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RESUMO

ALVES, Robson Ribeiro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2017.
Avaliacdo de residuos dos fungicidas imazalil e procloraz aplicados em pos-
colheita de goiabas ‘Pedro Sato’. Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz. Coorientadores: Antonio Augusto Neves e Luiz Carlos Chamhum Salomao.

A assisténcia técnica inadequada, o manejo incorreto da cultura, a auséncia de
monitoramento de residuos de agrotoxicos e, por vezes, a falta de consciéncia do
produtor levam ao uso indiscriminado e irresponsavel dos produtos quimicos, que
geram impactos ao meio ambiente e a saide humana. Em muitas culturas fruticolas, a
falta de produtos registrados para a cultura induz o produtor a procurar respostas em
produtos nao registrados, com eficacia e dosagens desconhecidas para a cultura. Esse
¢ o caso da goiaba, que apesar de ser alvo de pragas e doencas com potencial para
comprometer toda a safra, possui poucos produtos registrados para uso em pré-
colheita e nenhum produto registrado para uso em poés-colheita. Os fungicidas
imazalil e procloraz sdo frequentemente usados na cultura da goiaba, em pos-
colheita. Para avaliar o comportamento desses principios ativos na goiaba (epicarpo,
mesocarpo € placenta) este trabalho se dividiu em trés experimentos. O primeiro
experimento teve por objetivo estudar a dissipagdo e ou migracdo dos agrotoxicos
imazalil e procloraz, aplicados na pos-colheita de goiabas ‘Pedro Sato’, do epicarpo
para o mesocarpo e deste para a placenta. Para tanto, os frutos foram imersos em
caldas fungicidas em diferentes concentragdes. Periodicamente, os frutos foram
avaliados, quanto a evolucao de cor do epicarpo e, quanto a presenga de residuos dos
principios ativos nas fragdes do fruto. Foi utilizado o método de extracdo sélido-
liquido com particdo em baixa temperatura (ESL/PBT), adaptado e validado para
determinagdo de residuos destes principios ativos nas fragcdes do fruto de goiaba por
cromatografia gasosa acoplada a um detector por captura de elétrons (CG/DCE). O
segundo experimento, teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes doses de
imazalil na manuten¢do da qualidade da goiaba. Neste estudo, os frutos foram
imersos em caldas fungicidas em quatro concentragdes de imazalil e avaliados
quanto a perda de massa da matéria fresca, incidéncia e severidade de doengas,
evolugdo de cor do epicarpo, firmeza do mesocarpo, teor de solidos soluveis, acidez

titulavel e quanto a presenga de residuos dos principios ativos nas fragdes do fruto.
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Os resultados foram avaliados por estatistica descritiva ou por superficie de resposta.
O objetivo do terceiro experimento foi avaliar a influéncia do tempo de
armazenamento de goiabas ‘Pedro Sato’ na determinacdo de residuos dos
agrotoxicos por cromatografia gasosa. Neste estudo, frutos nao tratados foram
mantidos por até 13 dias de armazenamento e avaliados quanto a alteragdo de cor do
epicarpo. Posteriormente, os frutos foram processados, separados em fragdes e estas
submetidas ao processo de extracdo previamente validado. Os extratos foram
fortificados em concentragdes definidas dos principios ativos e analisados por CG-
DCE. Concomitantemente, foi preparada uma curva analitica dos principios ativos
em acetonitrila, utilizada para comparar com as dos extratos e para o calculo do
efeito de matriz das fragdes em cada dia de armazenamento. Os resultados foram
avaliados por andlise de regressio. O método ESL/PBT-CG/DCE validado
apresentou seletividade e linearidade satisfatérias, com recuperagdes de extracdo na
faixa de 94,5 a 108% e limites de quantificacdo (LQ) entre 12,2 a 19,3 ug kg™!. No
primeiro experimento, verificou-se que ha dissipagdo dos principios ativos do
epicarpo com comportamento ajustavel a uma cinética de primeira ordem. Verificou-
se também que parte dos principios ativos sdo dissipados por translocagdo para o
interior do fruto. Estes também foram detectados na placenta, mas em quantidades
abaixo do LQ. No segundo experimento, a aplicagdo de imazalil, nas doses
estudadas, nao afetou as caracteristicas de qualidade dos frutos, embora tenham sido
eficazes em retardar a incidéncia e reduzir a severidade dos danos causados por
fungos durante o armazenamento. Independente da dose aplicada nos frutos, o
imazalil migra do epicarpo para o mesocarpo, ndo sendo detectado na placenta.
Entretanto a maior concentragdo deste fungicida permanece no epicarpo. Com
relacdo a persisténcia do principio ativo no fruto, as menores doses apresentaram
residuos abaixo do limite de referéncia tolerado, embora com valores muito
proximos deste. No terceiro experimento, os resultados indicam que hé diferengas no
efeito de matriz ao longo dos dias de armazenamento sendo, portanto, necessario
empregar curvas analiticas preparadas no extrato das fragdes para minimizar o efeito

de matriz.
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ABSTRACT

ALVES, Robson Ribeiro, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Evaluation of residues of imazalil and prochloraz fungicides applied in post-
harvest guava 'Pedro Sato'. Advisor: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-
advisors: Antonio Augusto Neves and Luiz Carlos Chamhum Salomao.

Inadequate technical assistance, poor crop management, lack of monitoring of
pesticide residues and sometimes lack of producer awareness lead to the
indiscriminate and irresponsible use of chemicals, which have an impact on the
environment and human health. In many fruit crops, the lack of registered products
for the crop induces the producer to seek answers in unregistered products, with
efficacy and dosages unknown for the crop. This is the case of guava, which despite
being a target of pests and diseases with potential to compromise the whole crop, has
few products registered for use in pre-harvest and no product registered for post-
harvest use. The imazalil and prochloraz fungicides are often used in postharvest
guava crops. To evaluate the behavior of these active principles in guava (epicarp,
mesocarp and placenta) this work was divided into three experiments. The first
experiment aimed to study the dissipation and/or migration of the imazalil and
prochloraz pesticides, applied in the postharvest of 'Pedro Sato' guavas, from the
epicarp to the mesocarp and from this to the placenta. For this, the fruits were
immersed in fungicidal syrup at different concentrations. Periodically, the fruits were
evaluated as to the color evolution of the epicarp and, as to the presence of residues
of the active principles in the fractions of the fruit. The low-temperature solid-liquid
extraction (ESL / PBT) extraction method was used, adapted and validated to
determine residues of these active principles in guava fruit fractions by gas
chromatography coupled to an electron capture detector (CG / DCE). The second
experiment aimed to evaluate the effect of different doses of imazalil on the
maintenance of guava quality. In this study, fruits were immersed in fungicidal
syrups at four concentrations of imazalil and evaluated for loss of fresh matter mass,
disease incidence and severity, epicarp color development, mesocarp firmness,
soluble solids content, titratable acidity and as regards the presence of residues of the
active principles in the fractions of the fruit. The results were evaluated by

descriptive statistics or by response surface. The objective of the third experiment
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was to evaluate the influence of 'Pedro Sato' guava storage time on the determination
of residues of pesticides by gas chromatography. In this study, untreated fruits were
kept for up to 13 days of storage and evaluated for epicarp color change.
Subsequently, the fruits were processed, separated into fractions and submitted to the
previously validated extraction process. The extracts were fortified at defined
concentrations of the active principles and analyzed by GC-DCE. At the same time,
an analytical curve of the active ingredients in acetonitrile was used to compare with
the extracts and to calculate the matrix effect of the fractions on each day of storage.
The results were evaluated by regression analysis. The validated ESL / PBT-CG /
DCE method presented satisfactory selectivity and linearity, with extraction
recoveries ranging from 94.5 to 108% and limits of quantification (LQ) of 12.2 to
19.3 pg kg "' In the first experiment, it was verified that there is dissipation of the
active principles of the epicarp with behavior adjustable to a first order kinetics. For
the mesocarp, it was verified that part of the active principles are dissipated by
translocation into the fruit. These were also detected in the placenta, but in amounts
below the LQ. In the second experiment, the application of imazalil at the doses
studied did not affect fruit quality characteristics, although they were effective in
delaying the incidence and reducing the severity of fungal damage during storage.
Regardless of the dose applied to the fruits, imazalil migrates from the epicarp to the
mesocarp and is not detected in the placenta. However, the highest concentration of
this fungicide remains in the epicarp. Regarding the persistence of the active
principle in the fruit, the lowest doses presented residues below the tolerated
reference limit, although with very close values. In the third experiment, the results
indicate that there are differences in the matrix effect over the storage days, so it is
necessary to use prepared analytical curves in the fractions extract to minimize the

matrix effect.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

No mundo inteiro sdo produzidos, anualmente, mais de 800 milhdes de
toneladas de frutas. No ranking dos principais paises produtores, o Brasil ocupa a
terceira posi¢do, atras apenas da China e da India (TREICHEL et al, 2016). Em
2015, o valor da produgdo nacional das 22 principais frutiferas foi estimado em R$
26,5 bilhdes (IBGE, 2016) e o setor fruticola empregou 5,6 milhdes de pessoas, o
equivalente a 27% da mao de obra agricola do Pais (TREICHEL et al, 2016). Esses
fatos mostram com clareza a relevancia econdmica e social da fruticultura para o

Brasil.

Dentre essas frutiferas de importancia econdmica, encontra-se a goiaba, que
tem apresentado gradativa ascensdo em sua producdo ao longo dos anos. Apenas em
2015, foram produzidas cerca de 425 mil toneladas do fruto, equivalentes a R$ 476
milhdes. Entretanto, apenas uma pequena fragcdo do total produzido — em torno de
0,05% — tem alcancado mercados internacionais (SECEX, 2017). Isto se deve, em
grande parte, a alta perecibilidade do produto e a dificuldades relacionadas com a
seguranca fitossanitaria do mesmo. Dessa forma, a goiaba dificilmente atinge o

patamar de qualidade exigido por mercados consumidores internacionais.

Uma das barreiras impostas pelo mercado consumidor refere-se aos residuos
gerados pelo uso de agrotoxicos nas culturas agricolas. Estes sdo usados no manejo
das culturas agricolas para controlar pragas e doengas e, consequentemente,
aumentar a produtividade. A falta de assisténcia técnica, o manejo incorreto da
cultura, a auséncia de monitoramento de residuos de agrotoxicos e, por vezes, a falta
de consciéncia do produtor levam ao uso indiscriminado e irresponsavel dos produtos

quimicos, que gera impactos ao meio ambiente e a saude humana.

Em muitas culturas fruticolas, ha ainda um fator agravante que se soma aos
demais: a falta de produtos registrados induz o produtor a procurar respostas em
produtos nao registrados, dos quais se desconhece a eficacia e, ou a dosagem
adequada para resolver problemas da cultura. Esse ¢ o caso da goiaba, cultura com

menor expressdo comercial, quando comparada com culturas como banana, citros,
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etc. A goiabeira, apesar de ser alvo de pragas e doengas com potencial para
comprometer toda a safra (caso ndo sejam contidas ou controladas), possui poucos
registros para uso em pré-colheita e nenhum produto registrado para uso pos-

colheita.

A auséncia de registro de fungicidas pos-colheita no pais de origem ¢ um dos
entraves a comercializagdo de produtos vegetais a longas distancias. Organizagdes
como a GlobalGAP, criada em 1997 pelo mercado varejista europeu, impdoem
regulamentacdes para a importagdo de frutas e legumes, exigindo que sua produgdo
seja realizada segundo normas rigidas quanto aos niveis de residuos de fungicidas,
onde toda a cadeia de produc¢do ¢ inspecionada e certificada (GLOBALGAP, 2016).
Na drea de abrangéncia da GlobalGAP, s6 sdo aceitos produtos que tenham sido
tratados com fungicidas registrados tanto no mercado de interesse quanto no pais
produtor. Dessa forma, a falta de registro de fungicidas para goiabeira no Brasil
inviabiliza a exportagdo de frutas para outros mercados consumidores. A falta de
registro de agrotoxicos, em parte, pode ser explicada pelo fato de haver poucos
pleitos de registro pelas empresas de agrotdxicos para culturas consideradas de baixo

retorno economico (ANVISA, 2014).

Como agravante ao uso de produtos nao registrados, ainda ha a problematica
do uso inadequado destes por parte do produtor. Ou seja, como nao ha registro, nao
ha indicagdo de periodo de caréncia nem estudos que orientem o uso consciente do
produto no fruto. Assim, hé a possibilidade de o agricultor aplicar o produto e vender
os frutos sem aguardar o tempo necessario de caréncia, o que aumenta
consideravelmente o risco de ingestdo de residuos por parte do consumidor final, que

ndo possui mecanismos para atestar a qualidade do produto que adquire.

Como a goiaba ¢ um fruto com casca fina e delicada, acredita-se que ocorra a
penetracdo dos principios ativos em quantidade ndo negligenciavel para o interior do
fruto. E como este geralmente € consumido como um todo, ha especial preocupacao
com a distribuicdo de residuos ndo apenas na casca (epicarpo), mas também na polpa

(mesocarpo) e no miolo (tecido placentario').

' Para fins de simplificagio dos termos, doravante a expressdo ‘placenta’ serd sempre utilizada para indicar o tecido
placentario com as sementes, apesar de ndo ser morfologicamente adequado.
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Neste sentido, o monitoramento detalhado dos residuos de agrotoxicos em
goiabas ¢ de fundamental importancia, tanto para assegurar a qualidade dos frutos

que chegam até o consumidor quanto para avaliar seu grau de contaminagao.

No presente trabalho, foi estudada a dissipacdo dos fungicidas imazalil e
procloraz aplicados na pos-colheita de goiabas ‘Pedro Sato’ ¢ sua translocac@o entre
os tecidos do fruto (epicarpo, mesocarpo € placenta). Verificou-se também a variagao
do efeito de matriz ao longo do armazenamento e o efeito das doses de imazalil na

conservagdo pos-colheita do fruto.



REVISAO DE LITERATURA

1. A goiaba

A goiaba (Psidium guajava L.) é uma fruta tropical ainda pouco conhecida no
cenario mundial de frutas. Na Unido Europeia e nos Estados Unidos, grandes
mercados consumidores de produtos hortifruticolas, a fruta ¢ considerada exdtica e €
comercializada em pequena escala e a precos elevados. O mercado externo assinala
preferéncia pelos frutos de polpa branca (NETO, 2007), em contraposi¢do ao
mercado interno, onde o interesse econdmico estd focado na produgdo de frutos de

polpa vermelha (AGRIANUAL, 2016).

No Brasil, algumas das principais cultivares de goiabas destinadas ao
consumo como fruta fresca surgiram de sele¢des realizadas por produtores de origem
japonesa. Pela selecdo realizada em seus pomares, obtiveram plantas cujos frutos
apresentavam qualidades adequadas a comercializagdo, como as cultivares
‘Kumagai’, ‘Ogawa’, ‘Pedro Sato’ e ‘Hitigio’ (CORREA, 2016). A cultivar ‘Pedro
Sato’ ¢ uma das mais produzidas na Zona da Mata mineira, em especial, nos
municipios de Paula Candido, Visconde do Rio Branco e Piratiba que, juntos, sdo

responsaveis por 25% da producdo mineira de goiaba (SEAPA-MG, 2016).

O Brasil ¢ um dos grandes produtores de goiaba, com producgdo em torno de
425 mil toneladas/ano e em continua expansdo nos ultimos anos (IBGE, 2016). O
fruto ¢ procurado tanto para consumo in natura quanto para a producao de sucos,
geleias e doces, bem como para uso medicinal. Na medicina popular, a goiaba ¢
recomendada no combate ao escorbuto, dor de garganta, vOmitos, diarreia, cérie,
feridas, inflamagdes e hipertensdo. Flores ef al. (2013) e Correia (2016) relatam o
potencial uso medicinal da goiaba por suas propriedades anti-plasmodiais, anti-

inflamatorias, hepatoprotetoras, anticancerigenas e antioxidantes.

Do ponto de vista nutricional, a goiaba ¢ excelente fonte de vitaminas A, C, E
e K e do grupo B (tiamina, niacina, B3 e B6), célcio, ferro, potassio, sddio, zinco,
selénio, fibras e substancias carotenoides, como licopeno. Destaca-se ainda pela

presenca de flavonoides, triterpenos e outros compostos secundarios biologicamente

ativos (FLORES et a/, 2013; CORREIA, 2016).



Fisiologicamente, a goiaba ¢ classificada como baga, com epicarpo fino
(casca), mesocarpo carnoso (tecido réseo e uniforme situado logo abaixo do

epicarpo) e tecido placentéario que envolve as sementes (Figura 1).

epicarpo
mesocarpo

tecido placentario
(placenta)

semernites

Figura 1: Camadas estruturais da goiaba.

A goiaba ¢ uma fruta de padrdo respiratério climatérico e apresenta rapido
amadurecimento apds a colheita. Isto ¢ decorrente do aumento das taxas respiratorias
e da produgao de etileno (BELTRAME, 2012) e, que aceleram os processos de perda
de firmeza, alteragdo da cor da casca e incidéncia de podriddes devido ao processo de
senescéncia (SINGH & PAL, 2008). Devido a alta perecibilidade resultante desses
fatores, o potencial da cultura no que diz respeito ao armazenamento,

comercializa¢do e exportacao torna-se extremamente limitado.



2. Doencas pos-colheita da goiaba

Doengas pos-colheita, definidas como doengas cujos sintomas se manifestam
apos a colheita do produto, caracterizam-se inicialmente por manchas necroéticas que
afetam a parte externa do fruto e, muitas vezes, também a parte interna. Podem ser
ocasionadas por patogenos que infectam o fruto ainda verde, mantendo-se
quiescentes até a maturagdo e/ou por patdégenos que infectam o fruto maduro,

usualmente devido a danos mecanicos.

Qualquer que seja a época de infecgdo, os sintomas aparecem apos a colheita
do produto, podendo colocar a perder toda a produgdo e os investimentos ja
realizados com tratos culturais, colheita, embalagem, armazenamento e transporte
dos frutos. Para evitar as perdas causadas por doengas pos-colheita e manter a
integridade do fruto pelo maior periodo de tempo possivel — a chamada vida de
prateleira —, o cuidado para prevenir danos mecanicos ¢ fundamental para evitar a

aceleragdo do amadurecimento e a incidéncia de doengas fingicas.

As principais doengas pos-colheita que atingem a goiaba sdo a antracnose,
causada por Colletotrichum gloeosporioides e por C. acutatum, a pinta preta, causada
por Guignardia psidii e a podriddo estilar, causada por diferentes patdogenos
pertencentes a familia Botryosphaeriaceae (NOGUEIRA JUNIOR et al, 2016). Além
destas, também sdo comuns danos pos-colheita decorrentes de podriddes causadas
por Dothiorella dominicana e por fungos dos géneros Macrophomina, Mucor,
Phoma,  Phomopsis,  Phytophthora,  Rhizopus, Sclerotium,  Thielaviopsis,
Pestalotiopsis, Coanephora e Penicillium (JUNQUEIRA & COSTA, 2002).

Fischer et al (2011), avaliando danos pos-colheita em goiabas ‘Pedro Sato’ na
Ceasa (Bauru - SP), observaram a incidéncia de diferentes doengas pos-colheita,
atingindo média total de 3,1%, 38,5%, 80,4% e 92,0% dos frutos aos 1, 3, 6 ¢ 9 dias
de armazenamento, respectivamente. Relatam também que a antracnose foi a doenca
com maior incidéncia (21,3% aos 3 dias e 46,2% aos 9 dias de armazenamento) entre
as podridoes detectadas nos frutos, seguida pela pinta preta (12,5% aos 3 dias e
25,5% aos 9 dias de armazenamento). Além destas, outras doengas foram constatadas
com menor incidéncia, como as podriddes causadas por Fusicoccum spp., Phoma
psidii, Mucor hiemalis, Aspergillus niger, Pestalotiopsis psidii, Phomopsis spp.,

Dothiorella spp. e Rhizopus stolonifer.



A respeito da antracnose, também denominada mancha-chocolate, ¢
considerada doenga com potencial para danos medianos a severos nas fases de
florescimento, maturagdo e poés-colheita, sobretudo em pomares longevos, muito
adensados e/ou malcuidados. Especificamente quando de sua incidéncia na poés-
colheita, a infecgdo ocorre por pequenas lesdes deprimidas, encharcadas, de
coloracdo marrom-clara, que se tornam moles, usualmente recobertas por tufos de
conidios sobre as areas descoloridas. Os frutos atacados, além da depreciacao visual,

ficam inadequados para o consumo (JUNQUEIRA & COSTA, 2002).

Ja os sintomas da pinta preta constituem-se de pontos amarelados deprimidos,
0os quais evoluem rapidamente na superficie dos frutos de forma concéntrica,
tornando-se lesdes de coloragao preto-esverdeada que podem apresentar na superficie
frutificacdes do fungo. Essas lesdes, de aproximadamente 1 a 2,5 cm de diametro,
ocorrem em qualquer area do fruto, podendo posteriormente coalescer (FISCHER et

al, 2012).

Além das doengas relatadas, a clevada incidéncia de moscas-das-frutas
(Anastrepha spp. e Ceritatis capitata), principal praga da goiabeira, prejudica
consideravelmente a producao dos frutos. Para evitar o ataque das moscas, ¢ comum
a pratica do ensacamento dos frutos. Entretanto, segundo Martins et al. (2007), essa
técnica promove acréscimo significativo na incidéncia de doencas quiescentes em
goiabas, possivelmente relacionado com microclima favordvel ao processo
infeccioso. Os autores também encontraram correlagdo positiva do ensacamento com
a suscetibilidade do fruto ao dano mecénico, devido a esses frutos possuirem

epicarpo mais fino em relagdo ao fruto ndo ensacado.



3. Uso de fungicidas pos-colheita em goiaba

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
(ANVISA) implantou, em 2001, o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos
em Alimentos (PARA) com crescente participacdo dos estados brasileiros e de

laboratorios de analise de residuos de agrotoxicos.

O PARA tem por objetivo verificar se os alimentos comercializados no varejo
apresentam niveis de residuos de agrotoxicos dentro dos Limites Maximos de
Residuos (LMR) estabelecidos pela ANVISA e publicados em monografia especifica
para cada agrotdxico. Permite, também, conferir se os agrotoxicos utilizados estdo
devidamente registrados no pais e se foram aplicados somente nas culturas para as

quais estdo autorizados (ANVISA, 2016).

A escolha dos alimentos monitorados pelo PARA baseia-se nos dados de
consumo obtidos nas pesquisas de orcamento familiar, na disponibilidade dos
alimentos nos supermercados das diferentes unidades da Federagdo e no uso de

agrotoxicos nas culturas (ANVISA, 2016).

No periodo de 2013 a 2015, o PARA analisou 406 amostras de goiaba
coletadas em diferentes regides do Pais. No total, foram detectados 43 agrotdxicos
(dentre 69 pesquisados), sendo que 38 sdo principios ativos ndo registrados para a
cultura. Destes 38, 20 foram encontrados em concentra¢des superiores a 0,01 mg kg’
!, Das amostras, 182 apresentaram residuos de agrotoxicos ndo registrados para uso
em nenhuma modalidade de aplicagdo, o que equivale a 44,8% da amostragem. Esse
dado confirma a situagdo da goiaba como alimento de suporte fitossanitario

insuficiente (ANVISA, 2016).

O uso de fungicidas ¢ um dos tratamentos mais comuns no controle de
doengas pos-colheita em frutas. Embora ndo existam registros de agrotoxicos para
uso nessa modalidade em goiaba, o relatorio divulgado pela ANVISA (2016) indica
que essa pratica tem se tornado comum entre os produtores do fruto. Dos 43
principios ativos encontrados nas amostras, 14 eram fungicidas ndo registrados (em

nenhuma modalidade) para uso em goiaba.



Na Unido Europeia, os dados também sdo preocupantes com relagdo a goiaba,
pois 48,3% das amostras analisadas (em 2014) apresentaram residuos acima dos

LMR’s pela European Food Safety Authority (EFSA?, 2016).

Até fevereiro de 2016, no Brasil haviam trés fungicidas registrados para uso
em pos-colheita de frutas: imazalil, tiabendazol e procloraz. Entretanto, o procloraz,
até entdo largamente utilizado, teve sua comercializagdo e uso proibido pela
ANVISA devido a reavaliacao toxicoldgica do produto ndo mais atender as diretrizes
e exigéncias de seguranga adotadas pela Agéncia (BRASIL, 2016). Classificado
como extremamente toxico — Classe Toxicoldgica I —, ¢ conhecido por sua agdo
como disruptor endocrino, causador de diversas toxicidades com multiplos
mecanismos de acdo (VINGGAARD et al, 2006) e, mais recentemente, por sua
capacidade de induzir estresse oxidativo e danos ao DNA de células humanas
(LUNDQVIST et al, 2016;). O estresse oxidativo (com formacgao de espécies reativas
de oxigénio) ¢ mecanismo comum para varios efeitos deletérios a satide humana,
como teratogenicidade, genotoxicidade e carcinogenicidade (DEAVALL et al,

2012).

Os fungicidas recomendados para tratamento pos-colheita de frutos
representam uma pequena fragdo do numero total de fungicidas existentes no
mercado. A maioria desses produtos ¢ aplicada em formulagdes a base de agua,
utilizada na imersao ou na pulverizag¢ao dos frutos, podendo ser associados também a
ceras. Essa classe de fungicidas, muitas vezes de acdo sist€émica — ou mesmo os de
acdo translaminar — podem penetrar através da cuticula do fruto e migrar aos tecidos
internos (REIS & BRESOLIN, 2007), protegendo o fruto contra infecc¢des
subsequentes, suprimindo o desenvolvimento de sintomas e inibindo a esporulacao

de fungos e a dissemina¢do da doenca (AMORIM et al, 2006).

Dessa forma, os fungicidas podem ter agdo protetora, curativa e/ou
erradicante. Quando aplicados de forma protetora, a agdo ¢ preventiva, inibindo a
penetragdo do fungo nos tecidos do fruto. Quando a ac¢do do fungicida € curativa, o
foco ¢ a pos-infeccdo, ou seja, quando ja ocorreu a penetracdo do agente infeccioso,
mas ainda nao sdo verificados sintomas. No caso de a acdo ser erradicante, o
agrotoxico atua diretamente sobre o patogeno antes da colheita, isto €, inibe o ciclo

reprodutivo do fungo e evita novas infec¢des (REIS & BRESOLIN, 2007).



O procloraz ¢ classificado como fungicida ndo sistémico com acdo de contato
e mobilidade translaminar. Isso significa que o agrotoxico pode translocar a
pequenas distancias, como os tecidos que compdem um fruto. Com efeito protetor e
erradicante, age como inibidor da biossintese do acido graxo ergosterol, vital para a
formacao estrutural das membranas celulares dos fungos (FAO, 2009). Apresenta
baixa solubilidade em 4agua, degradagdo lenta em solos (sob condi¢do aerodbica),

relativa estabilidade a hidrolise e rapida fotodegradagao (PPDB?, 2017).

O imazalil ¢ um fungicida sistémico, com acdo protetora e curativa.
Semelhante ao procloraz, este fungicida age inibindo a sintese do ergosterol. E
moderadamente solivel em d4gua, degrada lentamente em solos (sob condi¢do
aerdbica), é estavel a hidrolise e fotodegrada moderadamente rapido (PPDB®, 2017).
Também considerado extremamente toxico — Classe Toxicologica I —, seu uso tem
sido associado a disrupcdo endodcrina, neurotoxicidade, teratogenicidade e

genotoxicidade (JIN et al, 2016).

Ja o tiabendazol, fungicida sistémico, protetor e curativo, possui também
possui acdo parasiticida e ¢é classificado como medianamente toxico (classe
toxicologica III). A tabela 1 apresenta os fungicidas registrados (a excecdo do
procloraz, que foi banido) para uso pos-colheita em frutas, as doencas controladas e

os intervalos de seguranga preconizados.
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Tabela 1: Fungicidas registrados™ para uso pos-colheita em culturas fruticolas no Brasil e suas
caracteristicas de seguranca.

Nome comum Culturas LMR (mg kg™) Indicacio de controle Intervalo de
permitidas Nacional Codex seguranca (dias)
Antracnose
Banana ! 2 Podridao de coroa 3
Citros 5 5 Bolor verde 3
~ Bolor azul
Imazalil Maca 2 > Mancha de alternaria 3
Mamao 1 — Antracnose 3
Manga 1 - Antracnose 3
~ Antracnose
Melao ! B Podriddo amarga 3
Antracnose
Procloraz* Maméo 1 1 Man.ch~a de alterndria Nio determinado
(registro ndo renovado a Podridao p(')s-colhelta
partir de 2016) Podriddo de rhizopus
Manga 0,2 2 Antracnose Nao determinado
Abacate 0,5 15 Antracnose Nao determinado
Antracnose
Podriddo de coroa
Banana 3 5 Podridao negra Nao determinado
Fusariose
Mal do Panama
Melanose
Podriddo peduncular
. Citros 10 10 Bolor verde Nao determinado
Thiabendazol Bolor azul
Podridéo azul dos frutos
Fusariose
Mamao 6 - Podrldaq d~o s frutos Nao determinado
Podridéao de
Lasiodiploidia
Manga 2 - Antracnose Nao determinado
Melio 4 - Antracnose Nao determinado

Podridao amarga

Fonte: AGROFIT, 2017

Dado que as principais perdas pos-colheita de goiaba sdo provenientes de
doengas fingicas como antracnose, pinta preta e podridoes em geral (NOGUEIRA
JUNIOR et al, 2016), os fungicidas apresentados na tabela 1, tecnicamente, poderiam
ser eficientes na manutencao da viabilidade comercial do fruto, caso sua utilizagao

fosse autorizada pelos 6érgaos competentes.

Entretanto, apesar de tratamentos pos-colheita com fungicidas se
apresentarem como alternativa razoavel, devido a prote¢do que propiciam durante o
armazenamento e/ou transporte prolongado, ha um risco elevado — principalmente
para frutas de comercializagdo rapida como a goiaba — de que os frutos tratados
apresentem residuos que possam causar maleficios ao consumidor. Além disso, isso
inviabiliza a exportacdo, dado que a presenca de residuos de agrotoxicos nao
registrados ¢ parametro fundamental, exigido e inspecionado pelo mercado

consumidor internacional.
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Na tentativa de reduzir as perdas e manter a qualidade da goiaba pelo maior
tempo pos-colheita possivel, algumas alternativas ja foram estudadas como
armazenamento sob diferentes concentragdes de Oz e CO; (TEIXEIRA et al, 2016),
uso de fécula de mandioca e dleo essencial de canela (BOTELHO er al, 2016), de
radiagdo ultravioleta (VIEIRA ef al, 2014), de gis ozbnio (SIMOES, 2012),
atmosfera controlada (BRACKMANN et al, 2012; SINGH et al, 2008) e uso de
biofilmes, como cera de carnatiba (JACOMINO e af, 2003) ¢ fécula de mandioca

associada ao fungicida procloraz (SILVA et al, 2012).

Neste ultimo, Silva et al (2012) verificaram que o tratamento retardou a perda
de firmeza, a alteragiio da cor da casca e a inibigio da incidéncia de podriddes
causada por Colletotrichum gloeosporioides, durante 12 dias de armazenamento.
Além de Silva et al (2012), estudos como os de Fisher ef a/ (2012), Ojeda (2001) e
Basseto ef al (2002) também verificaram a eficiéncia do fungicida procloraz no

controle de fungos em pos-colheita de goiaba.

Para o presente estudo foram escolhidos o procloraz’ e o imazalil, por serem
fungicidas amplamente utilizados em pés-colheita de fruteiras e eficientes no
controle dos fungos aos quais a goiaba € suscetivel (Tabela 1). Sem os devidos
estudos sobre o comportamento desses principios ativos (Tabela 2) na goiaba, o uso

destes representa sério risco a saiide humana e ao meio ambiente.

Tabela 2: Nomes comuns, grupo quimico, formulas e estruturas quimicas dos principios ativos
escolhidos para estudo.

Nome comum Grupo Quimico Formula Férmula estrutural
NN cl
Imazalil Imidazol C1aHuCLN2O HZC\/\O
ci___
N
(>

ci

N
Procloraz Imidazolilcarboxamida  CisHieClaNsO2 A~ i
Ci

HC
§ cl

2 ppesar de, atualmente, o procloraz ter seu uso e comercializagdo proibidos, seu registro era valido quando o
procedimento experimental foi executado. 12



CAPITULO 2

ADAPTACAO E VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO DE RESIDUOS DE IMAZALIL E PROCLORAZ EM
GOIABAS ‘PEDRO SATO’

1. Introducao

No tocante a contaminagdo ambiental, ndo apenas o uso indiscriminado dos
agrotoxicos ¢ relevante, mas toda e qualquer agdo que promova contaminacao e
desequilibrio na natureza. Atualmente, ¢ tendéncia crescente na comunidade
cientifica o desenvolvimento de métodos de extragdo otimizados, isto €, com maior
seletividade e especificidade, mais rapidos, com uso minimizado de solventes ¢ que
proporcionem resultados cada vez mais precisos. Esses métodos exigem uma técnica
de extragao do analito da matriz, limpeza do extrato ou clean up para remogao de
impurezas e, em alguns casos, pré-concentracdo dos mesmos para posterior analise

instrumental (COLLINS et al, 2006).

Diversos autores propuseram métodos para analise de imazalil e procloraz em
diferentes matrizes. Dentre os estudos mais recentes, destacam-se determinacdes
simultaneas de imazalil e procloraz em manga (FILHO et al, 2010), em agua doce e
em peixes (BELENGUER et al, 2014) e em mel (CHARLTON & JONES, 2007), de
imazalil em tangerinas (BESIL et al, 2016), em ervilha, lima e suco de maca
(LEHOTAY et al, 2010) e em mamao (SOUSA? et al, 2013); e de procloraz em solo
(DUROVIC et al, 2012). Nestes trabalhos, foram utilizadas adapta¢des do método
QuEChERS, extracdes em fase solida (EFS) ou de microtécnicas, como a
microextragdo em fase solida (MEFS) e, posteriormente, anélises por cromatografia

liquida ou gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Dentre os procedimentos listados, 0 QUEChERS ¢ um dos mais comuns. Sua
principal desvantagem estd relacionada com a baixa relacdo amostra/extrato
(PRESTES et al, 2009). Muitos autores tém utilizado QuEChERS combinado a
microtécnicas (ANDRASCIKOVA et al, 2013; YOU et al, 2013; CUNHA &
FERNANDES, 2011) a fim de promover etapa de clean up e aumentar o fator de

enriquecimento do extrato final.
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Dado a necessidade crescente de técnicas para andlise de residuos de
agrotoxicos em frutas e vegetais no tocante a rapidez, simplicidade e eficiéncia de
extracdo e purificagdo das amostras, técnicas como a extracao solido-liquido com
particdo a baixa temperatura (ESL-PBT) tém revelado bons resultados na extracao de

agrotoxicos das amostras.

Com grande potencial de aplicagdo na determinacdo de agrotdxicos, as
técnicas baseadas em particdo a baixa temperatura foram desenvolvidas para
simplificar a etapa de clean up, utilizando solventes organicos menos tdxicos e
permitindo a quantificagdo — em nivel de partes por bilhdo (ppb) — por cromatografia.
Pesquisas tém sido publicadas reportando o uso desta técnica em analises de residuos
em alimentos, como alface (COSTA et al, 2015), abacaxi (MORALIS et al, 2014),
morango (HELENO et al, 2014), tomate (PINHO? et al, 2012), batata (DARDENGO
et al, 2011), manteiga (MARTHE et al, 2010), etc.

O principio da extracdo consiste em colocar a amostra — liquida ou so6lida —
em contato com solvente extrator, miscivel em agua, para que formem uma fase
unica (é necessario o solvente extrator ser menos denso que a dgua € com ponto de
fusdo abaixo de -20 °C). Posteriormente, a mistura ¢ agitada e levada ao freezer até o
congelamento da amostra. Com a agitagdo, ocorre a particdo dos analitos para fase
organica e, com a diminuicdo da temperatura, a dgua congela, o que permite a
separacao das duas fases. O extrato organico contendo os analitos ¢ entdo analisado

por cromatografia.

Por ser um processo relativamente simples, de baixo custo e reduzido uso de
solventes organicos objetivou-se, neste estudo, adaptar e validar a técnica de extracao
ESL-PBT para determinagdo dos fungicidas imazalil e procloraz em goiaba por

cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons (CG-DCE).
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2. Objetivos

e Determinar condi¢des ideais para andlise dos principios ativos por
cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons (CG-DCE);
e Adaptar e validar a técnica ESL-PBT para determinagdo dos fungicidas

imazalil e procloraz em goiaba por CG-DCE.
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3. Material e Métodos
3.1. Reagentes

Padrdes analiticos de procloraz (99,1% m/m) e imazalil (99,7% m/m) foram
adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os fungicidas comerciais utilizados,
Sportak® 450EC (1,2 mol L™ do principio ativo procloraz) e Magnate® 500EC (1,7
mol L! do principio ativo imazalil), fabricados por Bayer (Leverkusen, Alemanha) e
Adama Agricultural Solutions (Beer—Sheva, Israel), respectivamente. A acetonitrila
(ACN) grau HPLC utilizada nas extragdes foi adquirida de Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA).

Solugdes estoque dos padrdes (1000 mg L) dos fungicidas foram preparadas
individualmente em acetonitrila. Solugdes de trabalho (10 mg L) foram preparadas
pela diluicao das solugdes estoque em acetonitrila. Todas as solugdes padrao foram

armazenadas em freezer, a temperatura de -20 °C.

3.2. Equipamentos

Os residuos de agrotoxicos foram analisados em um cromatégrafo a gas
(modelo GC-2014, Shimadzu), equipado com um detector por captura de elétrons
(DCE) e injetor automatico Shimadzu AOC-201. No processo de preparo da amostra,
foram utilizados balanca analitica (Modelo AUY?220, Shimadzu), balanca semi-
analitica (modelo HL200, Marte Cientifica, Brasil), homogeneizador de tecidos

(Ultra380-1, Ultra Stirrer, Brasil), vortex (modelo AP-56, Phoenix, Brasil).

3.3. Material vegetal

As goiabas (Psidium guajava L. cv ‘Pedro Sato’) foram obtidas em plantio
comercial no municipio de Paula Candido — MG, em plantas sadias com idades de 7
e 17 anos. Quando os frutos atingiam diametro de 2 a 3 cm na planta, eram
ensacados (controle mecanico) a fim de prevenir o ataque de pragas e a inoculagao

de agentes infecciosos (Figura 2).
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Figura 2: Vista panordmica de uma das dreas de plantio (A) de goiaba no municipio de Paula

Cdndido, MG. Frutos em desenvolvimento (B) e ensacados na planta (C).

Os frutos foram selecionados no packing house com descarte daqueles que
apresentavam danos, e padronizados quanto ao estadio de maturagdo. Foi utilizado
como referéncia o estddio 2 (coloragdo da casca verde-clara, angulo hue entre 116 ¢
113) conforme escala de cor definida por Azzolini et al (2004), para colheita de
goiabas ‘Pedro Sato’. Apoés selecdo, foram transportados em caixas forradas com
plastico bolha ao Laboratério de Andlise de Frutas (Departamento de Fitotecnia) da
Universidade Federal de Vigosa, MG, onde se realizaram todas as etapas de preparo

de amostras.

3.4. Processamento da amostra

Os frutos foram cuidadosamente fracionamos em seus tecidos (epicarpo,
mesocarpo e placenta). O epicarpo foi retirado com profundidade média de 1,3 + 0,2

mm, com auxilio de l1amina apropriada para descascar frutos.

Para a amostragem do mesocarpo e da placenta, foi utilizado furador de rolha
(diametro interno de 16 mm) para coletar a regido transversal (3 cilindros/fruto) na
regido equatorial dos frutos (Figura 3). A partir dos cilindros retirados, separaram-se
as fragdes mesocarpo e placenta. As amostras foram trituradas, homogeneizadas e

submetidas aos procedimentos de extracdo e andlise.
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Figura 3: Separagdo das fra¢ées epicarpo, mesocarpo e placenta da goiaba e preparo das amostras

para procedimento de extragdo.

3.5. Procedimento de extracao

Para extracdo dos residuos de agrotoxicos dos tecidos vegetais
homogeneizados, foi empregada a técnica de extra¢do sélido-liquido com parti¢ao
em baixa temperatura (ESL-PBT) desenvolvida por Heleno et al (2014) com

modificac¢des para adequar a matriz de interesse.

Neste procedimento, 2,0 g de cada fragdo homogeneizada de goiaba foram
colocados em frascos de vidro transparente com capacidade de 22,0 mL e
adicionados 2,0 mL de acetonitrila, com o objetivo de preparar a amostra para a
etapa de extracdo propriamente dita. A mistura foi mantida sob agitacdo por trinta
segundos, em vortex. Apos esse periodo, os frascos foram deixados abertos para

evaporacao total do solvente.

Aos frascos de vidro transparente contendo amostras das fragdes
homogeneizadas, foi adicionada a mistura extratora, constituida de 2,0 mL de agua e
4,0 mL de acetonitrila. Apés um minuto de agitagdo em vortex, a mistura foi
resfriada em freezer a -20 °C por aproximadamente 6 horas (Figura 4). A agitacao
promove a extragdo propriamente dita € os principios ativos migram da fase aquosa

(material vegetal) para a fase orgénica (acetonitrila).
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Figura 4: Procedimento de extra¢do solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura (ESL-PBT)

efetuado em cada fragdo da goiaba (epicarpo, mesocarpo e placenta).

Com o congelamento da fase aquosa, a fase organica fica livre para ser
recolhida (Figura 5). Assim, 2,0 mL da fase organica de cada amostra foram
transferidos para frascos (vials) de andlise com o auxilio de pipeta automatica. Os
extratos foram analisados por cromatografia gasosa nas condi¢des cromatograficas

estabelecidas.

_Extrato final
2,0 mL

Fase organica
placenta

(analitos)

Fase orgdni
(analitos)

Andlise cromatog

Figura 5: Representagdo das etapas de extragdo e andlise dos extratos obtidos (ESL-PBT) de cada

fragdo da goiaba.
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3.6. Condicoes cromatograficas

As separagdes cromatograficas dos analitos foram realizadas em coluna
capilar Agilent Technologies DB-5 (fase estacionaria composta de 5 % de fenil e 95
% de dimetilsiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno ¢ 0,10 um
de espessura de filme). Nitrogénio foi usado como gés de arraste em uma vazao de

1,2 mL min™".

A programacao da temperatura da coluna (Figura 6) teve inicio em 150 °C,
sendo mantida por um minuto, seguida por gradiente de temperatura (20 °C min™') até
210 °C e mantida por um minuto, seguida por gradiente de temperatura (5 °C min™)
até 220 °C e mantida a temperatura por um minuto. Apos, gradiente de temperatura
(10 °C min™) até 260 °C, mantida por um minuto e seguida por novo gradiente (5 °C
min') até 270 °C e outro gradiente (20 °C min!) até 290 °C, com manutencdo da
temperatura por dois minutos. Tais rampas de temperatura foram necessarias para a
separacdo dos compostos de interesse de interferentes da matriz e para garantir a
completa limpeza do sistema cromatografico. O tempo total de analise foi de 19
minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 280 °C e 300 °C,
respectivamente. Volumes de 1 pL de amostra foram injetados no cromatdgrafo,

usando razao split de 1:5.

= oC mit

210°C

220°C

Tempo (min)
] I ] I | I I I I I T | 1 | I

0 1 2 3 4 & 6 T 8 9 199 11 12 18 14 15 18 A7 18 19

Figura 6: Programagdo de temperatura da coluna cromatografica na andlise dos extratos obtidos das

fragoes de goiaba (epicarpo, mesocarpo e placenta) por ESL-PBT.

Os fungicidas foram identificados por comparagdao dos tempos de retengdo
dos picos obtidos para os extratos das amostras com os obtidos para solugdes dos
padrdes. A quantificacdo foi realizada usando o método de superposi¢do de matriz,

em que amostras de goiabas, isentas de agrotoxicos, foram fortificadas em 10
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concentragdes destes, na faixa de 20 a 850 pg kg' e submetidas ao método de
extragdo otimizado. As curvas analiticas foram construidas plotando a area dos picos

versus concentra¢ao dos analitos.

3.7. Validacao do método analitico

Os parametros de desempenho analitico utilizados para validar o método de
analise foram: seletividade, linearidade de resposta do método, exatiddo (ensaios de
recuperagdo), repetitividade, limite de detecg¢@o e limite de quantificagdo e efeito de
matriz. Os parametros foram avaliados para cada principio ativo em cada fracdo. Os
procedimentos realizados para a validagdo do método proposto foram baseados em

recomendacdes de ANVISA (2003).

3.7.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparagdo dos cromatogramas
dos extratos de amostras de goiaba isentas dos agrotoxicos estudados (submetidas ao
procedimento de extragdo proposto) com os cromatogramas desses extratos

fortificados com os principios ativos dos agrotoxicos.

3.7.2. Linearidade

A linearidade de resposta do método foi determinada pela inje¢do de extratos
obtidos de amostras fortificados em 10 concentracoes — 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 100,0;
250,0; 400,0; 600,0; 700,0 ¢ 850,0 ug L' — dos principios ativos imazalil e procloraz
no epicarpo, mesocarpo ¢ placenta da goiaba, submetidas a técnica de extragdo

empregada.

Apds a andlise cromatografica dos extratos foram construidas curvas
analiticas para cada principio ativo em cada fracdo, onde foram relacionadas as

raz0es das respostas cromatograficas dos analitos com as concentracoes
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mencionadas. A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de determinacdo obtido pela

regressao linear destas curvas.

3.7.3. Exatidao

A exatidao do método foi verificada por meio de ensaios de recuperagdo.
Nesses ensaios, amostras do epicarpo, mesocarpo e¢ placenta de goiaba foram
fortificadas com os agrotoxicos — de maneira que a concentragao final esperada no
extrato recolhido fosse de 500 ug L' — e submetidas ao método de ESL-PBT. Para

cada agrotoxico e cada fragao foram obtidos trés extratos fortificados.

3.7.4. Repetitividade

A repetitividade, neste estudo, foi avaliada pelo preparo, inje¢do e andlise —
no mesmo dia — de seis extratos de cada fragdo (submetidos a técnica de extragdo
proposta) oriundos de amostras fortificadas com cada principio ativo na concentracao
de 300 pg kg'. Para tal avaliagdo, foram determinados os coeficientes de variagdo

(CV), referente as porcentagens de recuperagdo de cada agrotoxico em cada fragdo.

3.7.5. Limite de detecciio e limite de quantificaciao

Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados pelo

método baseado nos pardmetros da curva analitica dos extratos das fragdes.

A partir dos extratos isentos dos fungicidas, foram preparadas solugdes dos
principios ativos, em 5 diferentes concentragdes, e injetadas para construir as curvas

analiticas com as areas dos picos dos fungicidas nos cromatogramas.

Os LD’s e os LQ’s do método foram determinados para cada fungicida, em
cada fracdo, através do desvio-padrao (s) da resposta cromatografica dos analitos e
da inclinacdo (S) da curva analitica, de acordo com as equacdes 1 e 2 (RIBANI et al,

2004), respectivamente:
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_ 3,3Xs

LD 5 Equacao 1
10xs .
= Equacgao 2

onde LD corresponde ao limite de detec¢do, LQ ao limite de quantificagdo, s ao
desvio-padrao da resposta cromatografica do analito e S a inclinagdo da curva

analitica.

3.7.6. Avaliacao do efeito de matriz

Para este estudo, curvas analiticas contendo os principios ativos imazalil e
procloraz foram preparadas em acetonitrila pura, em extrato do epicarpo, em extrato
do mesocarpo e em extrato da placenta. As curvas foram preparadas acrescentando
aos extratos e a acetonitrila quantidades adequadas de solucdo padrao, de modo a se
obter concentragdes finais de 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 100,0; 250,0; 400,0; 600,0;
700,0 e 850,0 pg L.

Os extratos organicos do epicarpo, mesocarpo ¢ placenta foram obtidos de
amostras de goiabas no estddio 2 de maturacdo, isentas de agrotoxicos, empregando
o método otimizado. Essas solucdes foram analisadas por CG-DCE nas condi¢des

previamente estabelecidas.

A avaliagdo do efeito de matriz causada pelos extratos das fragcdes da goiaba
foi realizada comparando-se as inclinagdes das curvas analiticas obtidas pelas curvas
no solvente e nos extratos das matrizes. A avaliagdo da influéncia dos co-extrativos
sobre as respostas cromatograficas dos fungicidas foi realizada utilizando a Equagao

3 (GUEDES et al, 2016):

(X1 —X3) .
EM(%) = X—xlOO Equacéo 3
2

em que EM(%) é o efeito de matriz, X; € a inclina¢do da curva obtida pela injecdo
das solucdes analiticas de cada fungicida em cada extrato e X> ¢ a inclinacdo da curva

obtida pela inje¢do das solucdes analiticas de cada fungicida preparada no solvente.
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O método validado foi utilizado nos estudos de: dissipa¢do de imazalil e
procloraz; influéncia do efeito de matriz na determina¢do de imazalil e procloraz e;
efeito da concentragdo de imazalil na extensao da vida de prateleira de goiabas

‘Pedro Sato’.
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4. Resultados e discussao
4.1. Analise cromatografica

A andlise cromatografica, nas condigdes estabelecidas, permitiu separar
adequadamente os fungicidas imazalil e procloraz. A identificagao dos compostos foi
feita por comparagdo dos tempos de retencdo (tr) referente a cada pico na solugdo-
padrdo e nos extratos da matriz. O imazalil apresentou seu pico em 9,58 minutos € o

procloraz, em 15,73 minutos (Figura 7).
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Figura 7: Cromatograma dos padroes dos principios ativos imazalil (tr = 9,58 min) e procloraz (tr =
15,73 min) na concentragdo de 1000 ug mL™' em acetonitrila.

As massas molares dos principios ativos sdo fatores determinantes na eluicao
dos compostos, isto €, analitos com maior massa molar tendem a ficar mais tempo

retidos na coluna cromatografica que os de menores massas.

Além disso, dado que o cromatografo utilizado nas analises estava equipado
com coluna cromatografica DB-5, composta de 5% de difenil e 95% de
dimetilsiloxano, que proporciona carater apolar a mesma, a ordem de eluicdo dos
agrotoxicos em estudo foi regida também pela polaridade da molécula, ou seja, a
molécula menos apolar tende a chegar ao detector mais rapidamente enquanto a mais

apolar tende a ficar mais tempo retida na coluna.

Os valores dos coeficientes de particao octanol/agua (Kow) das substancias
(Tabela 3), confirmam essa ordem de elui¢do. Kow € a medida da lipofilicidade de

uma molécula ¢ é definido como a razao da concentracao desta em um sistema
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octanol e dgua. Assim, substéncias com maior valor de Kow possuem maior tendéncia
a permanecer na fase orginica (menor polaridade). Como a coluna cromatografica
possui caracteristica apolar, o procloraz, que possui maior valor de Kow, apresenta

maior afinidade pela fase estacionaria e fica mais tempo retido que o imazalil.

Tabela 3: Estruturas quimicas, massas molares e caracteristicas fisico-quimicas dos principios ativos
imazalil e procloraz.

Massa Kow Solubilidade P'flzspa;de
Substéncia Férmula estrutural Molar (Log F) em agua (mPa)
(gmot?)  (pH7,0;20°C)  (mgL)(20°C) (25 °C)
‘\\\/N ¢
Imazalil HECMOR)\ 297,18 2,56 184 0,158
Cl
N
3

[\ <t
26,5 0,150
Procloraz A ® 376,67 3,5
He ] I 1 .

<l
Fonte: IUPAC, 2016

4.2, Validacio do método analitico

A necessidade de atestar a qualidade das medigdes quimicas, através de sua
comparabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e exigida.
Para garantir que um método analitico gere informagdes confidveis e interpretaveis

sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliagio denominada validagao.

4.2.1. Avaliacio do efeito de matriz

O cromatograma da solugdo padriio contendo os fungicidas estudados (Figura

8. D) ndo apresentou interferéncia de co-extrativos das matrizes, dado a inexisténcia
»

de picos nos tempos de retengéo dos principios ativos nos extratos das fragdes do

fruto (Figura 8, A, B ¢ C). O tempo total de andlise foi de 19 minutos.
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Figura 8: Cromatogramas dos extratos de (A) epicarpo, (B) mesocarpo e (C) placenta da goiaba
isentos dos principios ativos e (D) da solu¢do padrdo contendo imazalil (tx = 9,58 minutos) e
procloraz (tr = 15,73), a 1000 ug L. Andlise comparativa dos cromatogramas (E).

A seletividade, em métodos cromatograficos, ¢ avaliada com objetivo de
verificar se o pico de resposta do analito ¢ exclusivamente da substancia alvo ou se
ha outros compostos (interferentes) presentes na amostra € que proporcionariam
respostas inadequadas (PASCHOAL et al, 2008).

A comparagdo dos cromatogramas dos extratos das fragdes de goiaba (isentas
dos fungicidas) com o cromatograma de uma solu¢@o padrao contendo os compostos
estudados (Figura 8E), permite afirmar que, considerando as condicdes
cromatograficas empregadas, ndo foram detectados interferentes eluindo nos mesmos
tempos de retengdo dos analitos imazalil (tr= 9,58 minutos) e procloraz (tr= 15,73
minutos). Dessa forma, o procedimento pode ser considerado seletivo, ou seja, €

possivel identificar e quantificar os compostos de interesse em cada fragcdo da goiaba.
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4.2.2. Qualidade do ajuste do modelo

Foram obtidos extratos das fracoes de goiaba (pelo método proposto)
provenientes de amostras fortificadas de modo a se obter as concentragdes desejadas
para as curvas (20,0 a 850,0 ug L!). Realizadas as analises cromatograficas, foram
construidas curvas analiticas para cada composto estudado, em cada fra¢do e

avaliadas por analise de regressao linear (Tabela 4).

Tabela 4: Equagées de regressdo linear e coeficientes de determinagdo para imazalil e procloraz, nas
fragdes de goiaba. Nas equagoes, A corresponde a resposta cromatogrdfica e C a concentragdo do
analito.

Substincia Camada Equacio da reta R?
Imazalil Epicarpo A =-16820,0 +2282,9C 0,9997
Imazalil Mesocarpo A =-5886,6 +2307,3C 0,9998
Imazalil Placenta A=-277222 +2888,2C 0,9997

Procloraz Epicarpo =-2636,7+1188,5C 0,9998
Procloraz Mesocarpo A=-5701,2+1644,7C 0,9998
Procloraz Placenta A =-1816,5 +3480,5C 0,9996

Segundo ANVISA (2003), linearidade ¢ capacidade de o procedimento
analitico obter resultados diretamente proporcionais a concentragdo do analito na
amostra, em determinada faixa de concentracdo, isto €, produzir curvas analiticas que
possam ser adequadamente ajustadas pela equacdo de uma reta. Quanto mais
proximo a 1,00 estiver o coeficiente de correlacdo da curva analitica, menor sera a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais.

As curvas analiticas nos extratos apresentaram coeficientes de determinagao

(R?) satisfatorios (Tabela 4), com todos os valores acima de 0,99 como determina a

ANVISA (2003).

4.2.3. Exatidao

A exatiddo de um método analitico diz respeito a proximidade dos resultados
obtidos quando comparadas ao valor real esperado, usando o procedimento
experimental para uma amostra repetidas vezes (THOMPSON et al, 2002).

Define-se como % de recuperacdo o percentual do analito, presente ou

adicionado a amostra, que ¢ extraido e passivel de ser quantificado (RIBANI et al,

2004).
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A exatiddo do método, obtida pela extracdo de imazalil e procloraz, no
epicarpo, mesocarpo e placenta da goiaba, apresentou porcentagens de recuperagdo

proximas a 100% (Tabela 5), com todos os coeficientes de variacdo abaixo de 6%.

Tabela 5: Percentuais de recuperagdo (R) com desvios-padrado e coeficientes de variagdo (CV) para
amostras fortificadas de imazalil e procloraz nas fragées de goiaba, com n = 3.

Substincia Camada R(%) CV
Imazalil Epicarpo 108,0 + 1,7 1,5
Imazalil Mesocarpo 108,0+29 2,7
Imazalil Placenta 100,1 £1,0 1,0

Procloraz Epicarpo 94,5+3,3 3,5
Procloraz Mesocarpo 103,5+5.3 5,1
Procloraz Placenta 104,8 £ 4,1 39

Sdo aceitaveis intervalos de recuperacdo para andlise de residuos valores
entre 70 ¢ 120%, com precisdo de + 20%, embora, para amostras de maior
complexidade, sejam aceitos valores entre 50 a 120 %, com precisdo de até + 15%
(RIBANTI et al, 2004).

O coeficiente de variacdo ¢ uma medida de dispersdo relativa, empregada
para estimar a precisdo de experimentos e representa o desvio-padrdo relativo. Sua

principal qualidade ¢ a capacidade de comparagao de distribuigdes diferentes.

4.2.4. Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medigoes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢des de medigao,
chamadas condi¢cdes de repetitividade: mesmo procedimento, mesmo analista,
mesmo instrumento usado sob as mesmas condigdes, mesmo local ¢ executar as

repeticdes em um curto intervalo de tempo (RIBANI et a/, 2004).

Os resultados da avaliacdo (Tabela 6) indicam boa repetitividade do método,
dado que todos os coeficientes de variacdo encontrados ficaram abaixo de 4%, para n
= 6. Para amostras complexas, sao considerados aceitaveis coeficientes de variagcdo

de até + 20% (RIBANI ef al, 2004).
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Tabela 6: Coeficientes de variagdo obtido apos seis extragdes dos agrotoxicos em amostras de
epicarpo, mesocarpo e placenta de goiaba, com n = 6.

Substincia Camada CV
Imazalil Epicarpo 3,9
Imazalil Mesocarpo 3,1
Imazalil Placenta 29

Procloraz Epicarpo 3,8
Procloraz Mesocarpo 2,6
Procloraz Placenta 2,5

4.2.5. Limites de deteccio e limites de quantificacao

Os valores dos limites de detec¢do (LD) e limites de quantificagdo (LQ)
obtidos para os fungicidas imazalil e procloraz, em cada fracdo (Tabela 7), variaram
de 4,0 a 6,4 pg kg! e 12,2 a 19,3 ug kg'!, respectivamente. Os limites encontrados
atendem a exigéncia de mercados consumidores como Unido Europeia e Reino
Unido que estabelecem, como tolerancia, o limite maximo de residuo (LMR) de 50,0
ng kg! (EFSA®, 2016; HSE, 2016) para a presen¢a de imazalil e procloraz em

goiaba.

Tabela 7: Limites de detecgdo (LD) e limites de quantificagdo (LQ) para os principios ativos imazalil
e procloraz, no epicarpo, mesocarpo e placenta de goiabas ‘Pedro Sato’, equagdes das retas e
coeficientes de determinagdo das curvas analiticas.

Substincia Camada LD (ug kg!) LO (ug kg'!) Equacio da reta R?
Imazalil Epicarpo 5,9 17,9 Y =-18470,1 +2235,9X 0,9950
Imazalil Mesocarpo 6,2 18,8 Y =-19241,3 +2616,9X 0,9945
Imazalil Placenta 6,4 19,3 Y =-17593,0 +2680,0X 0,9942

Procloraz Epicarpo 4.4 13,2 Y =979,3 +1083,3X 0,9972
Procloraz Mesocarpo 4.8 14,7 Y =-8081,6 + 1680,7X 0,9967
Procloraz Placenta 4.0 12,2 Y =-832,0+1739,6X 0,9977

De acordo com PASCHOAL et al (2008), o LD € a menor quantidade do
analito que detectdvel na amostra, ndo necessariamente quantificavel, sob as
condi¢des experimentais estabelecidas. O LQ, por sua vez, representa a menor
concentra¢do do analito que pode ser expressa com precisao adequada, utilizando um
determinado procedimento experimental (RIBANI ef a/, 2004). Tanto um quanto o
outro podem ser determinados por varias maneiras diferentes, tais como pelo método
visual, pela inje¢do de branco, pelo método relagao sinal-ruido ou pelo método com

base nos parametros da curva analitica. Para este estudo, optou-se pelo ultimo.

30



Os resultados obtidos indicam que o método utilizado ¢ adequado para anélise
de residuos de imazalil e procloraz em goiabas, dado que os limites de deteccdo e
quantificagdo sao consideravelmente inferiores a tolerancia estabelecida por

mercados consumidores internacionais.

4.2.6. Avaliacao do efeito de matriz

O efeito de matriz foi avaliado pelas curvas analiticas dos principios ativos
nos extratos e em acetonitrila, que foram comparadas para cada fungicida nas fragdes
de goiaba (Figura 9). Verifica-se que todas as curvas preparadas em acetonitrila

apresentaram maiores inclinagdes que as preparadas nos extratos.
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Figura 9: Curvas analiticas de imazalil (A) e procloraz (C) preparadas em acetonitrila (solvente) e
nos extratos das fragées epicarpo, mesocarpo e placenta, nas concentragées de 20 a 850 ug L' (A).
Em detalhe, as curvas de imazalil (B) e procloraz (D), na faixa de concentragdo 20 a 50 ug L.

Nas equacdes, Y corresponde a resposta cromatogrdfica e X, a concentragdo do principio ativo, em ug L.
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Verifica-se, pela Tabela 8, que todos os extratos sofreram interferéncia
negativa dos co-extrativos. Isso significa que a concentragdo do principio ativo nos
extratos das fracdes de goiaba, caso fossem avaliados pela curva analitica em
acetonitrila, seriam subestimados. E possivel que tenha ocorrido acamulo gradual de
componentes da matriz ndo-volateis no sistema cromatografico, que ocasiona a
formagcdo de novos sitios ativos e que gera um erro na resposta analitica (SOUSA® et

al, 2013).

Tabela 8: Percentual de efeito de matriz para os principios ativos imazalil e procloraz analisados nos
extratos de epicarpo, mesocarpo e placenta de goiaba.

Substiancia Camada EM (%)

Imazalil Epicarpo -38,6
Imazalil ~ Mesocarpo  -37.9
Imazalil Placenta 22,3
Procloraz ~ Epicarpo -45.4

Procloraz  Mesocarpo 244

Procloraz Placenta -20,0

O efeito de matriz na analise de residuos tem sido demonstrado em alimentos,
onde o sinal do analito ¢ influenciado pela natureza complexa da amostra e pelas
propriedades dos co-extrativos (tamanho da molécula, polaridade, estabilidade
térmica, volatilidade, etc.) (GUEDES et al, 2016). Isso pode gerar variacdes na

resposta cromatografica, que conduz a erros na analise (HAJSLOVA et al, 2003).

Pinho et al (2010), definem que ha efeito de matriz (EM) quando
consideravel diferenca de resposta ¢ obtida entre padrdes preparados no solvente e
aqueles preparados no extrato da matriz. Esse efeito, por vezes, justifica resultados
com baixa precisdo e/ou onde as taxas de recuperacdo de agrotoxicos excederam
100%, sendo que os EM sdao mais pronunciados em anélises de amostras complexas,
tais como frutas, legumes, sucos, vinhos, azeite, tecidos animais e solos (PINHO et

al, 2009).

Efeitos de matriz podem ocorrer em diferentes partes do sistema
cromatografico, como injetor, coluna ou detector (POOLE, 2007; SCHENCK &
LEHOTAY, 2000; PINHO® et a/, 2012). Quando a amostra ¢ introduzida no sistema
cromatografico, ocorrem interagdes entre os analitos e os sitios ativos do liner. As

alteracdes na resposta podem ser resultado de competicdo por estes sitios ativos no
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sistema cromatografico entre analitos e componentes da matriz (HAJSLOVA et al,
2003). Co-extrativos como lipideos, clorofila e compostos carotenoides e outros
componentes de elevada massa molar podem permanecer solubilizados nos extratos
organicos. Estes co-extrativos sao responsaveis pelo EM durante a analise
cromatografica (PRESTES er al, 2009). Assim, quando a alteracdo na resposta
cromatografica é superior a 10%, considera-se que o EM influencia a anélise

(LAMBROPOULOU et al, 2002).

Os compostos mais afetados pelo EM, geralmente, sdo termicamente instaveis
e degradados no sistema cromatografico quando preparados em solvente puro.
Entretanto, quando os analitos estdo presentes no extrato, os componentes da matriz
podem agir como protetores e, preferencialmente, ser adsorvido nos sitios ativos do
sistema cromatografico. Esse fendmeno aumenta a resposta cromatografica dos
analitos (PINHO et al, 2009). Taxas aparentemente mais elevadas e recuperacdes
com baixa precisdo podem ser observadas em andlises de agrotoxicos mais polares.
O grau de polaridade ¢ classificado de acordo com a solubilidade em agua, ou Kow

(coeficiente octanol/agua) (KLOTZ et al, 2001).

Os resultados mostraram que ha consideravel efeito de matriz para ambos
fungicidas, em todas as fragdes. Assim, para quantificagdo dos principios ativos nas
amostras, foram utilizadas as curvas analiticas construidas no extrato, a fim de

reproduzir com maior fidelidade o comportamento das substancias na amostra.
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5. Conclusoes

O método ESL-PBT adaptado e validado para andlise de imazalil e procloraz
em goiaba apresentou boa linearidade, seletividade e com limites de detecgdo e
quantificagdo adequados para a analise dos principios ativos em amostras das fra¢des

de goiaba.

O efeito de matriz foi considerado alto para todas as fra¢des da goiaba, de
maneira que as analises foram executadas utilizando curvas preparadas nos extratos

para realizar a quantificagdo dos principios ativos.
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CAPITULO 3

ESTUDO DA DISSIPACAO DE IMAZALIL E PROCLORAZ EM GOIABAS
‘PEDRO SATO’

1. Introducio

A dissipa¢do do principio ativo refere-se ao padrdo de distribuigdo dessa
substancia, seus derivados e metabolitos em um organismo, sistema, ou camada da
(sub) populagdo de interesse, como resultado de transporte, de particionamento,
transformagdo ou degradacdo (OECD, 2003). Isso significa, no caso deste trabalho,
que a dissipagdo corresponde a toda variagdo da concentracao inicial do principio
ativo adsorvido na superficie do fruto. Tém-se entdo algumas possibilidades: o
fungicida permanecer na superficie do fruto, ser dissipado para o ambiente, ser
dissipado para o interior do fruto (transloca¢do) e/ou ser dissipado por degradagdo da

molécula.

Em estudos de dissipacdo de imazalil em tangerinas ‘Clementina’ (BESIL et
al, 2016) e de procloraz em tangerinas ‘Robson’ (ZHAO et al, 2013), os autores
verificaram que as concentragdes destes fungicidas durante o armazenamento
seguem cinéticas de primeira ordem. O uso de modelos matematicos tem sido
amplamente utilizado para descrever o comportamento de espécies quimicas tanto
em condi¢des de campo quanto em condi¢des controladas (VAZ et al, 2012; ZHAO

etal,2013; LI et al, 2016).
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2. Objetivos

e Estudar a dissipa¢do dos fungicidas imazalil e procloraz aplicados na pos-

colheita de goiabas ‘Pedro Sato’;

e Verificar a ocorréncia de translocagao dos principios ativos do epicarpo para

o mesocarpo ¢ deste para a placenta, durante o armazenamento pos-colheita

do fruto.

e Avaliar a persisténcia do imazalil e procloraz em goiabas ‘Pedro Sato’.
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3. Material e Métodos
3.1. Reagentes, equipamentos e material vegetal

Foram utilizadas as solug¢des de trabalho dos padrdes imazalil e procloraz (10
mg L) previamente preparadas (Capitulo 2) e os fungicidas comerciais Sportak®
450EC e Magnate® 500EC. Além dos equipamentos ja descritos anteriormente, foi
utilizado um colorimetro Konica Minolta (modelo CR-10) para avaliagao da cor. Os
frutos utilizados também possuiam a mesma procedéncia e as mesmas caracteristicas

jé descritas anteriormente.

3.2. Montagem do experimento

Para preparo das caldas fungicidas, foram consideradas as menores doses
recomendadas pelos fabricantes dos produtos comerciais para uso em pos-colheita de
frutas, bem como o menor tempo de imersao na calda (Tabela 9). A escolha da dose
foi realizada considerando a logica de que, na possibilidade de o produtor ignorar a
regulamentacdo e utilizar estes fungicidas em goiaba, que utilizaria a recomendagao
para uso pos-colheita para outras fruteiras. Dessa forma, foi utilizada uma calda
fungicida com concentragdo de 0,9 mmol L' de procloraz (PCZ) e 3,4 mmol L' de
imazalil (IMZ) (Dose 1D). Apesar de ndo ser usual, optou-se por trabalhar com os
dois principios ativos preparados na mesma calda, a fim de reduzir custos
operacionais, nimero de analises e tempo.

Tabela 9: Recomendagbes de uso (culturas), dosagens e tempo de imersdo em calda fungicida dos
produtos comerciais Sportak® 450EC e Magnate® 500EC para aplicagdo em pds-colheita de frutas.

Produto Principio Cultura Dose Conc. (PA) Tempo de imersao
Comercial (PC) Ativo (PA) (mL PC/100 L 4gua) (mmol L) (min)
Sportak® 450EC Procloraz ﬁzr:ga;) 17150 (1):2 12 0

Banana
Citros
Magnate® SO0EC Imazalil Maga 200 3.4 2
Mamio ’
Manga
Meldo

Fonte: AGROFIT, 2016

Considerando ainda a possibilidade de um segundo cenério, onde o produtor,

inadvertidamente, aplicasse um excesso dos produtos, foi também preparada outra
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calda contendo o dobro da dose’, isto é, com concentragdes de 1,8 mmol L' de

procloraz e 6,8 mmol L'! de imazalil (Dose 2D).

Os frutos foram imersos (Figura 10) na calda fungicida* (1D ou 2D; por 2
minutos) e deixados para secar sobre papel absorvente, a temperatura ambiente (25
°C). Em seguida, foram selecionados ao acaso e dispostos em bandejas de
poliestireno expandido (trés unidades/bandeja). As bandejas com os frutos foram
dispostas em caixas numeradas com o dia da andlise (0, 1, 3, 5, 7, 10, 13, 15, 18 ¢ 25
dias de armazenamento) e armazenadas em cdmara friaa 22 +2°Ce 75 = 10 % UR
(Figura 11). Paralelamente, foram separados frutos sem tratamento para controle (C)
e submetidos ao armazenamento ¢ avaliacdo, nas mesmas condi¢cdes dos frutos
tratados. No dia programado, as respectivas caixas foram retiradas da camara fria e
os frutos analisados com relagdo a evolugdo de cor do epicarpo e com relagdo aos

residuos de agrotoxicos no epicarpo, mesocarpo ¢ placenta.

3 O dobro da dose recomendada pelo fabricante para uso pos-colheita em fruteiras autorizadas pela ANVISA.

4 Os tratamentos diferem apenas na concentragdo dos fungicidas aplicada nas caldas (1D e 2D). Toda a sequéncia
do procedimento foi realizada de maneira idéntica e isolada para os dois tratamentos.

38



Descarte
Frutos machucados,
desuniformes ou em

estadlo de maturagio

indesejado

o)

» Selegido
dos frutos

Imersdo na
calda fungicida

'
\
L, o’

Secagem ao ar, sobre papel absorvente

Selegdo ao acaso
3 frutesibandela; 3 bandejas por dia;
10 dias de avaliagie (25 dias);
Controle (C) e duas doses: 10 & 2D

Frutos para avaliagio/dia

SR T
“‘[Lm o _,%ﬁ iy

. N
i A

N @%n"‘”umm&ﬁnu
|IIM$ ||IT%®

|m|

L gl
camara fria @

“lJ.- S

‘JJEI""“i!HI ] L

Preparo de amostras
0,1,3.57,10,.13,15, 1825
dias de armazenamento

Figura 10: Fluxograma de montagem do experimento, preparagdo dos tratamentos e

acondicionamento em camara fria (22 +2 °C e 75 £ 10 % UR) por até 25 dias.
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Figura 11: Caixas com frutos acondicionadas em camara fria (22 +2 °C e 75 £ 10 % UR) por até 25
dias de armazenamento. Cada caixa contém um dia de avaliagdo de cada tratamento com trés
bandejas com trés frutos.

3.3. Evolucao da cor do epicarpo

A avaliacao da cor do epicarpo dos frutos foi determinada por reflectometria,
mediante a utilizagcdo de colorimetro, e os resultados foram expressos pelo valor do

angulo hue. As medidas foram obtidas em dois pontos da goiaba, representativos da
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cor global externa e diametralmente opostos na zona equatorial de cada fruto

avaliado.

3.4. Dissipacao dos fungicidas

As concentragdes de imazalil e procloraz no epicarpo, no mesocarpo € na
placenta foram determinadas pelas respostas cromatograficas dos analitos e os
resultados foram dispostos graficamente em func¢do do tempo. Foi estabelecida a

cinética de dissipagdo para os principios ativos em goiaba.
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4. Resultados e discussao
4.1. Evolucao da cor do epicarpo

A coloragao do epicarpo das goiabas ‘Pedro Sato’ apresentou variagdes ao
longo do tempo, reduzindo a cor verde em fun¢do do periodo de armazenamento,
independente dos frutos terem ou ndo sido tratados com fungicidas. A figura 12

apresenta as alteragdes visuais nos frutos ao longo dos dias de armazenamento.

2D @ = a
Figura 12: Evolugdo da cor e incidéncia de podriddes dos frutos controle (C) (sem fungicida) e dos

frutos tratados com imazalil e procloraz nas doses 1D e 2D, armazenados em camara fria (a 22 £ 2
°Ce 75+ 10 % UR) por até 30 dias.

As goiabas foram armazenadas inicialmente (Dia 0) com o epicarpo
apresentando angulo de cor médio de 114,1 °h (Controle), 113,8 °h (dose 1D) e 108,9
°h (dose 2D) e, em torno do quinto dia (Dia 5) de armazenamento, apresentaram
coloracdo com mudanga de verde-claro para amarelo, correspondendo ao angulo

médio de 103,6 °h.

Os primeiros sintomas de doengas nos frutos do controle (C) surgiram entre o
terceiro (Dia 3) e o quinto dia (Dia 5) e para os frutos dos tratamentos 1D e 2D, a
partir do décimo oitavo dia (Dia 18). A figura 12 evidencia que o tratamento com 0s
fungicidas imazalil e procloraz associados, sob as condigdes de temperatura e
umidade a que foram submetidos os frutos, conseguiram retardar a incidéncia e a
severidade da agdo dos fungos em goiaba, embora, a partir do 7° dia de
armazenamento os frutos ja nao apresentassem condi¢des para de consumo devido a

consisténcia muito macia e a senescéncia avancada.

A coloragdao amarela foi observada quando os frutos atingiram angulo de cor
menor que 100 °h (Figura 13), como também observado por Azzolini et al (2004) e

de Simoes (2012).
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Figura 13: Evolugdo da cor do epicarpo dos frutos controle (C) (sem fungicida) e dos frutos tratados
com imazalil e procloraz nas doses 1D e 2D, armazenados em camara fria (a 22 £2 °Ce 75+ 10 %
UR) por até 25 dias.

A linha tracejada indica o valor de 100 ‘h, dngulo a partir do qual os frutos apresentaram cor amarela. Os

pontos do grdfico e as barras de erros (desvio-padrdo) foram calculados pela avaliagdo de cor das 3 bandejas
(total de 9 frutos, 18 leituras) de cada tratamento, em cada dia de avaliagdo.

A coloracdo do fruto esta intimamente ligada ao seu tempo de prateleira, pois
goiabas com coloracdo amarelada possuem pouca atratividade ao mercado de frutas
frescas, pois intuitivamente o consumidor relaciona a cor amarela do fruto com falta
de frescor e senescéncia do fruto. Além disso, a diminui¢cdo do angulo de cor tem
correlagdo direta — com 95% de confianga — com a reducdo da firmeza do fruto
(Azzolini et al, 2004). Com menor resisténcia mecanica, o fruto fica mais propenso a

danos mecanicos e, consequentemente, mais suscetivel a incidéncia de patogenos.

4.2. Persisténcia e dissipacao dos fungicidas

Os dados de persisténcia e dissipacao dos principios ativos aplicados em

goiabas (1D e 2D) em fung¢do do tempo sdo apresentados na figura 14.
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Figura 14: Dissipagdo dos principios ativos imazalil (A) e procloraz (B) no epicarpo de goiabas
‘Pedro Sato’ nas doses 1D e 2D.

Nas equagbes, Y corresponde @ concentragdo do principio ativo no epicarpo (em ug kg'') e X aos dias de
armazenamento. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo das amostras (n = 3).

O decaimento exponencial da concentragdo dos fungicidas no epicarpo em

fungdo do tempo se comportou como uma cinética de primeira ordem (Equagao 4):

dc

— = Equacio 4
T kC quacao

onde C é a concentragio (ug kg epicarpo), ¢ é o tempo (dias) e k é a taxa de
dissipagio (dias™!). O decaimento da concentra¢do do fungicida com o tempo (dC/dt)
¢ proporcional a concentracdo deste nesse tempo (Equacio 5) (BEULKE &
BROWN, 2001):

kt

Ciy = Coe™ Equacao 5

onde Cy ¢é a concentracdo no tempo ¢ (ug kg'!' epicarpo) e Cy é a concentracdo no

tempo ¢ = 0 (ug kg! epicarpo).

A concentragdo dos fungicidas no epicarpo decresceu ao longo dos dias de
armazenamento, o que evidencia que existe dissipacdo dos principios ativos, seja
para o interior do fruto ou para o exterior. Pela figura 14, ¢ possivel observar que as
concentragdes dos fungicidas no epicarpo apresentam decaimento exponencial
(cinética de 1* ordem), embora as taxas de dissipagdo (k) terem sido mais expressivas

para o procloraz, nos dois tratamentos (1D e 2D).

Além disso, ¢ interessante observar que, apesar das doses de procloraz nos
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tratamentos terem sido menores (0,9 e 1,8 mmol L) que as do imazalil (3,4 e 6,8
mmol L), a concentragio dos residuos encontrados no epicarpo (dia 0) foram
superiores no procloraz (Figura 14). Isso, provavelmente, esta relacionado com o fato
do procloraz ser um fungicida cuja agdo ¢ por contato. Outra possibilidade ¢ que,
dado que foram utilizados fungicidas comerciais, que as substancias tensoativas
(surfactantes) na composicdo do Sportak® (procloraz) sejam mais eficientes que as
presentes no Magnate® (imazalil). O fabricante do Sportak® declara na bula do
produto que, além do principio ativo, contém ‘ingredientes inertes’, sem detalhar a
informagdo. O objetivo do tensoativo ¢ diminuir a tensdo superficial e aumentar o

contato da calda fungicida com o fruto.

Depois da aplicacdo dos fungicidas nos frutos, os principios ativos que
ficaram adsorvidos podem permanecer sobre a sua superficie (contato) ou ser
absorvidos pela superficie do fruto (cuticula cerosa) e entrar no sistema de transporte
do mesmo (sistémico). A cuticula também pode ser um elemento importante no
processo de translocacao, permitindo que moléculas com polaridade semelhante a
esta atravessem a camada e moléculas com polaridades distintas permanecam na
superficie do fruto. A penetragdo no fruto ¢ um processo fisico-quimico comum, que
pode ocorrer desde a aplicacdo do agrotoxico at¢ o fim do armazenamento
(KEIKOTLHAILE & SPANOGUE, 2011). Muitos fatores inerentes a molécula
podem afetar a penetracdo, como K,w, massa molar, acdo sist€émica provavel e a

formulacao do produto comercial aplicado.

Enquanto ainda sobre o epicarpo da goiaba, o agrotdoxico pode sofrer
volatilizacdo (mais comum para agrotéxicos nao sist€émicos com pressdes de vapor
elevadas e baixo Kow), fotolise quimica e/ou degradagdo por microrganismos (Figura
15) (KEIKOTLHAILE & SPANOGUE, 2011). Caso o principio ativo (PA) seja
translocado para o interior do fruto, ele pode permanecer em sua forma original ou

ser degradado em subprodutos.
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Figura 15: Possibilidades de dissipagdo (volatilizagdo, degradag¢do microbiana (MO), fotdlise e

translocagdo) dos principios ativos (PA) em goiaba.

Para avaliar se houve dissipacdo por translocacdo dos principios ativos do

epicarpo para o mesocarpo, esta fragdo do fruto foi analisada por CG/DCE e os

resultados sdo apresentados na figura 16.
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Figura 16: Transloca¢do dos principios ativos imazalil (A) e procloraz (B) do epicarpo para o

mesocarpo de goiabas ‘Pedro Sato’ nas doses 1D e 2D.

Nas equagoes, Y corresponde a concentragdo do principio ativo no mesocarpo (em ug kg') e X aos dias de
armazenamento. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo das amostras (n = 3).

Observa-se que houve aumento da concentragdo dos principios ativos no
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mesocarpo em funcdo do tempo, confirmando a hipdtese de que migraram para o
interior dos frutos. A translocacdo dos principios ativos do epicarpo para o
mesocarpo apresentou comportamento ajustdvel a equacdo de crescimento
exponencial descrita pela Equacao 6, caracterizada por incrementos até estabilizagao

em um maximo:
Cey = Co +a(l —e™*t) Equacio 6

em que C ) ¢ a concentracio no tempo ¢ (ng kg! mesocarpo), Cy é a concentragio

no tempo ¢ = 0 (ug kg'! mesocarpo), a é a concentragdo no equilibrio, k ¢ a taxa de

translocacdo (dias™) e ¢ é o tempo (dias).

Observa-se que as taxas de translocagdo (k) do imazalil apresentam valores
bem menores que as do procloraz (Figura 16), o que indica que a translocacio ocorre
mais lentamente para o primeiro que para o segundo. Entretanto, as concentragdes de
equilibrio (a) sdo menores para o procloraz. Teoricamente, isso significa que se o
fruto fosse armazenado até o ponto de equilibrio do principio ativo no mesocarpo,
este conteria concentragdes menores de procloraz do que de imazalil. Na pratica, isso
¢ pouco relevante, dado que o fruto, para chegar no equilibrio, precisaria permanecer
armazenado por um periodo longo de tempo, onde este ja ndo teria condi¢des de

consumeo.

Os mecanismos pelos quais acontece o transporte de solutos para o interior do
fruto ainda ¢ pouco conhecido. Entretanto, acredita-se que a cuticula participe do
processo como barreira mecanica, reduzindo a entrada dos principios ativos. A
cuticula ¢ a fragdo cerosa, presente na superficie de certos frutos cujo principal
componente ¢ a cutina, polimero constituido de moléculas de 4cido graxo que possui
a funcdo de evitar a desidratagdo e proteger o fruto de infecgdes. Como a cuticula
possui natureza polar, quanto maior afinidade os principios ativos tiverem com a

cuticula, mais facilmente migrarao para o interior do fruto.

Moro et al, (2003) observaram a presenga de cuticula espessa em goiabas
‘Paluma’, embora tal caracteristica seja determinada pela exposi¢do ao sol
(WITHNER et al, 1974) em que a parte vegetal mais exposta tende a exibir uma
cuticula mais espessa. No caso deste estudo, espera-se que a cuticula dos frutos seja

mais fina, devido ao ensacamento realizado durante o desenvolvimento dos mesmos.
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Com a cuticula mais fina, a absor¢do dos principios ativos pela epiderme, deve

possivelmente, ser favorecida.

Além disso, Moro et al (2003) relataram a presenca de estomatos paraciticos
salientes, que também podem constituir vias de acesso para a migragdo dos

agrotoxicos para o interior do fruto.

Constatada a presenca de residuos de agrotoxicos no mesocarpo, avaliou-se
também a possibilidade de os mesmos migrarem para a placenta. Com relagdao a
placenta, por ser a fragdo mais profunda da goiaba, existe uma maior dificuldade para

0s principios ativos penetrarem em sua estrutura.

Com relagao a placenta, a quantidade de agrotoxico que translocou a fragao
foi relativamente pequena, quando comparada aos residuos encontrados no epicarpo.
No presente estudo, os residuos de imazalil e procloraz foram detectados (LDmz =
6,4 ug kg! e LDpcz = 4,0 pg kg!) na placenta, mas no foram quantificados, pois
estdo abaixo dos limites de quantificagdo obtidos (LQmz = 19,3 ug kg! e LQpcz =
12,2 pg kg!), ou seja, abaixo do limite minimo ao qual é possivel quantificar com

confianca os analitos.

A dissipagdo do fungicida no fruto corresponde a quantidade do principio
ativo dissipada para o interior do fruto, quando acontece, somada com outras formas
de dissipacao, que serdo doravante denominadas genericamente como dissipagdo
indeterminada, D1. Isso corresponde a dizer que o residuo total dos agrotdxicos € o
residuo de que foi dissipado de formas ndo determinadas (por degradacdo, por
volatilizacdo, por fotolise ou outro mecanismo) somado aos residuos que
permanecem no fruto, ou seja, aos residuos persistentes no epicarpo e aos que foram
dissipados por translocagdo para o interior do fruto (mesocarpo e placenta).
Considerando o residuo em funcdo do tempo de armazenamento, e isolando a D;

tem-se (Equagdo 7):

RTy — RE) — RM() — RP,
RT o)

D; (%) = x 100 Equacio 7
A Dy corresponde ao residuo total em massa do agrotéxico em um tempo t=0
(RT ) subtraido dos residuos existentes no epicarpo (RE) e do residuo dissipado

para o interior do fruto — mesocarpo (RMy) e placenta (RP) — em um dado instante
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de tempo ¢. Dado que ndo foram encontrados residuos na placenta acima do LQ, o
mesmo também pode ser considerado como somado a D;. Considerando que no
tempo ¢ = 0 todo o principio ativo permanece adsorvido na superficie do fruto, isto &,
ainda ndo houve dissipagdo de qualquer forma, o residuo total do fungicida no tempo
zero € igual ao encontrado no epicarpo no tempo 0 (RTw = REw), entdo a D; pode

ser definida como (Equacgao 10):

RE, — (RE, + RM,)
X

Dl(%) = RE
0

100 Equacao 8

Em termos percentuais (Tabela 10), a distribuicdo dos residuos em massa, na
goiaba, ao longo de 25 dias de armazenamento, apresentou comportamentos distintos
para os dois fungicidas. A maior parte do imazalil encontrado no epicarpo no dia 0
permanece no fruto (72,9%, 1D; 92,1%, 2D) — seja no epicarpo ou no mesocarpo —
mesmo apo6s 25 dias de armazenamento. J4 o procloraz dissipa percentuais bem

maiores para o Dy, chegando a permanecer no fruto 58,1% (1D) e 31,3% (2D).

Tabela 10: Distribuicdo, em termos percentuais (m/m), dos residuos nas fragoes de goiabas ‘Pedro
Sato’ e aqueles dissipados de forma indeterminada D; nas duas doses estudadas (1D e 2D), ao longo
dos dias de armazenamento em camara fria (a 22 +2 °Ce 75 + 10 % UR).

Imazalil Procloraz
Epicarpo  Mesocarpo Dy Epicarpo  Mesocarpo Dy
Dia 1D 2D 1D 2D 1D 2D 1D 2D 1D 2D 1D 2D
100,0 100,0 <LQ <LQ 0,0 0,0 100,0 100,0 <LQ <LQ 0,0 0,0
97,7 952 <LQ 32 23 04 934 88,1 <LQ 3.6 6,6 83
88,1 93,0 <LQ 5,6 119 14 87,7 745 55 7,7 68 178
84,4 895 81 82 7,5 23 789 57,7 87 91 124 332
7 8,1 873 105 109 84 1,7 744 549 98 12,2 158 329
10 77,5 82,6 134 147 92 2,7 675 462 11,0 13,3 21,5 40,5
13 74,0 81,5 152 17,5 10,8 1,0 62,7 414 122 13,6 25,1 45,0
15 67,0 780 156 19,7 174 23 55,7 33,8 123 14,7 32,0 51,5
18 663 749 18,0 21,0 158 4,1 548 286 13,5 14,8 31,7 56,6
25 523 683 206 238 270 7,8 433 19,8 148 156 419 68,7

N W=D
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5. Conclusoes

O estudo confirmou que grande parte dos principios ativos permanece no
epicarpo, parte ¢ dissipada para o ambiente e parte ¢ dissipada por translocagdo para
o interior do fruto. Os fungicidas imazalil e procloraz apresentaram percentuais de
dissipacao diferentes para cada dose estudada: 47,7 % (1D) e 31,7 % (2D) e para o
procloraz 56,7 % (1D) e 80,2 % (2D).

Parte dos principios ativos dissipados do epicarpo foram translocados, ao
longo dos dias de armazenamento, para o mesocarpo (no maximo, 23,8 % para
imazalil e 15,6 % para procloraz). As quantidades detectadas para a placenta foram
valores abaixo dos limites de quantificagdo dos analitos na referida fra¢do. Parte dos
principios ativos foi ainda dissipada por formas ndo determinadas: até 27,0% para o

imazalil e até 68,7% para o procloraz.
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CAPITULO 4

EFEITO DA CONCENTRACAO DE IMAZALIL NA EXTENSAO DA VIDA
DE PRATELEIRA DE GOIABAS ‘PEDRO SATO’

1. Introducio

O amadurecimento ¢ um processo onde ocorrem importantes mudangas na
cor, textura e sabor, tornando os frutos atrativos e com caracteristicas agradaveis ao
consumidor. Grande numero de alteragdes fisiologicas, bioquimicas e estruturais
ocorre durante essa fase, que incluem a degradacdo de amido e/ou outros
polissacarideos de armazenamento, a producdo de acgucares, a sintese de pigmentos e
compostos volateis ¢ a solubilizagdo parcial da parece celular (JAIN et al, 2003;

ABU-GOUKH & BASHIR, 2003).

Uma das alteracdes mais facilmente identificaveis é a mudanga de coloracao
dos frutos, importante atributo de qualidade, ndo apenas por contribuir no aspecto
visual, mas também porque a alteracao da cor do epicarpo esta correlacionada com
processos fisiologicos que determinam a qualidade da goiaba, como a firmeza, cor da
polpa e acidez (AZZOLINI et al, 2004). Intuitivamente, o consumidor relaciona a cor

e o aspecto visual do fruto com sua qualidade.

As mudangas de coloragdo no epicarpo da goiaba sdo resultantes da
degradacao da clorofila, que evidencia os compostos carotenoides, que ja existem no
fruto, mas que sdo também sintetizados nesta etapa (JAIN et al, 2003; ABU-
GOUKH & BASHIR, 2003).

A determinacdo da cor dos frutos geralmente ¢ realizada com auxilio de
colorimetro, aparelho que emite um feixe de luz e registra a luz refletida. O
equipamento retorna resultados em termos do angulo hue, conforme o Sistema de
Cores CIE (1976), para medida, designagdo e acerto de cores. Este angulo assume
valores de 0 °h para vermelho, 90 °h para amarelo, 180 °h para verde e 270 °h para o

azul (Figura 17) (MCGUIRE, 1992).
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Azul
preto (L=0) -60(-0")
Figura 17: Sistema de cores CIE L*, a* e b* para medida, designagdo e acerto de cores em um
solido de cores.

De acordo com estudo de Azzolini et al (2004) realizado com goiabas ‘Pedro
Sato’, frutos aptos para a colheita (fisiologicamente maduros) podem estar em trés
estadios diferentes: estadio 1 (cor da casca verde-escura, angulo de cor entre 120 °h e
117 °h), estddio 2 (cor da casca verde-clara, angulo de cor entre 116 h e 113 °h e
estadio 3 (cor da casca verde-amarela, dngulo de cor entre 112 °h e 108 °h). Ainda
segundo os supracitados autores, frutos colhidos no estadio 2, apos 4 dias da colheita,

apresentaram coloracdo totalmente amarela, com angulo de cor menor que 100 °h.
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2. Objetivo

e Avaliar o efeito da concentragdo de imazalil na extensdo da vida de prateleira de
goiabas ‘Pedro Sato’;

e Verificar a persisténcia de imazalil na goiaba, aplicando diferentes doses.
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3. Material e Métodos
3.1. Reagentes, equipamentos e material vegetal

Foram utilizadas as solug¢des de trabalho dos padrdes imazalil e procloraz (10
mg L) previamente preparadas (Capitulo 2) e os fungicidas comerciais Sportak®
450EC e Magnate® 500EC. Além dos equipamentos ja descritos no Capitulo 2,
foram utilizados também um refratdmetro Atago (modelo N1) para avaliagdo de
solidos soluveis e um colorimetro Konica Minolta (modelo CR-10) para avaliagdo da

COr.

3.2. Material vegetal

Os frutos utilizados neste estudo foram oriundos do mesmo pomar comercial
(descrito no Capitulo 2). Os frutos foram colhidos no estddio 3 (coloracdo da casca
verde-amarela, angulo hue entre 112 e 108) conforme escala de cor definida por

Azzolini et al (2004), para colheita de goiabas ‘Pedro Sato’.

3.3. Montagem do experimento

Para a execucdo do experimento, considerou-se como dose de referéncia (Drer)
do fungicida comercial aquela preconizada (pelo fabricante) para uso em fruteiras®
(Tabela 9). Foram preparadas caldas fungicidas em 4 concentragdes de imazalil: Da
(equivalente a 0,5Drer ou 1,7 mmol L), Dg (equivalente a 0,75Dyer ou 2,6 mmol L),

Dc (equivalente a Drer ou 3,4 mmol L) e Dp (equivalente a 1,5Drer ou 5,1 mmol L),

Os frutos tratados com as doses acima foram dispostos em bandejas de
poliestireno expandido (trés unidades por bandeja) e trés bandejas por dia de
avaliag¢do para cada dose do produto e foram avaliados com 0, 1, 3,5,7,9, 11, 13 ¢
15 dias de armazenamento. Todos as unidades experimentais (contendo 2 frutos)
tiveram suas massas determinadas a temperatura ambiente e, em seguida, foram
armazenadas em camara refrigerada a 22,2 £ 0,3 °C e 92,2 £ 7,9% de umidade

relativa do ar (Figura 18).

5 Uso autorizado apenas em banana, citros, magd, mamao, manga e meldo.
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Paralelamente, foram separados frutos isentos do fungicida para controle (C) e
submetidos ao armazenamento ¢ avaliagdo, nas mesmas condigoes dos frutos tratados
(Figura 18). No dia programado, as respectivas bandejas foram retiradas da camara
refrigerada e frutos foram processados, homogeneizados, analisados e submetidos ao

procedimento de extra¢ao validado.

Figura 18: Disposi¢do dos frutos na cdmara de refrigeracdo (22,2 + 0,3 °C e 92,2 + 7,9%), dispostos
em bandejas e marcados com a dosagem utilizada e o dia de avaliagao.

3.3. Analises

3.3.1. Perda de massa da matéria fresca

Os frutos foram pesados em balanca eletronica de precisdo (0,01g). Os
resultados foram expressos em porcentagem, considerando-se a diferenca entre a

pesagem inicial do fruto e aquela obtida nos dias de avaliagao.
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3.3.2. Incidéncia de doencas

A incidéncia representa o percentual de frutos com sintomas de doengas. A

determinagao foi realizada utilizando-se a Equagao 9:

I = NEL 100 E ao 9
=NTE* quagao

onde I ¢ a incidéncia de doencas (%), NFL ¢ o nimero de frutos com lesdes e NTF ¢

o namero total de frutos.

3.3.3. Severidade de doencas

Representa o percentual da area superficial dos frutos com sintomas de
doencas. As areas lesionadas de cada fruto foram determinadas pela medi¢ao do seu
diametro (D) — com auxilio de fita métrica flexivel para acompanhar a curvatura do

fruto — e realizado o calculo de 4rea (A) utilizando a formula: A=ntD?%/4.

O célculo da severidade foi realizado utilizando a Equagao 10:
ATL .
S(%) = FxlOO Equacgio 10

onde S(%) corresponde a severidade da doenga no fruto, ATL a area total lesionada e

AF a érea superficial do fruto, calculada pela formula A = 4nrir. = A=nD\D».

3.3.4. Evolucio da cor do epicarpo

A avaliagdo da cor do epicarpo dos frutos foi determinada por reflectometria,
mediante a utilizagdo de colorimetro, e os resultados foram expressos pelo valor do
angulo hue. As medidas foram obtidas em dois pontos da goiaba, representativos da
cor global externa e diametralmente opostos na zona equatorial de cada fruto

avaliado.
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3.3.5. Firmeza do mesocarpo

A firmeza do mesocarpo foi determinada com auxilio de um penetrometro

digital. Os resultados foram expressos em newtons (N).

3.3.6. Solidos soluveis

Amostras compostas das fracdes trituradas e homogeneizadas dos frutos de
cada bandeja (dois frutos) foram prensadas com tela fina com objetivo de se obter
um suco da fra¢do. O teor de solidos soluveis foi determinado com o auxilio de um
refratdmetro digital, e, expressos em °Brix. Foram realizadas duas leituras de cada

fracdo das amostras.

3.3.7. Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada por titulacdo, realizada sob agitagdo, de 5
gramas das fracOes processadas. Ao material foram adicionados 100 mL de 4gua
destilada, em erlenmeyer, e procedeu-se a titulagdo com solugdo de NaOH 0,03 mol
L', previamente padronizada com biftalato de potéssio, usando fenolftaleina 1%
(m/v) como indicador. As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados

expressos em g de acido citrico por 100 g da fracdo da goiaba.

3.3.8. Analise de residuos de imazalil

Foi realizado o procedimento de extragdo de imazalil (conforme descrito no
Capitulo 2, item 3.5) e os extratos analisados por cromatografia gasosa com detector
por captura de elétrons, nas condigdes previamente estabelecidas (Capitulo 2, item
3.6). Foram determinadas as concentragdes de imazalil nas fragcdes ¢ no fruto como

um todo.
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3.4. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e os
resultados foram submetidos a estatistica descritiva ou a técnica de superficie de
resposta, conforme o caso. Os dados foram analisados utilizando o Sistema de
Analises Estatisticas ¢ Genéticas da Universidade Federal de Vigosa, versao 9.1

(SAEG, 2007).
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4. Resultados e discussao

4.1. Perda de massa da matéria fresca

Os resultados referentes a perda de massa de matéria fresca (PMF) dos frutos

durante o periodo de armazenamento sdo apresentados na figura 19.

PMF =0,001D0s¢ +0,8823Dia
=10.9580

s o

|

ol

Perda de massa de matéria fresca (%)

Figura 19: Perda de massa de matéria fresca (PMF) de goiabas 'Pedro Sato' em fun¢do das doses de
imazalil (C= 0 mmol L, D4 = 1,7 mmol L'; Dg = 2,6 mmol L"'; Dc = 3,4 mmol L' e Dp= 5,1 mmol
L) e dos dias de armazenamento (0, 1, 3, 5,7, 9, 11, 13 e 15 dias) a 22,2+ 0,3 °C e 92,2 + 7,9% UR.

A superficie de resposta apresentada na figura 19 indica que a perda de massa

da matéria fresca das goiabas ‘Pedro Sato’ aumenta com o tempo de armazenamento
e com o aumento da dose, apesar da contribui¢do desta Ultima ser praticamente

negligenciavel.

A perda de massa da matéria fresca total dos frutos, apos 15 dias de
armazenamento, correspondeu, em meédia, a 14,5% em relacdo a massa inicial. De
acordo com Chitarra & Chitarra (2005), perdas da ordem de 6% para produtos
horticolas podem causar marcante declinio da qualidade. A redu¢do imediata da
massa da matéria fresca do fruto ¢ um sintoma inicial de perda de umidade e uma das
principais causas da deterioragdo poés-colheita (FONTES et al, 1999). A perda de
massa fresca €, basicamente, decorrente dos processos transpiratorios e respiratorios

e leva ao amolecimento dos tecidos, diminuindo a aceitabilidade comercial
(WOODS, 1990).
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4.2. Incidéncia e severidade de doencas

Foram verificados os primeiros indicios de doenga a partir do 5° dia de
armazenamento (Figura 20). Com 11 dias de armazenamento, todos os tratamentos
apresentavam, no minimo, 50% de seus frutos infectados. As doses C e D retardaram

o aparecimento dos sintomas de doengas nos frutos até o 9° dia de armazenamento.

100 n "=
. 90
w 3 80 = &
S5 60
35 50 -
8 40
LE 30 .
238 20
= 10 -
0
0 1 3 5 7 9 11 13

Dias de armazenamento

Figura 20: Incidéncia de contaminacdo de doencas em goiabas 'Pedro Sato' isentas de imazalil
(Controle) e tratadas com diferentes doses desse principio ativo (D4 = 1,7 mmol L'; Dy = 2,6 mmol
L'; Dc = 3,4 mmol L' e Dp= 5,1 mmol L), em fungédo dos dias de armazenamento (a 22,2+ 0,3 °Ce
92,2+ 7,9% UR).

Os valores correspondem ao percentual de frutos contaminOados em fungdo do numero total (n = 6).

Com relagdo a severidade da contaminagdo (Figura 21), os frutos
apresentaram danos pontuais até¢ 7 dias de armazenamento, mesmo para o controle,
que possuia apenas 5,2 £ 7,34% de éarea afetada. As barras de erro na figura 21
correspondem ao desvio padrao da medida (n = 6). Observa-se que os desvios sdao
altos, o que indica que, em um mesmo tratamento/dia, ocorreram grandes variagdes

na contaminacao.
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Figura 21: Severidade da contaminacdo de doengas em goiabas 'Pedro Sato' isentas de imazalil
(Controle) e tratadas com diferentes doses desse principio ativo (D4 = 1,7 mmol L'; Dg = 2,6 mmol

L'; Dc = 3,4 mmol L' e Dp= 5,1 mmol L), em fungédo dos dias de armazenamento (a 22,2+ 0,3 °Ce
92,2+ 7,9% UR).

Os valores correspondem ao percentual da area lesionada em fungdo da area superficial do fruto. As barras de
erro correspondem ao desvio padrdo da medida (n = 6).

4.3. Evoluc¢ao da cor do epicarpo

A cor do epicarpo das goiabas ‘Pedro Sato’, avaliada pelo angulo hue,
apresentou variagdes ao longo do tempo, reduzindo a coloragdo verde em fungdo do
periodo de armazenamento e convertendo a cor dos frutos de verde para amarelo
(Figura 22).

Hue =105.49 - 0,091 Dose - 2,63 Dia

o SO

Angulo hue “n}

Figura 22: Evolug¢do da cor do epicarpo de goiabas 'Pedro Sato' (Hue) em func¢do das doses de
imazalil (C = 0 mmol L', Dy = 1,7 mmol L'; Dp = 2,6 mmol L"'; Dc = 3,4 mmol L' e Dp= 5,1 mmol
L) e dos dias de armazenamento (0, 1, 3,5, 7,9, 11 e13)a22,2+0,3 °Ce 92,2+ 7,9% UR.
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Como os frutos foram colhidos no estadio 3 (112 a 108 °h), o epicarpo ja se
encontrava com coloragdo verde-amarela no dia zero (Figura 23), de forma tal que ao
3° dia de armazenamento, todos os frutos possuiam angulo de cor abaixo de 100 °h,
angulo que se observa a coloracdo predominantemente amarela (AZZOLINI et al,
2004). A partir do 5° dia, os frutos j& ndo apresentavam brilho e o aspecto visual ja se

mostrava pouco atrativo.

Figura 23: Evolug¢do da cor do epicarpo de goiabas 'Pedro Sato' isentas de imazalil (C) e tratadas
com diferentes doses desse principio ativo (D4 = 1,7 mmol L Dg =26 mmol L!; D¢ = 3,4 mmol L
e Dp= 5,1 mmol L"), em funcéo dos dias de armazenamento (nimeros na vertical) (a 22,2 0,3 °C e
92,2+ 7,9% UR)
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As mudancgas de coloragdo sdo resultantes principalmente da degradacdo da
clorofila, e da sintese de pigmentos carotenoides. A degradacdo da clorofila ocorre

em funcao das mudancas de pH, de acidos, do aumento dos processos oxidativos e da
acao das clorofilases (JAIN et al, 2003).

4.4. Acidez

A acidez nas fragdes da goiaba, ao longo dos dias de armazenamento,

apresentou comportamento semelhante para todos os tratamentos, no tocante ao

efeito das doses na acidez, que possuem participagdo pequena na alteracdo da
caracteristica ao longo dos dias de armazenamento (Figura 24).

Epicarpo Mesocarpo
AT =205~ 9_.}1)4:—};‘).-;.«3 +030Dia-0,01 5Dia’

-
-

AT =140 +0.018Dose + 014 Dia
) — R*=07328 T R =08375
wT _ g

_ 34 V"" | "

232N §

8 301 _| g
58 30 | 52 |
> | | = E
£828] | £ g 25|
52 ! | 23 |
=* 261 =2
%é 24 | 3@, 201

© a2 ' 3 '|

2 .

ped 2.0\ il & 15 \

e & )

L L-
1,65 1,05
8121113\ . e
o To e 3
R, O 4 G
L/ - '
LI 2 g
,?’ -3 KT'"\ e i dﬂ‘d\
ity 0‘“’0 o

= | Il
S 4125 ||
@ | |
_B |
o 5 |
T 212014
E‘.§ | ||
B |
o
gg 1,157
<5 |
$ 1401
) 1,10

= >
1.05 s
- < - 3 4
% * 375 Pl '\i“ﬂ’a
% 2 1»\\ ~" 9 eﬁe
Mo o - 00‘»

Placenta

Figura 24: Acidez titulavel (AT) de amostras homogeneizadas do epicarpo, mesocarpo e placenta de
goiabas ‘Pedro Sato’ em funcdo de doses de imazalil (C = 0 mmol L, Dy = 1,7 mmol L'!; Dg = 2,6

mmol L'; Dc = 3,4 mmol L' e Dp= 5,1 mmol L") e dos dias de armazenamento (0, 1, 3, 5,7, 9, 11 e
13)a22,2+0,3°Ce92,2+7,9% UR.
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O incremento na acidez durante o periodo de armazenamento pode estar
relacionado com a provavel formagdo de acido galacturdnico, em consequéncia da
hidrolise da pectina, por acdo das enzimas pectinametilesterase e poligalacturonase
(BARRET & GONZALEZ, 1994; SHARAF & EL-SAADANY, 1996), processo este

ligado a reducdo da firmeza do fruto.

4.5. Solidos soluveis

O teor de solidos soluveis ndo apresentou variagdes significativas entre os
tratamentos. Entretanto, ao longo dos dias de armazenamento, os frutos apresentaram
discretas altera¢des no teor de solidos soluveis (Figura 25), em todas as fracdes, com
médias de 10,5 + 1,2 °Brix (epicarpo), 10,2 = 1,0 °Brix (mesocarpo) ¢ 12,9 + 0,8

°Brix (placenta).
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Figura 25: Teor de solidos soliveis de amostras homogeneizadas do epicarpo, mesocarpo e placenta
de goiabas ‘Pedro Sato’ isentas de imazalil (Controle) e tratadas com diferentes doses desse
principio ativo (D4 = 1,7 mmol L"'; Dy = 2,6 mmol L'; Dc = 3,4 mmol L' e Dp= 5,1 mmol L), em
funcgdo dos dias de armazenamento (a 22,2 + 0,3 °C e 92,2 £ 7,9% UR).

As barras de erro correspondem ao desvio padrdo da medida (n = 6).

Esses valores podem ser considerados altos quando comparados aos

encontrados por Bueno et a/ (2002) (média de 8,7 °Brix). Entretanto, Abreu et al
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(2012) relatam que o teor de solidos soluveis pode alcancar até 15,9 °Brix em frutos

maduros.

4.6. Firmeza do mesocarpo

O amaciamento dos tecidos ¢ uma das mudangas mais importantes que
ocorrem no processo de maturagdo. A firmeza do mesocarpo apresentou redugdo
gradativa com o tempo de armazenamento (Figura 26), sendo que nenhum dos
tratamentos apresentou comportamento discrepante. Entre os 7 a 13 dias, o tecido
praticamente ja ndo ofereceu resisténcia mecanica, sendo ja altamente suscetivel a

danos mecanicos.
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Figura 26: Firmeza do mesocarpo de goiabas ‘Pedro Sato’ isentas de imazalil (Controle) e e tratadas
com diferentes doses desse principio ativo (D4 = 1,7 mmol L"; Dg = 2,6 mmol L"'; Dc = 3,4 mmol L'
e Dp= 5,1 mmol L"), em funcdo dos dias de armazenamento (a 22,2 + 0,3 °C e 92,2 + 7,9% UR).

As barras de erro correspondem ao desvio padrdo da medida (n = 9).

O processo de redugdo de firmeza ¢ decorréncia natural do amadurecimento
dos frutos, que ocorre principalmente devido a atividade de grande niimero de
enzimas, como pectinametilesterase, poligalacturonase e celulase, que participam da
degradacao bioldgica das substancias pécticas, classe de polissacarideos estruturais
da parece celular e consequente redugdo de firmeza dos frutos (ABU-GOUKH &
BASHIR, 2003).

4.7. Residuos de imazalil

Avaliou-se periodicamente a presenca de residuos de imazalil nas diferentes
65



fragdes de goiabas que receberam as doses desse principio ativo. Os resultados sdo

apresentados nas figuras 27 e 28.
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Figura 27: Dissipag¢do do principio ativo imazalil no epicarpo de goiabas ‘Pedro Sato’ e tratadas
com diferentes doses desse principio ativo (D4 = 1,7 mmol L; Dy = 2,6 mmol L"'; Dc = 3,4 mmol L'
e Dp= 5,1 mmol L), em fungdo dos dias de armazenamento (a 22,2 0,3 °C e 92,2 £ 7,9% UR).

Nas equagbes, Y corresponde @ concentragdo do principio ativo no epicarpo (em ug kg'') e X aos dias de
armazenamento. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo das amostras (n = 3).
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Figura 28: Dissipa¢do do principio ativo imazalil (IMZ) no epicarpo de goiabas ‘Pedro Sato’ em
fungdo das doses aplicadas e dos dias de armazenamento a 22,2 + 0,3 °C e 92,2 + 7,9% UR.

Observa-se o comportamento decrescente da concentragdo de imazalil no

epicarpo ao longo dos dias de armazenamento, para todos os tratamentos (Figura 27).
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Entretanto, o efeito dos dias de armazenamento ¢ discreto quando comparado ao
efeito da dose na concentragao de imazalil no epicarpo (Figura 28).

Observa-se também que, ao final de 13 dias, que o tratamento com maior
dose (Dose D), apresentou concentracao residual semelhante a das menores doses (A
e B) (Figura 27). Entretanto, concomitante ao decaimento da concentragdo no

epicarpo ha o aumento do principio ativo no mesocarpo (Figura 29).
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Figura 29: Transloca¢do do principio ativo imazalil do epicarpo para o mesocarpo de goiabas
‘Pedro Sato’ tratadas com diferentes doses desse principio ativo (D4 = 1,7 mmol L; Dp = 2,6 mmol

L', Dc = 3,4 mmol L' e Dp= 5,1 mmol L"), em funcdo dos dias de armazenamento (a 22,2 + 0,3 °C e
92,2+ 7,9% UR).
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Figura 30: Translocagdo do principio ativo imazalil (IMZ) do epicarpo para o mesocarpo de goiabas
‘Pedro Sato’ em fungdo das doses aplicadas e dos dias de armazenamento a 22,2 £ 0,3 °C e 92,2
7,9% UR.
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Observa-se um aumento gradativo da concentracdo de imazalil no mesocarpo
para todas as doses avaliadas, sendo a participacdo dos dias de armazenamento neste

processo pequena, quando comparada a participagdo da dose aplicada.

Nao foi detectada a presenca de residuos de imazalil na placenta para nenhum

dos tratamentos avaliados.

De posse dos resultados referentes aos residuos de imazalil existentes no
epicarpo, no mesocarpo ¢ na placenta, procedeu-se um balanco de massa para
determinar a concentracao de imazalil total no fruto (Figura 31).

B Dose A mDoseB Dose C m Dose D

=~ 100
2 g9
2
g &0 I
E 70 I I
= [
S| " I I
8 5o 7 | & I I
E I
© 40 I I I
g 30
£ 20
o
g 10
S o
0 1 3 5 ¥ 9 11 13

Dias de armazenamento

Figura 31: Concentragdo de imazalil em goiabas ‘Pedro Sato’ tratadas com diferentes doses desse
principio ativo (D4 = 1,7 mmol L''; Dy = 2,6 mmol L'; Dc = 3,4 mmol L' e Dp= 5,1 mmol L), em
funcgdo dos dias de armazenamento (a 22,2+ 0,3 °C e 92,2 + 7,9% UR).

Nas equagédes, Y corresponde a concentragdo do principio ativo no fruto (em ug kg-1) e X aos dias de
armazenamento. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo das amostras (n = 3).

Observa-se pela figura 31 que, com exce¢do da Dose D, todas as doses

apresentaram quantidades de residuos semelhantes, com pequenas variagoes.
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Figura 32: Concentragdo de imazalil (IMZ) em goiabas ‘Pedro Sato’ em fun¢do das doses aplicadas
e dos dias de armazenamento (a 22,2 + 0,3 °C e 92,2 + 7,9% UR).

A figura 32 apresenta a relagcdo entre o residuo de imazalil com os dias de
armazenamento e as doses aplicadas. Observa-se que a interrelacdo entre as variaveis
ocorre de maneira linear, com maior dependéncia das doses ¢ menor dependéncia dos
dias de armazenamento. O modelo da superficie de resposta prevé que, mesmo apds
passados varios dias de armazenamento, ainda havera quantidade grande de imazalil

no fruto, pois a reducdo proporcionada pelo fator Dia ¢ muito pequena (0,0010x)
quando comparada com o fator Dose (13,93x). Isso significa que a dose a ser
aplicada nos frutos precisa oferecer segurancga alimentar ja no dia 0, pois a reducao

do principio ativo € pequena ao longo do tempo de armazenamento, quando
considerado o fruto como um todo.

O residuo total de imazalil encontrado nos frutos, nas doses aplicadas, esta
muito proximo de 50 ug kg no 13° dia, limite maximo tolerado desse fungicida em
goiaba, preconizado pela Unido Europeia e pelo Reino Unido (EFSA®, 2016; HSE,
2016).

Apesar das doses A, B e C apresentarem residuos numericamente abaixo do
valor de referéncia, existe um risco em afirmar, sem uma margem de erro adequada,
que as doses A, B e C do fungicida imazalil sdo adequadas para utilizagdo em pos-
colheita de goiabas pois, em condi¢cdes nao controladas (como muitas vezes € o

packing house do pequeno produtor), a possibilidade de erro decorrente da dosagem
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na calda fungicida ndo pode ser negligenciada. Novos estudos podem ser realizados,
utilizando doses menores, a fim de verificar se a eficiéncia do imazalil ndo ¢é

prejudicada em concentragdes menores que 1,7 mmol L (dose A).
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5. Conclusoes

A aplicagdo de imazalil, nas doses estudadas, ndo afetou as caracteristicas de
qualidade dos frutos, embora tenham sido eficazes em retardar a incidéncia e reduzir

a severidade dos danos causados por fungos durante o armazenamento.

Independente da dose aplicada nos frutos, o imazalil migra do epicarpo para o
mesocarpo, ndo sendo detectado na placenta. Entretanto a maior concentracio deste

fungicida permanece no epicarpo.

Com relagdo a persisténcia do principio ativo no fruto, as doses A, B e C
tiveram residuos abaixo do limite de referéncia tolerado, embora com valores muito
proximos deste. Estima-se que a dose adequada para uso pos-colheita em goiaba
deve ser menor do que a menor dose estudada (Dose A), para garantir uma

concentracgao final de residuos nos frutos adequada.
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CAPITULO 5

INFLUENCIA DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO DE GOIABAS ‘PEDRO
SATO’ NA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE IMAZALIL E
PROCLORAZ POR CROMATOGRAFIA GASOSA

1. Introducao

Durante o amadurecimento da goiaba, uma série de mudangas fisioldgicas
acontecem no fruto como mudanga de coloracdo do epicarpo, do mesocarpo e da
placenta, sintese e degrada¢do de pigmentos, enzimas, substincias pécticas,
polissacarideos de estrutura da parede celular, etc. (SIMOES, 2012; ABU-GOUKH
et al,2003).

O efeito de matriz tem sido observado em matrizes complexas, como matrizes
alimentares, onde o sinal analitico ¢ influenciado pela natureza complexa da amostra
e pelas propriedades dos co-extrativos como tamanho da molécula, polaridade,
estabilidade térmica, volatilidade, etc. (GUEDES et al, 2016). Dessa forma, os

componentes da matriz influenciam diretamente na quantificagdo dos agrotéxicos.

Entretanto, devido as mudancas naturais que ocorrem no amadurecimento da
goiaba, a composi¢do do fruto ao longo do armazenamento se altera, isto ¢, co-
extrativos sao degradados e novos co-extrativos sdo produzidos nos dias sucedem a
colheita. Dessa forma, o estudo do efeito de matriz associado a goiaba no dia da
colheita pode sofrer alteracdes ao longo dos dias, culminando em uma avaliagdo

equivocada, se utilizada para frutos mais longevos.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do tempo de
armazenamento de goiabas ‘Pedro Sato’ na determinacdo de residuos de imazalil e

procloraz por cromatografia gasosa;
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2. Objetivos

e Avaliar a influéncia do tempo de armazenamento de goiabas ‘Pedro Sato’ na
determinagdo de residuos de imazalil e procloraz por cromatografia gasosa;

e Avaliar a influéncia do efeito de matriz na determinacdo de imazalil e
procloraz em goiabas ‘Pedro Sato’ submetidas a diferentes tempos de

armazenamento;
3. Material e Métodos
3.1. Reagentes e equipamentos

Foram utilizadas as solucdes de trabalho dos padrdes imazalil e procloraz (10
mg L) previamente preparadas (Capitulo 2). Foram também utilizados os mesmos

equipamentos ja descritos.

3.2. Material vegetal

Os frutos utilizados neste estudo foram oriundos do mesmo pomar comercial
(descrito no Capitulo 2). Os frutos foram colhidos no estddio 3 (coloracdo da casca
verde-amarela, angulo hue entre 112 e 108) conforme escala de cor definida por

Azzolini et al (2004), para colheita de goiabas ‘Pedro Sato’.

3.3. Montagem do experimento

Para avaliar a influéncia do tempo de armazenamento de goiabas na
determinagdo de residuos dos principios ativos, amostras deste fruto foram analisadas
periodicamente (0, 5, 8, 10 e 13 dias de armazenamento). Neste experimento, frutos
isentos dos fungicidas foram dispostos em bandejas de poliestireno expandido (trés
unidades por bandeja) numeradas para o dia de andlise e armazenados em camara
refrigerada a 22,2 + 0,3 °C e 92,2 £ 7,9% de umidade relativa do ar (UR). No dia
programado, as respectivas bandejas foram retiradas da camara refrigerada e os
frutos foram processados, homogeneizados e submetidos ao procedimento de

extracao validado.
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3.4. Avaliacao do efeito de matriz

Aos extratos preparados a partir das fragdes de goiaba, foram adicionados
volumes adequados de solugdo padrio de imazalil e procloraz de maneira que as
concentragdes nos vials fossem de 20, 50, 100, 300, 500, 800 ¢ 1100 pg L' de cada
fungicida. Foram também preparadas curvas dos principios ativos em acetonitrila,
nas mesmas concentragdes. Todas as amostras foram preparadas em triplicata. Com
as amostras preparadas, procedeu-se a andlise cromatografica dos extratos utilizando

as condig¢oes estabelecidas.

A avaliacao do efeito de matriz causada pelos extratos das fragdes da goiaba foi
realizada comparando-se as inclinagdes das curvas analiticas obtidas pelas curvas no
solvente e nos extratos das matrizes. Foi efetuar os calculos do efeito de matriz, foi

utilizada a Equacao 3, descrita no Capitulo 2, item 3.7.6.

3.5. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado nas andlises estatisticas foi o
inteiramente casualizado e os dados foram submetidos a andlise de regressdo. Os
dados foram analisados pelo SAEG, Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas da

Universidade Federal de Vigosa, versao 9.1 (SAEG, 2007).
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4. Resultados e discussao

A figura 33 apresenta os resultados obtidos para avaliacdo do efeito do tempo
de armazenamento e, consequentemente do estddio de maturagdo do fruto na resposta
cromatografica de residuos de imazalil e procloraz no epicarpo, mesocarpo ¢

placenta de goiabas ‘Pedro Sato’.
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Figura 33: Curvas analiticas do principio ativo imazalil em acetonitrila (ACN) e nos extratos do
epicarpo (A), mesocarpo (B) e placenta (C) em diferentes dias de armazenamento (D0, D5, D8, D10 e
D13). Curvas analiticas do principio ativo procloraz em acetonitrila (ACN) e nos extratos do
epicarpo (D), mesocarpo (E) e placenta (F) em diferentes dias de armazenamento (D0, D5, D8, D10 e
D13 dias).

Nas equagées, Y corresponde a resposta cromatogrdfica e X, a concentragdo do principio ativo na fra¢do. As
barras de erro correspondem ao desvio padrdo das amostras (n =3).

Os resultados apresentados na figura 33 apontam para as diferengas entre os

coeficientes angulares das curvas analiticas dos fungicidas nos extratos das fragdes

75



de goiaba e em acetonitrila (ACN). Todas as curvas — com exce¢do das curvas de
procloraz no epicarpo — apresentam forte efeito de matriz.

Entretanto, as diferengas entre as curvas analiticas preparadas nos extratos em
diferentes dias de armazenamento sdo pequenas, com coeficientes angulares com
pequenas variagoes. Isso indica que, apesar de haver variagdes na composi¢cdo das
fragdes da goiaba, as diferencas no efeito de matriz destas sao discretas. A figura 34
apresenta os efeitos de matriz para imazalil e procloraz no epicarpo, mesocarpo €

placenta. As barras de erros indicam o desvio padrao do efeito de matriz.
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Figura 34: Efeito de matriz do epicarpo, mesocarpo e placenta de goiaba para os principios ativos
imazalil (A) e procloraz (B) ao longo dos dias de armazenamento.

As barras de erro indicam o desvio padrdo do efeito de matriz (n = 3).

Os efeitos de matriz (EM) observados para os extratos das fracdes de goiaba
ao longo do armazenamento (Tabela 11) foram negativos para o imazalil e positivos
para o procloraz.

Tabela 11: Valores médios de efeito de matriz (%) do epicarpo, mesocarpo e placenta de goiaba com
relacdo aos principios ativos imazalil e procloraz.

0 5 8 10 13

Epicarpo -59,2 -69,2 -72,6 -63,9 -64,6

Imazalil  Mesocarpo -53,9 -56,6 -59,6 -54,9 -57,6
Placenta -51,0 -55,3 -54,7 -54,5 -56,2

Epicarpo 14,3 0.8 8,1 2.9 28.4

Procloraz  Mesocarpo 60,1 63,5 68,1 82,8 81,4
Placenta 88,7 72,6 82,2 97,7 73,2

A composicdo dos co-extrativos ¢ alterada ao longo do tempo de
armazenamento, o que afeta o resultado cromatografico e, consequentemente, o

efeito de matriz associado a amostra.
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5. Conclusoes

A variacdo do efeito de matriz ao longo do armazenamento mostrou que a
composi¢ao dos co-extrativos ¢ alterada ao longo do tempo de armazenamento, o que
afeta o resultado cromatografico e, consequentemente, o efeito de matriz associado a

amostra.
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CONCLUSOES GERAIS

O método ESL-PBT adaptado e validado para andlise de imazalil e procloraz
em goiaba apresentou boa linearidade, seletividade e com limites de detecgdo e
quantificagdo adequados para a analise dos principios ativos em amostras das fra¢des

de goiaba. O efeito de matriz foi considerado alto para todas as fragdes da goiaba.

O estudo confirmou que grande parte dos principios ativos permanece no
epicarpo, parte ¢ dissipada para o ambiente e parte ¢ dissipada por translocagdo para

o interior do fruto.

A aplicacao de imazalil, nas doses estudadas, ndo afetou as caracteristicas de
qualidade dos frutos, embora tenham sido eficazes em retardar a incidéncia e reduzir
a severidade dos danos causados por fungos durante o armazenamento. Além disso,
verificou-se que independente da dose aplicada nos frutos, o imazalil migra do
epicarpo para o mesocarpo, ndo sendo detectado na placenta. Entretanto a maior

concentragdo deste fungicida permanece no epicarpo.

Com relagdo a persisténcia do principio ativo no fruto, as doses apresentaram
residuos abaixo do limite de referéncia tolerado, embora com valores muito
proximos deste. Estima-se que a dose adequada para uso pos-colheita em goiaba
deve ser menor do que a menor dose estudada, para garantir uma concentragdo final

de residuos nos frutos adequada.

A variagdo do efeito de matriz ao longo do armazenamento mostrou que a
composicao dos co-extrativos ¢ alterada ao longo do tempo de armazenamento, o que
afeta o resultado cromatografico e, consequentemente, o efeito de matriz associado a

amostra.
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