1998) para o fruto inteiro.
Entretanto, ndo ha, nem no CODEX ou na legislagdo brasileira, limites para a
casca e para a polpa.
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Embora os niveis de residuos de thiabendazole estejam abaixo do limite
estabelecido pela legislagéo nacional e pelo CODEX, o mesmo nao ocorre com o
imazalil, cujos niveis residuais foram superiores a 5mg/kg. Niveis acima do
recomendado pelo CODEX também foram encontrados para imazalil no fruto
inteiro, em laranjas de variedade Hernandina (Citros clementina Hort. ex Tan.),
tratadas em pés-colheita por imersao na concentracdo de 1000mg/kg em solugao
aquosa (LAFUENTE et al., 1984).

Os niveis residuais de imazalil encontrados na casca € no fruto inteiro foram
quase o dobro do tolerado para este fungicida, o que pode ser explicado em
fungdo da solubilidade do imazalil em diferentes meios. Segundo CUNAT &
CASAS, 1974, o thiabendazole, apesar de ser solvel tanto em meio &cido (pH< 3)
como no basico (pH>14), caracteristica acida e basica devido ao carater anfotero
do atomo de nitrogénio do grupo imidazol (Figura 1), possui baixa solubilidade em
agua (pH=7). Como as caldas no tratamento em pos-colheita foram formuladas em
solugdo aquosa neutra, este meio promoveu baixa solubilidade do thiabendazole.
Neste caso, € necessario manter o recipiente em constante agitagdo para
assegurar uma distribuigdo uniforme sobre os frutos. O imazalil, por outro lado, por
formar sais soltveis em solugdo aquosa, € mais soltvel do que o thiabendazole,
proporcionando maior distribuicdo no fruto, o que pode ter levado sua

concentragdo na casca e no fruto inteiro ser bem maior.

H
|
N —S pka =25 ———s pka = 14
| i ;
(+) e
|
H - - -
(Meio Acido) (Neutro) (meio Basico)

Figura 1. Carater anfétero do thiabendazole em meio neutro, acido e basico.
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Conforme dados da Tabela 1, os niveis residuais de ambos os fungicidas foram
maiores na casca do Que na polpa e no fruto inteiro. Estes resultados estdao em
concordancia com os obtidos por OLIVEIRA & TOLEDO (1999), que relataram
maiores niveis residuais de imazalil e thiabendazole em cascas que na polpa de
laranjas ‘Péra’ destinadas ao consumo interno. Resultados semelhantes também
foram obtidos por LAFUENTE et al.(1984), em laranjas das variedades
‘Washington Nave’ (Citrus sinensis ( L.) Osbeck) e ‘Hernandina’ (Citros clementina
Hort. ex Tan), ap6s tratamento em pds-colheita, por imersdo, com imazalil nas
concentragbes de 500mg/kg e 1000mg/kg. Estes autores encontraram maiores
concentracdes de imazalil na pelicula externa do fruto do que no albedo. A casca,
representada pelo conjunto da pelicula externa mais o albedo, apresentou cerca
do dobro da concentracao de imazalil na variedage Hernandina em relacéo a
Washington. Navel. Trabalho realizado por CANO et al. (1987), com duas
variedades de magss, apds tratamento em pés-colheita, evidenciaram maiores
quantidades de varios pesticidas, inclusive thiabendazole, na casca do que na
polpa.

Em relagdo & limitada penetracdo dos fungicidas na polpa, existe uma
concordancia entre os resultados obtidos no presente trabalho e por outros
autores, considerando-se amostras de laranjas e os mesmos fungicidas
(LAFUENTE et al., 1984: OLIVEIRA & TOLEDO, 1999). Tal comportamento pode,
em parte, ser atribuido & composicdo quimica da casca da laranja, onde se
aglomeram dleos essenciais constituidos de terpenos, carotendides e cera
epicuticular, os quais podem interagir quimicamente com os pesticidas, atuando
como obstaculo & sua penetracéo (HOLLOWAY & CHALLEN, 1966; BAKER &
PROCOPIO, 1975; BAKER et al, 1975, EL-OTOMANI & COGGINS, 1985;
FREEMAN et al., 1979: NORDBY & MCDONALD, 1990; NORDBY & McDONALD,
1991).

Outras frutas morfologicamente semelhante & laranja, quanto 3 presenca de cera
epicuticular em suas cascas, tais como 0 abacaxi e a nectarina, tém apresentado
comportamento similar em relagcdo a pouca penetracdo de pesticidas na polpa
(CABRAS et al., 1997: CABRERA et al., 1999).
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Em fungdo da possibilidade de efeitos adversos 2 saude humana decorrentes da
ingestdo destes fungicidas, recomenda-se © monitoramento dos niveis de
residuos de imazalil nos subprodutos extraidos da casca da laranja tratada com
este fungicida, sempre que sejam destinados a industria.

4.CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foi realizado o presente trabalho, pode-se concluir que:

Os niveis residuais de thiabendazole em frutos de laranja ‘Péra’ tratados sob a
forma de imersdo em emulsdo contendo 1000mg/L do ingrediente ativo,
analisados até 28 dias de armazenamento, encontram-se abaixo do limite
estabelecido pela Legislacéo Brasileira de Residuos de Pesticidas e pelo CODEX,
nao se constituindo em risco para a saude humana. Dessa forma o fruto pode ser
consumido sem restricdes. Contrariamente, os niveis residuais de imazalil,
detectados nos frutos tratados em solugéo contendo 1000mg/L, excedem O limite
permitido por estas legislagoes, representando um risco para a saude humana e
tornando os frutos impréprios para consumo.
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CAPITULO 6

RESIDUOS DOS FUNGICIDAS THIABENDAZOLE E
IMAZALIL EM LARANIJAS ‘PERA’

(Citrus sinensis (L.) Osbeck) OFERECIDAS PARA CONSUMO
NA CIDADE DE CAMPINAS, SP

(Artigo publicado na Pesticidas: Revista de Ecotoxicologia e Meio Ambiente,
Curitiba, v. 9, p. 125-136, jan./dez. 1999)
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RESEDUOS DOS FUNGICIDAS THIABENDAZOLE E IMAZALIL EM LARANJAS
‘PERA’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) OFERECIDAS PARA CONSUMO NA
CIDADE DE CAMPINAS, SP

RESUMO. Foram analisados os residuos dos fungicidas thiabendazole e imazalil
em laranjas ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) coletadas em supermercados da
cidade de Campinas (SP), no periodo de novembro/1998 a agosto/1999. A
metodologia utilizada usou cromatografia gasosa com detectores de fotometria de
chama (FPD) e ionizagdo de chama (FID), com limites de quantificacdo de
0,1mg/kg e 0,2mg/kg para thiabendazole e imazaiil, respectivamente. A
confirmacéo da identidade dos picos foi feita em diferentes colunas. Em 46% das
amostras analisadas foram encontrados residuos dos dois fungicidas, sendo que
a casca apresentou niveis mais elevados, na faixa de 1,56 a 2,42mg/kg e de 0,17
a 13,32mg/kg, para imazalil e thiabendazole, respectivamente. A percentagem de
laranjas contaminadas com thiabendazole foi maior do que com imazalil. Em
ambos os casos os niveis residuais dos fungicidas ficaram abaixo dos limites de
residuos estabelecidos pela Legislagdo Brasileira e recomendados pelo CODEX,
que sao 5,0mg/kg e 10,0mg/kg, respectivamente, para imazalil e thiabendazole.
Em func&o dos resultados obtidos pode-se concluir que as laranjas analisadas

estdo adequadas para o consumo.

Palavras-chave: Laranja, imazalil, thiabendazole, residuos de pesicidas
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RESIDUES OF THIABENDAZOLE AND IMAZALIL IN ‘PERA’ ORANGES (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) AVAILABLE FOR CONSUMPTION
IN CAMPINAS, SP

SUMMARY: ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) oranges were sampled at local
supermarkets in the city of Campinas from November/1998 to December/1999
and analysed for thiabendazole and imazalil residues. The methodology used a
gas chromatograph equipped with flame fotometric (FPD) and flame ionization
detectors (FID). The quantification limits were 0.1mg/kg and 0.2mg/kg for
thiabendazole and imazalil, respectively. Peak identities were confirmed by GC
using differents columns. Of the collected samples, 46% presented residues of
both fungicides. The highest levels were detected in the orange peel, in the range
of 1.56 mg/kg to 2.42 mg/kg and 0.17 mg/kg to 13.32 mg/kg for Imazalil and
thiabendazolee, respectively. The percentage of oranges contaminated with
thiabendazole was higher than those contaminated with imazalil. For both
fungicides the detected residual levels were below the respective MRL in force in
Brazil and also recommended by CODEX, which are 5.0mg/kg and 10.0mg/kg,
respectively for imazalil and thiabendazolee. The results demonstrate that the

oranges analysed are appropriate for human consumption.

Keywords: Oranges, imazalil, thiabendazole, pesticide residues
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1.INTRODUGCAO

A laranja conhecida popularmente como ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck), ‘Péra
rio’ ou ‘Péra coroa’ € a mais importante variedade citrica do Brasil. E reconhecida
como variedade exclusivamente brasileira, apesar de sua origem genética
permanecer obscure. Sabe-se que a laranja foi introduzida no Brasil pelos
portugueses no inicio da sua colonizagdo, em 1500. No século atual ocorreu
grande expans@o cultural, sendo a laranja ‘Péra’ a variedade mais cultivada,
comercializada e consumida no Brasil nos Ultimos anos. O Estado de S3o Paulo
destaca-se como o maior produtor nacional, contribuindo com cerca de 80% de
toda a produc&o brasileira de citros, dos quais 52% correspondem a laranja ‘Péra’
(HASSE, 1987; RODRIGUEZ et al., 1991; DONADIO et al., 1995 ; MAIA et al.,
1996 ).

Durante o periodo compreendido entre a colheita, armazenamento,
comercializagéo e consumo, a laranja pode sofrer danos devido ao transporte e
manipulagéo. Estes danos, associados & temperatura e umidade ambientais
favorecem o aparecimento de mofos e podriddes, provocados pelos fungos dos
géneros Penicillium sp., Colletotrichum gloeosporioides, Geotrichum candidum,
Rhizopus stolonifer. A presenga dos fungos pods-colheita pode provocar
deterioracdo em cerca de 25% a 30% das frutas citricas, comprometendo a
qualidade das laranjas e inviabilizando o seu consumo e comercializagdo, além
de trazer prejuizos para o produtor (CUNAT & CASAS, 1979: Rao, 1984;
BROWN, 1985; PAPADOPOULOU-MOURKIDOU, 1991).

Muitos paises utilizam o tratamento pés-colheita em laranjas para manter a
qualidade da fruta e assegurar a sua comercializagdo (GREENBERG & RESNICK,
1977, McCORNACK & BROWN, 1977; LAVILLE, 1978; TJAN & JANSEN, 1979:
ISSHIKI et al., 1980; EL-REFAI et al., 1982; DAVE et al., 1989). No tratamento
pos-colheita aplicam-se, por imers&o ou pulverizagdo, os fungicidas imazalil e

thiabendazole (Figura 1), com a finalidade de combater os fungos que provocam a
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deterioragdo das frutas, inviabilizando seu comércio (GREENBERG & RESNICK,
1977: LAVILLE et al.,, 1977; KAPLAN & DAVE, 1979; BURGER & DAVIS, 1982;
LAFUENTE et al., 1984; PAPADOPOULOU-MOURKIDOQOU, 1991; SCHIRRA et al.,
1996).

No Estado de Sao Paulo, as laranjas destinadas ao mercado interno s&o colhidas
nos pomares e transportadas até as 'packing-houses" onde, apds serem
beneficiadas com tratamento em pds-colheita, sdo embaladas, armazenadas e

transportadas para os pontos de comercializagéo (MAIA et al., 1996).

A legislagao brasileira para residuos de pesticidas (BRASIL, 1990; BRASIL, 1998)
e o CODEX (FAO/WHOQO, 1986) estabelecem limites maximos de 10,0mg/kg e

5,0mg/kg para o thiabendazole e imazalil em citros, respectivamente.

.__CH20H 0.CH,CH=CH, O\—Tﬂ N=‘
ﬁj ’i‘)_<\—s
H

C14H14CI1N20 (292.2) C1°H7N?E§)(201 2)
(a)

Figura 1. Estruturas, formulas e massas molares do imazalil (a) e thiabendazole (b)

O imazalil foi introduzido em 1972, pela Janssen Pharmaceutica, como fungicida
sistémico e a sua inclusdo na legislagdo brasileira de residuos de pesticidas
ocorreu em 1° de setembro de 1998 (BRASIL, 1998), sendo seu uso autorizado
em poés-colheita para citros. Este fungicida apresenta propriedade antiesporulante
que impede a propagac¢ao dos fungos. A DLsy do Imazalil para ratos é de
320mg/kg (CUNAT & CASAS, 1979; WORTHING, 1979).
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O thiabendazole foi introduzido pela Merck & Co. Inc., em 1962, como
antihelmintico e, em 1968, Passou a ser utilizado na agricultura como fungicida
(WORTHING, 1979; BROWN et al, 1961, CUCKLER, 1961; ROBINSON et al,,
1969). Foi incluido na legislacéo brasileira de residuos de pesticidas para uso em
pos-colheita para citros em 10 de outubro 1990, pela Portaria n° 37 (BRASIL,
1990). Estudos abordando toxicidade sub-aguda em ratos por via oral, nas
concentragées de 800mg/kg e 1200mg/kg, resultaram em mortalidade de 30% e
100% dos animais, respectivamente. Nos testes de toxicidade aguda, a DLs, para
ratos foi de 3,1g/kg (ROBINSON et al., 1965).

O objetivo do presente estudo foi determinar os niveis de residuos dos fungicidas
thiabendazole e imazalil em laranjas ‘Péra’ in natura, comercializadas na regiao
de Campinas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras

Laranjas da variedade ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) foram coletadas em
Supermercados de Campinas, trés vezes por més, no periodo compreendido entre
novembro/1998 e agosto/1999. Em cada coleta, as amostras foram divididas em
trés grupos, caracterizando trés repeticées por amostragem. Em cada
amostragem, a laranja inteira, a casca e a polpa, separadamente, foram cortadas
com faca em pequenos pedagos, homogeneizadas em processador,
acondicionadas em frascos de vidro e armazenadas em freezer a —20°C, até a
ocasido das analises. A casca correspondeu ao albedo mais o flavedo e a polpa,

a laranja inteira menos a casca.
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2.2 Solventes e Padroes

Foram preparadas em metanol grau pesticidas (Lichrosolv) solugbes de 100mg/L
do padréo de imazalil (Dr. Ehrenstorfer, Augusburg, Alemanha) e thiabendazole
(Merck & Co., Inc., Rahway, NJ). A partir destas solugdes foram obtidas, por
diluicdo em hexano grau pesticidas (Lichrosolv), solugbes padréo contendo 10 ,
50,1,0,05, 02 e 0,1mg/L dos fungicidas. Os demais reagentes utilizados
foram NaCl (tratado previamente em mufla durante oito horas a 450°C), Na;SO4
(tratado previamente em mufla durante 8 horas a 650°C) e o solvente acetato de

etila grau pesticida (Lichrosolv).

2.3 Método de Analise

A extracdo dos fungicidas foi conduzida conforme o método de MINELLI et al.,
(1996). Pesaram-se 5g de amostra em um tubo de vidro de 50mL, acrescentando-
se 2g de NaCl e 10mL da mistura hexano:acetato de etila (1:1 viv). O tubo,
fechado com tampa de teflon, foi agitado durante 30 minutos em agitador
rotatério. Apés 10 minutos de repouso, transferiu-se uma aliquota de 5,0mL para
um tubo concentrador contendo 0,5g de Na,SO,. Apds cinco minutos, o extrato foi
transferido para outro tubo e evaporado até 1,0mL, ou diluido até a faixa de
concentracéo da resposta linear do detector, antes da injecdo em cromatoégrafo a

gas.

Para quantificagéo de imazalil foi utilizado cromatégrafo a gas HP 6890, acoplado
a um microcomputador e equipado com detector de ionizacdo de chama (FID),
coluna capilar HP-50+50% Fenil metil siloxano, com 30m de comprimento, 320um
de diametro interno e 0,25um de filme. As demais condigdes cromatograficas
foram: vazdo constante de 2,0mL/min; programagéo de temperatura de 40°C (dois
minutos), primeiro gradiente de 20°C/min até 200°C (dois minutos), segundo
gradiente de10°C/min até 240°C (dois minutos); injetor no modo “pulsed splitless”
a 250°C, pressdo 58,6MPa, vazéo 64,6mL/min; injegdo pulso com 344,8MPa até
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um minuto, vazado de purga 60mL/min até um minuto; detector a 300°C com
hidrogénio a 35mL/min, ar sintético a 400mL/min e “make up”’ de 35mL/min. O

tempo de retengéo para o imazalil nestas condigées foi de 17,5 minutos.

Thiabendazole foi determinado no mesmo cromatégrafo, utilizando-se detector de
fotometria de chama (FPD) acoplado a um computador e equipado com coluna
capilar (press&o constante de 196,39MPa) HP-5% Fenil metil polissiloxano, com
30m de comprimento, 320um de diametro interno e 0,25um de filme. As demais
condi¢cdes cromatograficas foram: programacdo de temperatura de 40°C (dois
minutos), primeiro gradiente de 20°C/min até 200°C (dois minutos), segundo
gradiente de 10°C/min até 240°C (dois minutos); injetor no modo “pulsed splitless”
a 250°C, pressao 58,6MPa, inje¢ao pulso com 344,8MPa até um minuto, vazao de
purga 15mL/min até um minuto; detector a 250°C com filtro para detecgéo de
enxofre (393nm), hidrogénio a 50mL/min, ar sintético 60mL/min e “make up” a
60mL/min. Nestas condigbes o tempo de retengéo do thiabendazole foi de 16,5
minutos.

As curvas analiticas foram construidas relacionando area do pico versus
concentracéo (mg/L) do imazalil e thiabendazole, nas faixas de concentracdes de
0,2mg/L a 2,0mg/L e de 0,1mg/L a 2,0mg/L, com coeficientes de correlagao de
0,9962 e 0,9997, respectivamente.

As amostras isentas dos fungicidas foram fortificadas com concentragdes de
0,5mg/kg e 1,0mg/kg de thiabendazole e imazalil. Em seguida extrairam-se o
thiabendazole e imazalil, segundo o procedimento descrito no item 2.3.

Para identificagdo do thiabendazole utilizou-se um cromatografo a gas (HP 6890)
com coluna HP-50+50% Fenil metil siloxano (30m de comprimento, 320um de
diametro interno, 0,25um de filme), acoplada em detector de ionizacdo de chama
(FID) nas mesmas condigGes de analise do imazalil. O tempo de retencéo neste

caso foi de 12,2 minutos.
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Imazalil foi confirmado em cromatdgrafo a gas (Varian 3400), com coluna
Megabore DB-5 (30m x 0,54mm x 0,25um). As demais condi¢gdes foram:
programacdo de temperatura de 180°C, durante dois minutos, gradiente de
temperatura de 5°C/min até 240°C (dois minutos), injetor a 240°C e detector de
captura de elétrons Ni* a 300°C; nitrogénio com 137,92MPa de pressdo. O tempo
de retenc&o nestas condigées foi de 13,2 minutos.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi utilizada a mistura de hexano:acetato de etila (1:1 v/v) para a extragdo dos
fungicidas da casca, polpa e laranja inteira, enquanto que no trabalho de MINELLI
et al. (1996) e SCHIRRA et al. (1996) foi empregada a mistura acetona:éter de
petréleo (1:1 viv). O emprego da mistura hexano:acetato de etila (1:1 v/v), também
utilizada em outros estudos que quantificaram thiabendazole e imazalil em
laranjas, resultou na auséncia de picos interferentes (SCHIRRA et al., 1998;
NAVICKIENE & RIBEIRO, 1999).

Os resultados das recuperacbes dos fungicidas na casca, polpa e laranja inteira
estdo incluidos na Tabela 1.

Embora o limite de quantificagdo do método corresponda a quantidade do analito
que produz um pico cuja altura é trés vezes a altura do ruido do detector, no
presente estudo adotou-se como limite de quantificacdo as menores
concentragdes do thiabendazole (0,1mg/kg) e imazalil (0,2mg/kg) das respectivas
curvas analiticas. Estes valores foram adotados porque representavam um nivel
seguro de confiabilidade das analises e porque sdo concentracées que estdo 100
e 25 vezes abaixo da tolerancia estabelecida pela Legislacdo Brasileira de
Residuos de Pesticidas e pelo CODEX para o thiabendazole e imazalil,
respectivamente.
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Tabela 1 Fortificagdo e recuperagdo de thiabendazole e imazalil em casca, polpa e
laranja inteira.

Fungicidas | Amostras Fortificacdo Recuperacdo (%) Estimativa
/ do DPA
(mg/kg) N Faixa Média
()
Imazalil Casca 1.0 4 (77 - 95) 87.0 8.4
0.5 4 (106 - 114) 108.7 3.6
Polpa 1.0 4 (78 - 89) 81.5 5.0
0.5 4 (85 - 100) 95.2 6.9
Laranja 1.0 7 (82 -117) 99.0 12.9
Inteira
0.5 5 (94 - 99) 97.0 1.8
Thiabendazole | Casca 1.0 6 {81 -100) 80.8 7.6
0.5 4 (80 - 90) 85.0 41
Polpa 1.0 5 (80 - 106) 89.4 11.9
0.5 4 (80 - 85) 82.4 26
Laranja 1.0 8 (83 -117) 8926 10.9
Inteira
0.5 4 (84 - 117) 954 15.5

n = numero de determinagdes. DPA = Desvio Padrdo Absoluto

A presenga dos fungicidas thiabendazole e imazalil nas amostras de laranjas
analisadas esta ilustrada na Figura 2. Conforme pode ser observado, 54% das
amostras ndo apresentaram residuos de qualquer um dos fungicidas, dentro do
limite de quantificacdo do método de 0,1mg/kg e 0,2mg/kg para thiabendazole e
imazalil, respectivamente. Parte das amostras apresentou apenas thiabendazole
ou imazalil e outras ambos os fungicidas, totalizando 46% das amostras

analisadas.

ISSHIKI et al. (1982), analisando laranjas importadas pelo Jap&o, constataram a
presenca de thiabendazole em todas as amostras analisadas. A presencga deste
fungicida em todas as laranjas pode ser atribuida ao baixo limite de quantificagéo
do método utilizado pelos autores, relatado como sendo 0,002mg/kg, 50 vezes
menor do que o limite de quantificagdo do thiabendazole obtido no presente
estudo.
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Sem
fungicida

46%

Com thiabendazole
e/ou imazalil

Figura 2. Percentagem de laranjas com e sem thiabendazole e imazalil

Analisando-se o total das laranjas contaminadas, nove apresentaram apenas
residuos de thiabendazole, trés apenas residuos de imazalil e duas, residuos de
ambos os fungicidas (Figura 3). A menor ocorréncia de residuos de imazalil pode
ser atribuida a aprovag&o relativamente recente do uso deste fungicida no Brasil
(BRASIL, 1998).

15¢

Nidmero de 10§

amostras

LC-100% TBZ-78% IMZ-35%

Figura 3. Percentagens de thiabendazole (TBZ) e imazalil (IMZ) nas laranjas
contaminadas (LC)

Os residuos de thiabendazole e imazalil foram analisados separadamente na
casca, na polpa e na laranja inteira. A casca apresentou os maiores niveis de
ambos os fungicidas, na faixa de 1,56 a 2,42mg/kg para imazalil e de 0,17 a
13,32mg/kg para thiabendazole. Apenas uma amostra apresentou residuo de

thiabendazole na polpa (1,41mg/kg), enquanto que na laranja inteira este
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fungicida foi detectado na faixa de concentracdo de 1,35 a 2,19mg/kg e o imazalil
na concentracao de 0,96mg/kg, em uma amostra. A Figura 4 ilustra a presenca

relativa dos fungicidas nas varias partes das laranjas analisadas.

Ndmero de 9

LC-100% C-78% LI-28% P-7%

Figura 4. Percentagens de laranjas contaminadas (LC) com fungicidas na casca
(C), na polpa (P) e na casca e polpa (LI)

Como a maior parte dos fungicidas fica retida na casca, recomenda-se, caso esta
parte da laranja seja utilizada como matéria prima para extragdo de dleo ou para
processamento, que seja realizado estudo dos niveis dos fungicidas nos produtos
acabados. Como nem sempre as laranjas sdo lavadas antes da preparacdo do
suco, seja pelo consumidor em sua residéncia ou em estabelecimentos
comerciais, antes de sua extracdo em maquinas, & importante que sejam
analisados os residuos de thiabendazole e imazalil no Suco, uma vez que existe a

possibilidade do mesmo ser contaminado pelos fungicidas presentes nas cascas.

4.CONCLUSAO

Como os niveis residuais de imazalil e thiabendazole apresentaram-se abaixo dos
limites maximos estabelecidos pela Legislagéo Brasileira para estes fungicidas
pode-se concluir que todas as laranjas analisadas estdo adequadas para o

consumo em relagdo a presenca destas substancias.
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Anexo 1

Anexo 1. Cromatograma do Imazalil

pA |
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3
5
£
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=
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40
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10 +
1 T poumal tiggs | R =
17 17.2 174 176 178 _ min

Cromatégrafo & gas (HP 6890) com detector de ionizagdo de chama (FID).

Condigdes cromatograficas: vide Material e Método (capitulos 2, 3, 4, 5, 6).

Cromatograma do imazalil (........) (5,0mg/L), hexano (--—-—) e polpa de laranja(—) (2.5g/5mL).
Volumes injetados: 3pul.

Tempo de reteng@io do imazalil: 17,5 minutos.
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Anexo 2. Cromatograma do Thiabendazole

150 pA
1000
800 -
600 -
Thiabendazole ﬁn'ea. 1062.87
|
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150 pA
1000 -
800 -
500 -
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200 -
o g s oz
15 152 164 " 188 16.8 min
Cromatégrafo a gas (HP 6890) com detector de fotometria de chama (FPD).

Condigdes cromatograficas: vide Material e Método (capitulos 2, 3, 4, 5, 6).
Cromatograma do thiabendazole (3,0uL de 2,0mg/L).

Tempo de retengdo do thiabendazole: 16,5 minutos.

Cromatograma do hexano (3,0uL).
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Anexo 3. Curvas Analiticas de Imazalil e Thiabendazole

Area T J ¥ ! K T
A .. i -
(PA) 20 Curva Analitica de Imazalil //
>4
157 Volume injetado=3pL
10 < g Regressao Linear imazalil:
Y=A+B*X il
L Param Value sd
A 0,82695 0,64591
5] B 016546 0,56167 |
. R =0,99627 SD =0,76755
N= 4 P =0,00373
0 T T 1 LE 1
0,0 05 1,0 1,5 2,0
[mg/L]
3 T ¥ T T T T T
Area - Curva Analitica de Thiabendazole /./
(PA) 4 / A
2501 Volume injetado=3pL
200+ -
150 :
Regressao Linear.
Y=A+B*X 7
1004 Param Value sd
. A -17,57824 3,07204
B 164,69514 2,70216
50- Z 4
4 R =0,99973
SD=302279, N=4
iy P = 0,00027
0,0 0,5 1,0 1,5 20
(mg/L)
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Sustituir Sinensis por sinensis.

Sustituir 80% por 85%.

Sustituir 80% por 85%.
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Sustituir 28 por 25.
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