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RESUMO

SCALON, Silvana de Paula Quintio. Qualidade do morango: Efeito do CaCl, sobre a parede
celular e niveis residuais de benomil. Lavras: UFLA, 1996. p.105 (Tese - Doutorado em Ciéncia

dos Alimentos )*

O desenvolvimento de tecnologias adequadas de cultivo e armazenamento de morango
poderd estender sua vida util, fornecendo ao consumidor um produto de boa qualidade
organoléptica e toxicoldgica. Morangos tratados pré-colheita e pds-colheita com CaCl, (0, 2 e
4%) e Benomil (0, 600 e 1200 ppm) foram analisados quanto ao teor de pectina total e soldvel,
solubilizagdo de pectinas, grau de esterificagdo, porcentagem de célcio total e ligado a parede
celular, atividade das enzimas poligalacturonase ¢ pectinametilesterase, conteido de celulose e
vitamina C, e residuo de Benomil durante o armazenamento refrigerado sob atmosfera
modificada por 6 dias. Os morangos tratados com 2% de CaCl, pré-colheita, 600 ou 1200 ppm
de Benomil, encontravam-se ao final do armazenamento em melhores condi¢es quimicas para
consumo e comercializagdo e com niveis residuais dentro do limite de tolerdncia estabelecido

pela legislag@o.

* Orientador: Mério Sobral de Abreu. Membros da Banca: Adimilson Bosco Chitarra, Maria
Isabel Fernandes Chitarra, René Luis Oliveira Rigitano, Jos¢ da Cruz Machado.



ABSTRACT

QUALITY OF STRAWBERRY: EFFECT OF CaCl, ON CELL WALL AND

RESIDUE OF BENOMYL .

Development of a suitable technology of cultivation and storage permits prolonged shelf-life of
strawberry, offering for consumer a product of organoleptic and toxicological quality.
Strawberries before and after harvesting treated with CaCl, (0, 2 and 4%) and Benomyl (0, 600
and 1200 ppm) were analysed for total and soluble pectin, pectin solubilization, degree of
sterification, total and bound calcium in cell wall, polygalacturonase and pectinmethylesterase
activities, cellulose, vitamin C and residue of Benomyl during 6 days in refrigerated storage
under modified atmosphere. Strawberries treated with 2% CaCl, before harvesting and 600 or
1200 ppm Benomyl presented the optimum chemical conditions for consumer and
comercialization and level of residues within the RML recomendaded by legislation at the end

of its storage.



1 INTRODUCAO

A cultura do morangueiro iniciou-se no século XIX apresentando nos ultimos anos,
evolucgdio consideravel em todo o mundo. No Brasil, a partir da década de 60, a introducéo de
cultivares mais adaptadas e de novas técnicas de cultivo, bem como a maior oferta de mudas com
sanidade controlada, contribuiram para o maior desenvolvimento da cultura.

O sabor morango, natural ou sintético, é o preferido, quando em comparagio ao de
muitas outras frutas, fazendo com que o fruto seja bastante consumido, tanto in natura, como em
uma grande variedade de produtos com ele formulados.

Apesar das excelentes caracteristicas organolépticas, o0 morango € um fruto altamente
perecivel, apresentando alta taxa respiratoria e limitada vida pds-colheita , e devido aos altos teo-
res de umidade, agucares e acidos ele se torna um substrato ideal a proliferagéo de organismos
patogénicos que causam considerdveis danos durante o transporte, amadurecimento, pés-colheita
e armazenamento a temperatura ambiente.

Assim, a comercializagdo e disponibilidade de morangos € restrita devido a rapida
deterioragdo dos frutos causada pela senescéncia e doengas poés-colheita, acarretando perdas
consideraveis tanto nutricionais quanto econdmicas. Varias tecnologias vém sendo pesquisadas e
desenvolvidas para minimizar e prevenir estas perdas pos-colheita, garantir a manuten¢io da

qualidade e prolongar a vida util de morangos, dentre elas a colheita nos estadios iniciais de



maturagio, o controle da atmosfera e da temperatura de armazenamento, a irradiacdo gama, o
controle bioldgico e as praticas culturais.

A modificagio da atmosfera associada a baixas temperaturas de armazenamento, tem
sido considerada uma técnica promissora e de baixo custo para prolongar a vida util de frutos
ehortaligas, minimizando as perdas de qualidade e de peso, e a degradagéo por microrganismos.

Um dos fatores mais importantes na utilizagdo de atmosfera modificada por filmes
plésticos € a possibilidade de manter a umidade bastante elevada no seu interior (acima de 95%),
reduzindo a perda de peso e consequentemente, retardando o enrugamento dos produtos

armazenados.

Normalmente o morango € estocado comercialmente por um periodo de no maximo 6

dias a uma temperatura entre 0 e 4°C. Apods este periodo, ha uma redugfo acentuada nas suas
propriedades de aroma, paladar e de seu brilho caracteristico. Bleinroth (1986), observou que sem
o uso de refrigeragdo os morangos conservam sua boa qualidade no maximo por 2 dias, quando
entdo se tornam excessivamente maduros ou apodrecem.

O célcio aplicado nos periodos pré e pds colheita tem conseguido prevenir desordens
fisiologicas e retardar o amadurecimento de vérios frutos. Entretanto, poucas pesquisas tém sido
realizadas quanto ao seu efeito sobre a qualidade e longevidade pés-colheita e protegdo dos
morangos contra patégenos.

Oliveira e Toledo (1995), comentam que o morangueiro, devido a sua suscetibilidade
ao ataque de fungos e a deterioragdo por podriddo, necessita de aplicagdes de agrotéxicos a fim de
viabilizar economicamente sua cultura. Entretanto, eleva o risco de contaminagdo do fruto,

devido & pratica comum de se comercializar 0 morango imediatamente ap6s o uso do agrotéxico,



além do fato de que, nem sempre, o agricultor segue as recomendagdes dos réceituérios
agrondmicos, os quais contém informag3es & respeito do emprego de agrotéxicos autorizados por
lei e de sua aplicagdo adequada. Com base nestes fatos, existe entre os consumidores a crenga de
que os morangos comercializados estdo contaminados com residuos de agrotoxicos, havendo

inclusive pessoas que deixam de consumi-los com receio de intoxicag&o.

Este trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

- Determinar o efeito das aplicagGes de calcio sobre o comportamento pés-colheita de
morangos.

- Comparar as aplicagbes de calcio pré e pos-colheita sobre os constituintes da parede

celular e vitamina C do morango.

- Determinar o nivel residual de Benomil, aplicado pré e pés-colheita em diferentes

doses em morangos armazenados em atmosfera modificada & baixa temperatura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais do morango

O morangueiro pertence a familia das Rosdceas e ao género Fragaria. A espécie
cultivada (Fragaria ananassa Duch.) resulta da hibridagdo de até trés espécies americanas
(Fragaria chiloensis, Fragaria virginiana e Fragaria ovalis). O receptaculo do fruto verdadeiro,
que apresenta a polpa avermelhada e com excelentes sabor e aroma, é confundido com o fruto,
um aquénio que se assemelha com mintsculas sementes de cor escura (fruto propriamente dito) e
preso ao receptaculo (Passos, 1986; Terrassioli Neto, 1991).

O morango tem atragéio peculiar, por sua cor vermelho brilhante, odor envolvente,
textura macia e sabor levemente acidificado. Essas caracteristicas, segundo Hulme (1971),
devem-se ao alto teor de umidade, que pode atingir 90% da parte comestivel; o sabor
caracteristico € proveniente principalmente dos 4cidos citricos (10-18 mEq) e malico (1-3 mEq) e
agucares, entre os quais predominam a glicose e a frutose (4,5%) e sacarose (0,9%). Os minerais
de maior destaque sdo o célcio e fosforo (29 mg/100g). A vitamina C predomina sob a forma de
écido ascdrbico, com teor em torno de 60 mg/100g. A coloragdio vermelha do morango é devida

ao pigmento antocianina; sendo os fendlicos predominantes os 4cidos clorogénico, p-cumarico e



o neoclorogénico. Como componente da textura sobressai-se o pectato de célcio com teor de
0,6% na parte comestivel do fruto.

Atualmente, as cultivares de morangueiro cultivadas no Brasil se comportam como
plantas de dias curtos, isto é, necessitam que haja diminuigéo do fotoperiodo e da temperatura
para iniciarem a floragdo e a frutificagio (Passos, 1986). Assim, os plantios de mudas ocorrem em
geral de margo a abril e dependendo da regido e da cultivar utilizada, as colheitas de frutos se
iniciam em maio podendo prolongar-se até inicio de dezembro (Castellane, 1993).

De acordo com informagdes obtidas no Instituto de Economia Agricola-SP (IEA) e na
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral-SP (CATI), a cultura do morangueiro atingiu, na
ultima década, uma érea cultivada de 600-800 hectares/ano e uma produgdo de 35 a 40 mil
toneladas/ano. No periodo de 1987-1989, a estimativa anual da area cultivada foi de 670-810
hectares com produgdo de 26000 - 34000 toneladas (Lisbdo, 1991).

S&@o Paulo e Minas Gerais destacam-se como os maiores produtores de morango para
consumo in natura, € o Rio Grande do Sul com produgfo voltada para a industria (EMATER,
1993). Atualmente, a cultura vem sendo incrementada também nos estados de Santa Catarina,
Parana e Goias (Castellane,1993).

As cultivares mais utilizadas no pais sdo: Campineiro, Sequéia, Reiko, Lassen, AGF-
80 (destacando-se como as mais utilizadas para a produgdo de frutos para consumo in natura),
Guarani e Konovoy-Cascata (principais no fornecimento de frutos as industrias no Rio Grande do
Sul).

A podriddo pds-colheita causada por Botrytis cinerea e outros fungos ¢ particularmente

séria devido &s perdas que ocasionam aos frutos, custos de armazenamento, embalagens,



resfriamento e transporte, além do mercado ser desvalorizado como resultado de um produto
pouco satisfatério (Paulus, 1990).

Observagdes de campo confirmam que cultivares de morango diferem quanto a
suscetibilidade ao mofo cinzento. Cultivares com menor quantidade de folhas e que produzem
frutos mais firmes sdo menos suscetiveis (Barrit, 1980).

O grande interesse que a cultura do morangueiro vem despertando esta relacionado,
segundo Luccas (1989), & sua maior rentabilidade (224%) quando comparada a outras culturas,
como o milho (72%) e a soja (2%). Independeﬂte da ﬁnal_idade, industria ou consumo in natura, o
morango atinge cotac¢des relativamente elevadas pelo fato de néo encontrar grandes concorréncias

com outras frutas, uma vez que é colhido do final do outono a meados da primavera (Castellane,

1986).

2.2 Aspectos bioquimicos

2.2.1 Parede celular

A parede celular € constituida de varias camadas das quais, a primeira encontra-se
unindo as células vizinhas e a tltima, proxima ao plasmalema (Brett ¢ Waldron, 1990).

A principal caracteristica da parede celular de todas as células é a rede de agregados
organizados de moléculas de celulose, referidas como microfibrilas (rigidez e resisténcia),
embebidas numa matriz constituida principalmente de polissacarideos ndo celulésicos como as

substancias pécticas , hemicelulose, proteinas e ligninas (plasticidade e elasticidade).



A lamela média é a camada mais externa e a primeira a ser depositada durante a diviséo
celular. Pode ser considerada uma extensio do material da matriz da parede celular primaria, fal-
tando as fibrilas de celulose, desempenhando primariamente a fun¢do de adesdo intercelular.
Nessa porgdo, as substdncias pécticas, constituidas principalmente por polimeros de écido
galacturénico esterificados ou ndo, sdo os polimeros predominantes e qualquer modificagdo nas
suas caracteristicas, altera a coesdo entre as células (Malis-Arad et al., 1983; Brett ¢ Waldron,
1990).

Os polimeros pécticos da lamela média séo essencialmente lineares com apenas cadeias
laterais curtas consistindo de diferentes aglicares neutros, principalmente arabinose e galactose,
presos aos residuos de ramnose da cadeia de ramnogalacturonanas. As pectinas da lamela média

3
apresentam, em geral, alto grau de metilesterificacéo e as cadeias de ramnogalacturonanas séo
formadas de regides altamente esterificadas e ramificadas, intercaladas com residuos nio
esterificados que sdo mantidas juntas por ligacdes com ions de calcio (Brett e Waldron, 1990), e
assim, podem ser extraidas por agentes quelantes que removem o calcio por complexacao.

Na camada seguinte, a parede celular primaria, existem propor¢ées semelhantes de seus
componentes apresentando aproximadamente 23% de celulose, 24% de hemicelulose, 34% de
pectina e 19% de glicoproteina rica em hidroxiprolina (John e Dey, 1986). Os polimeros pécticos
sd0 mais altamente ramificados, as cadeias laterais sdo mais longas e a cadeia de
ramnogalacturonanas tem baixo grau de metilesterificagdo (Selvendran citado por Fisher,
Arrigoni € Amado, 1994). O conteudo de pectina nos frutos é substancialmente maior e de

proteinas menor (Knee e Bartley, 1981). A parede celular priméria tem um maior grau de



organizagdo que a lamela média (Brett ¢ Waldron, 1990), constituida por uma fase microfibrilar e
uma matriz.

A fase microfibrilar possui alto grau de cristalinidade, constituida de moléculas de
celulose. A celulose consiste de cadeias lineares de glicose unidas por ligagdes B - 1,4. Estas
cadeias unem-se via pontes de hidrogénio para formar uma malha altamente estruturada e estavel
ao redor da qual se organizam os outros polimeros que formam o gel da matriz (Brett ¢ Waldron,
1990).

As substincias pécticas sdo constituidas por um esqueleto béasico de a - 14
galacturonana entremeado com residuos de ramnose em ligagSes 2- e 2,4- . Estes residuos podem
servir de pontos de ramificagdo, onde se ligam cadeias laterais de agucares neutros,
principalmente galactose e arabinose. As cadeias laterais de aglicares neutros tendem a formar
blocos que resultam em regiGes muito ramificadas e ligam pectinas com hemicelulose (Mangas et
al., 1992).

Cerca da metade dos poliuronideos da parede celular de morango é fracamente ligada,
sendo estabilizados, na parede, pela presen¢a de ions metalicos divalentes. A ramificagdo de
residuos de agticares neutros na cadeia de poliuronideos, pode estar envolvida em ligages
cruzadas com microfibrilas de celulose (Keegstra et al., 1973; Knee et al., citados por Knee,
Sargent e Osborne, 1977). Entretanto, a parede celular de morango contém menores niveis de
arabinose, galactose € xilose que a parede celular de magd (Knee citado por Knee, Sargent e

Osborne, 1977). Isto pode significar que existem menos ramificagSes disponiveis para ligagdes

cruzadas do poliuronideo com as microfibrilas.



A alta proporgio de acido galacturdnico na pectina confere uma caracteristica
altamente acidica ao polissacarideo. As plantas alteram essa caracteristica pela adi¢o ou remogdo
de ésteres metilicos a partir dos residuos de 4cido galacturdnico. O grau de metilesterificagdo
varia entre os tecidos e estadio de desenvolvimento (Maness, Ryan, Mort, 1990), e determina a
habilidade da pectina formar ligagdes cruzadas com o célcio, pela alteracio e distribuicdo de
cargas na molécula. Sete ou mais residuos de 4cidos metilesterificados podem ser necessarios
para estabilizar uma ligagfo cruzada de célcio entre cadeias adjacentes de pectina (Powell et al.,
1982).

As ramnogalacturonanas sdo polimeros aniénicos com reconhecida capacidade de
formar gel. Em solugdo, o esqueleto de galacturonana assume a conformagéo de dupla hélice, que
permite aos fons célcio se ligarem de maneira cooperativa a grupos carboxilicos de segmentos
ndo esterificados e ndo ramificados de cadeias adjacentes. Essa ligagdo em modelo
denominado egg-box estabiliza o gel (Fry, 1986; John e Dey, 1986; Bacic, Harris e Stone, 1988).
A esterificaggo dos grupos carboxilicos impede a formagdo das pontes de célcio (Bacic, Harris e
Stone, 1988).

Enquanto as ligagSes covalentes sdo importantes na estrutura da parede celular, a
estabilizagdo idnica entre grupos carboxilicos na pectina pelo calcio sdo também importantes, e
dependem do grau de esterificagdo da pectina (Neal, 1965).

As hemiceluloses s@o polimeros formados por diferentes aglicares neutros, como
xilose, glicose, fucose € manose, os quais polimerizam-se a formas diversas, como xiloglucanas,
glucomananas ou galactoglucomananas, que podem ligar-se covalentemente s pectinas ou via

pontes de hidrogénio as microfibrilas de celulose (Gross, 1990). Variam conforme a espécie ou
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tipo de célula. Em dicotiledoneas, em geral, a principal hemicelulose € a xiloglucana constituida
por um esqueleto de B (1-4)-glicose. A maioria dos residuos de glicose unem-se a residuos de
xilose em ligagiio o (1-6), aos quais podem se ligar residuos de galactose e arabinose (Brett e
Waldron, 1990).

A maioria das proteinas de parede celular é glicosilada. A glicoproteina mais estudada
é conhecida como extensina, sendo constituida de aproximadamente 40% do aminodcido
hidroxiprolina, que geralmente néo € encontrado nas proteinas protoplasmaticas, além de serina e
lisina. A parede celular do morango contém cerca de 1% de hidroxiprolina nos primeiros estadios
de desenvolvimento do fruto (Knee, Sargent e Osborne, 1977), aumentando cerca de 8 vezes
durante 0 amadurecimento . O aumento das ligagSes cruzadas entre polissacarideos de parede
celular pela proteina rica em hidroxiprolina, parece ser a causa da paralisa¢do da expansio celular
no morango.

A causa do aumento de solubilidade da parede celular tem sido objeto de constantes
estudos. O equilibrio dindmico entre os seus constituintes sugere que haja nfo somente a quebra
de ligagbes covalentes mas, também, a incorporagdo constante de material recém-sintetizado
(Labavitch, 1981; Mitcham, Gross e Ng, 1991). Huber (1984), sugere que os poliuronideos de
morango sintetizados de novo e associados & parede celular sdo menos firmemente ligados, o que
poderia afetar a integridade estrutural da parede.

~ Na maioria dos frutos, a fragdo solivel das substincias pécticas aumenta durante o
amadurecimento num processo atribuido 4 agdo de enzimas pectoliticas (Gross e Wallner, 1979).

Assim , uma consideravel perda de firmeza ocorre em muitos frutos nesta fase, e 0 amaciamento é
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primariamente devido & mudangas no metabolismo dos carboidratos de parede celular, resultando
em reducgo liquida de alguns componentes estruturais.

Em revisdo realizada por Gross e Sams (1984), observa-se que a mudanga mais
aparente e extensivamente estudada na composi¢o da parede celular de frutos € a perda de
polimeros de 4cido urdnico, a qual é acompanhada por um aumento de poliuronideos soluveis.
Entretanto, além da solubilizagio de pectinas, uma perda liquida de residuos de agucares neutros
ndo celuldsicos também ocorre durante o amadurecimento de péras, magas, morangos € tomate.

Ja foi constatado que a solubilizagdio de pectinas ndo € o tUnico fator que afeta a
firmeza, ou que diferencia frutos firmes de macios. Além disso, a associagdo entre pectinas €
outros polimeros pode afetar sua sensibilidade a solubilizagéo. Portanto, o estudo da solubilidade
de pectinas nfo deve ser dissociado dos outros constituintes da parede celular e suas possiveis
interagGes (Malis-Arad et al., 1983).

A complex;':l relacdo entre composi¢do de carboidratos, estrutura celular e propriedades
fisicas do morango € agravada pelo aumento no volume celular, o qual continua durante o
amadurecimento do fruto. Entretanto nesta fase, a sintese liquida de poliuronideos pode mascarar
algumas mudangas ocorridas nos polimeros pré-existentes da parede celular (Woodward, 1972;
Huber, 1984).

As pequisas sobre a composigdo de parede celular de morango tém sido concentradas
nas substdncias pécticas. Huber (1984), observou que a propor¢do de poliuronideos soliveis
aumentou de 30% nos frutos verdes para 65% nos maduros, havendo entretanto, pequena

alteragdo no tamanho molecular desses polimeros durante o desenvolvimento dos frutos.
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No amadurecimento do morango, observa-se mudangas no plastideo, aumento de
hidratagfio e desorganizagdo da parede celular, solubilizagio da lamela média e matriz da parede.
A rapidez e extensio com que os frutos amaciam e perdem sua firmeza durante o
amadurecimento, constitue o fator determinante de sua qualidade e vida Wtil pés-colheita
(Manning ,1993).

Durante 0 amadurecimento do morango, ocorre um aumento na propor¢éo de agticares
neutros associados com poliuronideos soluveis, destacando-se ramnose € em menor extenséo
arabinose e galactose (Huber, 1984, Gross e Sams, 1984). O aumento desses agucares, os quais
podem estar ligados a cadeia poligalacturénica via ramificagées de ramnosil (Mc Neil et al.,
citado por Manning, 1993), indica que alteragdes nas ligagdes entre carboidratos e parede celular
podem ocorrer durante o amadurecimento do fruto.

Knee, Sargent e Osborme (1977), observaram no morango um aumento nos residuos de
xylose, manose e glicose na fragdo soluvel de parede celular com 0 amadurecimento, sugerindo
que os polissacarideos hemicelulésicos podem estar sendo degradados ou liberados das ligagGes
interpoliméricas.

Estudos sugerem que a perda liquida desses residuos seja devida & mudanga na taxa de
turnover principalmente de galactose e/ou arabinose do polimero (Gross e Sams, 1984). No
morango a perda desses agticares atinge 30%.

Huber (1984), observou pequena alteragio na composi¢do de agicar na fragdo

hemicelulésica, mas, uma significativa redugio em seu tamanho molecular com o

amadurecimento.
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Pouco é conhecido sobre as alteragdes no contetdo de celulose em frutos macios, tendo
sido relatado uma redugio de 60% em morangos durante o amadurecimento (Spayd e Morris,
1981 citado por Manning, 1993). Entretanto, quando recalculado com base por fruto, os dados

mostraram um aumento de 2,5 vezes durante o desenvolvimento.

2.2.2 Cilcio

O calcio ocorre em tecidos na forma livre ou ligado a grupos carboxilicos, fendlicos e
fosforilicos. A maior parte do calcio dos tecidos encontra-se imobilizado no apoplasto (parede
celular e espagos intercelulares), nos vacuolos ou em associagdo com as membranas € certas
organelas, como mitocondrias e cloroplastos.

O citoplasma celular contém um grande numero de compostos soluveis os quais s&o
capazes de se ligar ao calcio, tais como proteinas, adenina nucleotideos, fosfatos inorgénicos,
oxalatos e citratos. Entretanto, a concentragdo de célcio no citoplasma € extremamente baixa,
caso contrario seria incompativel com o funcionamento normal da célula, por interferir com as
fungdes normais do magnésio e diminuir excessivamente a atividade do fosfato. Em contraste, os
vacuolos e outras organelas acumulam grandes quantidades de calcio na forma de quelados e
precipitados insoluveis de acidos orgénicos tais como oxalatos e fosfatos (Hepler ¢ Wayne,
1985).

O célcio ligado & parede celular parece ser um fator importante no desencadear da
maturag@o, assim um decréscimo no teor de calcio ligado & parede facilita a produggo de etileno e

aumenta a permeabilidade das membranas, que € a etapa essencial da maturagéo (Ricardo, 1983).
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Parece que o efeito do calcio em retardar a senescéncia € parcialmente devido a redugdo na
microviscosidade das membranas associada com a senescéncia (Poovaiah, 1986).

Cerca de 60% do célcio celular total encontra-se localizado na parede celular e a
maioria do célcio introduzido no tecido do fruto acumula-se na regido parede celular - lamela
média, onde exerce sua fungio estabilizante (Burns e Pressey, 1987; Rossignol et al., citado por
Tobias et al., 1993)

Estudos sobre o amadurecimento de frutos tém indicado que a taxa de senescéncia
depende do nivel de célcio dos tecidos. Com o incremento desse nivel, varias caracteristicas da
senescéncia tais como aumento da respiragdo seguida pela perda de substratos respiratorios
endégenos dos vactiolos para enzimas respiratorias no citoplasma, descompartimentalizagio
celular, contetido de proteina e clorofila e fluidez da membrana sdo alterados (Poovaiah, 1986;
Menguel e Kirkby, 1982; Glen, Reddy e Poovaiah, 1988).

Embora outros fatores estejam envolvidos, a perda de célcio pela lamela média é
considerada um grande fator contribuinte para o0 amaciamento dos frutos (Stbw, 1993).

Tem sido estabelecido uma estreita relagdio entre niveis de célcio no fruto e numerosas
desordens fisiolégicas e patoldgicas. Sendo o célcio um constituinte normal da parede celular-
lamela média, a relagio entre jons célcio e parede celular pode explicar parcialmente, a
manutencdo da firmeza e o aumento da resisténcia a invasiio por certos microrganismos,
promovida pelo célcio (Conway, Sams e Watada, 1995).

Sérias perdas econdmicas ocorrem anualmente devido a desordens fisiologicas
resultantes de um nivel inadequado de calcio nos frutos, raizes e tubérculos de muitas plantas, e

também em folhas de mandioca, alface entre outras (Shear, 1975). Dentre estas desordens podem
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ser citadas o bitter pit em magd, cork spot em magi e péra, craking em cereja, magd, cenoura,
ameixa e tomate, internal breakdown em macd, tipburn em escarola, chicéria e morango,
blossom-end rot em pimentéo e tomate, entre outras.

A presenga de calcio além de conferir insolubilidade ao material péctico, inibe a
degradag@o pela poligalacturonase (Alonso, Rodrigues e Canet, 1995), uma vez que o pectato de
célcio formado é resistente a degradagéo pela PG (Heppler e Wayne, 1985).

Baterman e Lumsden (1965) e Watkins et al., (1982) concluiram que os pectatos de
célcio retardam o amaciamento de frutos por impedir a agédo de poligalacturonases produzidas por
fungos. Eckert e Ratnayake (1983), observaram que o desenvolvimento de doengas p6s-colheita
depende sobretudo da capacidade dos patogenos secretarem enzimas que despolimerizam os
polimeros pécticos insoluveis, levando a perda de coesdo do tecido e separagdo das células
individuais, que tem aumentada sua permeabilidade, permitindo a difusdo de metabblitos que
podem ser usados como substratos para o crescimento do patégeno.

Biggs, Ingle e Solihati (1993), observaram que magds pulverizadas ou imersas em

CaCly, apresentavam reduzida incidéncia e severidade de podriddo causada por Alternaria spp.,

sugeriram que a atividade de enzimas pectoliticas do fungo, teria sido impedida pelos ions célcio
associados as substancias pécticas do fruto, ou por outro lado, que o célcio teria reduzido a
incidéncia de desordens fisiolégicas que serviriam de sitio de infecg¢do por fungos.

Tobias et al., (1993), infiltrando magés com 4% de CaCl e inoculando-as com Botrytis
cinerea, observaram que, enquanto os frutos com baixos niveis de célcio mostraram elevagdo na

solubilizaggo de polissacarideos néo celulésicos como ramnosil, arabinosil, xilosil e galactosil e

aumento de celulose, fenélicos e proteinas associadas a parede celular, os frutos com altos niveis
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de célcio e inoculados, apresentaram mudangas composicionais muito pequenas. Os autores
sugeriram que a capacidade do calcio em reduzir 70% a degradacgdo fiingica seria devida &
manutengéo da estrutura da parede celular, retardando ou alterando as modifica¢des quimicas na
composi¢do da parede.

A resisténcia de mac3, péssego e batata a degradagdo tem sido substancialmente
aumentada por tratamentos pds-colheita com solugfio de calcio, o qual reduz desordens
fisiolégicas, “pitting” , senescéncia e amolecimento do fruto durante o armazenamento (Conway
e Sams, 1987; Hardenburg e Anderson, 1981).

A infiltragdo sob pressdo de 4% CaCly em magés seguida de armazenamento por 6

meses a 00C, reduziu 60% da degradagdo causada por Penicillium expansum, aumentou o
conteudo de calcio dos frutos e consequentemente, a firmeza (Sams et al., 1993). Os autores
sugeriram que o aumento das ligagSes cruzadas entre o cétion e os 4cidos urdnicos da parede
celular, pode tornar a parede menos acessivel as enzimas do proprio fruto que causam seu
amaciamento, ou as enzimas produzidas pelo fungo responséveis pela degradagio.

A infiltragdo normalmente é o tratamento mais eficiente para a absorgdo do calcio nos
frutos, entretanto, pode causar injirias devido & delicada textura de frutos como o morango.
Como na pulverizagéo foliar pequena ou nenhuma translocagfo de calcio ocorre das folhas para

os frutos, a imersdo em solugdo de CaCly torna-se o tratamento que permite translocagdo de
calcio mais eficente no fruto (Garcia, Herrera e Morilla, 1996).

Morangos imersos pés-colheita em solugdo de 1, 2 e 4% de CaCly a 25 e 450C

armazenados por 1 dia a 19C e 3 dias a 189C, apresentaram menor degradagéo, menor perda de
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peso, maior firmeza e maiores conteudos de sélidos soliveis e de calcio no fruto quando tratados
com 1% de CaCly a 45°C. Nenhum tratamento afetou a qualidade sensorial dos morangos

(Garcia, Herrera e Morilla, 1996).

A aplicacéo foliar de CaCly em morangueiros efetivamente aumentou o conteido de
Ca nas folhas e frutos, retardando o amadurecimento e o desenvolvimento de Botrytis cinerea,

quando armazenados a 4°C por 23-28 dias. O célcio retardou o aumento de antocianinas e de
aglcares em niveis inversamente proporcionais a concentragdo aplicada, aumentou diretamente a
firmeza e reduziu a acidez dos frutos. Entretanto, a resposta ao tratamento de calcio variou nfo sé
com a taxa de célcio aplicadas, mas também, com a capacidade da cultivar acumular e translocar
o célcio (Cheour et al., 1990 e 1991).

Morangos termicamente processados ou congelados tratados com 1 e 2% de lactato de
célcio, apresentaram aumento de firmeza, redugdo na acidez, no teor de acido ascoérbico e na
perda de peso (Main, Morris ¢ Wehunt, 1986).

X Morris, Main e Sistrunk (1991), trataram morangos inteiros e em pedagos com 0,18%

de Ca na forma de CaCly. Observaram que em imers3io por 5 minutos e armazenamento em

embalagens de polietileno, houve maior aumento na firmeza , sem alterar a cor e peso dos frutos
inteiros. A imersdo em lactato de calcio 0,5% aumentou a firmeza de pedagos de morango

(Morris et al., 1985). Embora essa fonte de Ca seja menos soltivel que o CaCly, produz menor
alteragdo de "flavor".
Bitencourt et al., (1995), armazenando morangos tratados com 0,5 e 1% de CaCly

durante 21 dias sob refrigeragéio e atmosfera modificada, observaram que os frutos mantiveram a
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aparéncia externa e ndo apresentaram contaminag¢io fingica durante o armazenamento. Entretanto
o célcio ndo exerceu nenhuma influéncia sobre o valor de pH, sélidos soluveis, acidez total
titulavel, pectinas total e solivel e solubilizagdo de pectinas.

Geraspoulos, Chouliaras e Lionakis (1996), observaram um significativo aumento na

concentra¢@o de calcio em kiwi pulverizado com CaCly, provocando retardo no amadurecimento

e consequentemente, adiando a colheita, aumentando a firmeza e a acidez tituldvel e reduzindo
solidos soluveis. Baseados nessas observagdes, os autores concluem que o célcio exdgeno
facilmente penetra na epiderme do fruto.

O resultado de pulverizagdes foliares ou imerséio pds-colheita de cerejas em solugdo de
célcio, € a obtencdio de frutos com maior turgescéncia celular, maior conteudo de proteinas de
membrana plasmaética e maior firmeza com consequente redugdo da suceptibilidade a injtrias
(Campbell, Anderson e Walker, 1992; Anderson e Campbell, 1995).

Pereiras tratadas com diferentes fontes de calcio forneceram, quando pulverizadas com
CaClp, péras com reduzida incidéncia de cork spot e elevada firmeza comparadas com as de
arvores testemunhas. O calcio manteve a acidez titulavel, slidos soliveis e a cor dos frutos
(Raese, Drake e Staiff, 1993).

Mootoo (1991) tratando mangas pés-colhidas por imerséo em solugio de CaCly a0, 2,
4,6, e 8% e 0,1% Tween 20 por duas horas, observou um aumento na vida ttil de 4,5; 8,6; 9,4;
14,6 e 14,8 dias nos frutos armazenados a 28°C e 90% UR.

A qualidade de péssegos armazenados a 39C durante 7 semanas apds aplicagdes pré e

pos-colheita de CaCly 2% foi determinada por Ochei, Basiounyc e Woods (1993), que
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observaram aumento no conteido de célcio nos frutos, aumentando em até 20% a firmeza,
retardando o aumento de sélidos soltveis e a redugdo da acidez e consequentemente retardando
o amadurecimento.

Durante o processo normal de maturagfo do fruto, os ions célcio sdo translocados para
zonas de crescimento da planta, o que tem sido associado a solubilizagio e degradagio do
material péctico da lamela média causando o amaciamento dos frutos (Lidster , Porritt e Tung ,
1978, Fils-Lycaon e Buret, 1990).

O fruto acumula célcio mais rapidamente no inicio de seu desenvolvimento (Wilkinson

.citado por Hilmerick e McDuffie,1983), comumente devido o fruto jovem possuir uma alta taxa
superficie aérea : volume e permeabilidade 4 4gua (Blanke e Lenz, 1989). Cline e Hanson (1992),
observaram que durante o crescimento do fruto, a taxa superficie aérea : volume diminui, a
cuticula torna-se mais lipofilica, os estdmatos sdo menos densos e funcionais e a taxa de niimero
de folhas : frutos e 4rea aumenta . Essas mudangas reduzem a transpiragio do fruto e o
movimento de 4gua e calcio no xilema para o fruto.

O célcio € transportado para drenos metabolicamente ativos (via floema) como folhas
em crescimento, frutos e meristema apical (Shear e Faust, 1970). Entretanto, este transporte

representa uma porcentagem relativamente pequena da acumulag¢io do calcio total (Himelrick e

McDuffie, 1983).

2.2.3 Enzimas pectoliticas

A solubilizagéo e a despolimeriza¢@o de poliuronideos durante o amadurecimento séo

atribuidas a duas enzimas: a poligalacturonase (PG) que catalisa a hidrélise de ligagdes a-1,4
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entre dois residuos adjacentes de acido galacturbnico, € a pectinametilesterase (PME) que
promove a desmetilagio na posi¢do C6 de residuos de acido metilgalacturénico (Seymour,
Lasslet e Tucker, 1987).

A PG ¢ mais ativa na degradagdo de pectinas pelo menos parcialmente desmetiladas.
Portanto, a PME parece ter um papel importante para determinar a extensdo na qual a pectina é
acessivel a degradag@o pela PG (Pilnik e Voragen, 1970; Fisher e Bennett, 1991).

A taxa e extensdo da hidrélise pela PG depende do grau de esterificacdo da pectina e
sugere-se que sd0 necessdrios pelo menos dois grupos carboxilicos livres adjacentes para sua
acdo. Este requerimento para despolimerizagio sugere que a hidrélise da pectina nas plantas pode
ser controlada pela enzima PME.

A endo-poligalacturonase (endo-PG) tem sido identificada em varios frutos
amadurecendo, e sua presenga tem sido correlacionada com um aumento na pectina soltvel e
amaciamento (Pilnik e Voragen, 1970; Hobson citado por Nogata, Ohta e Voragem ,1993). A
sintese de endo-PG ocorre durante o amadurecimento apds o aumento da produgdo de etileno. A
exo-poligalacturonase (exo-PG) participa da completa hidrélise da fragdo péctica solubilizada
pela endo-PG.

Morangos apresentam aumento nos niveis de poliuronideos soluveis durante o
amadurecimento (Knee, Sargent ¢ Osborne, 1977), sem contudo haver mudangas no peso
molecular desses poliuronideos, indicativo de atividade enzimatica (Huber, 1984).

Assim, a presenga de PG em morangos é incerta, tendo sido relatada em alguns
trabalhos (Woodward, 1972; Nogata, Ohta e Voragen, 1993, El Zoghbi, 1994) mas nio em outros

(Neal, 1965; Barnes e Patchett, 1976 ¢ Huber, 1984).
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A PME catalisa a desesterificagdo da pectina ao longo da cadeia, aumentando os
blocos de grupos carboxilicos livres e de distribuigfio aleatéria. Entretanto, o modo de agdo da
PME baseia-se no coeficiente de atividade do calcio, o qual € uma fungéo complexa da densidade
linear de cargas, isto é, da distdncia média entre dois grupos carboxilicos livres vizinhos
(Markovic e Kohn, 1984).

| Na presenca de calcio, a pectina da lamela média forma gel, e a gelatinizagdo €
governada por vias complexas e grande nimero de pardmetros intrinsecos € extrinsecos como
grau de metoxilagdo, distribui¢do de cargas ao longo da cadeia de 4cido poligalactur6nico, peso
molecular, for¢a i6nica, pH e temperatura (Axelos e Thibault citados por Garnier, Axelos e
Thibault, 1994).

O material péctico incorporado de novo na parede celular € altamente metilado
(Moustacas et al., 1991) e sua desesterificagido necessaria para formagéo de ligagdes de calcio é
catalisada pela PME. A agio da PME requer certas concentragdes de ions metalicos, os quais,
juntamente com o potencial eletrostitico da parede celular, parecem regular sua atividade. A
concentragdo 6tima de calcio para diferentes PME de origem vegetal estd entre 5 e 25 mM e
acima desta concentragéo ha efeito inibitério (Rexova-Benkova e Markovic, 1976).

A atividade da PME reconhecidamente decresce durante o amadurecimento da maioria
dos frutos, o que provavelmente leva & redugéo do grau de esterificagio nestes frutos (El Zoghbi,
1994).

O efeito promotor da atividade da PME sobre a hidrdlise da parede celular pela PG tem
sido demonstrado (Pressey e Avants, 1982; Seymour, Lessle e Tucker, 1987). Entretanto, altos

niveis de PME inibem completamente a hidrélise, provavelmente pelo excesso de
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desesterificacdo (Pressey e Avants, 1982), indicando que a PG deve agir sobre um substrato com
uma extensio limitada de desesterificagéo.

O papel do grau de esterificagdo das pectinas durante o amadurecimento tem sido
questionado, uma vez que ainda ndo se esclareceu se 0 aumento ou a diminuigdo de sua
porcentagem pode explicar melhor o amaciamento e a solubilizac¢do de pectinas (Fisher, Arrigoni
e Amado, 1994). )

Um alto grau de esterificaggo leva a fraca interagZo idnica dos polimeros com célcio, e
menos coesdo na lamela média. Uma redugdo no grau de esterificagéio poderia favorecer a agéo da
PG, entretanto, as correla¢Ses entre PG e PME ainda n#o estdo completamente explicadas (Huber,
1983 a, b).

Durante muitos anos, considerou-se que as modificagdes de textura ocorressem devido
a hidrélise de pectinas pela PG. Entretanto, tém-se evidenciado outros mecanismos aos quais se
podem atribuir papéis no amaciamento dos frutos (Gross, 1990), uma vez que a PG sozinha nio é
suficiente para explicar a perda de agucares neutros que se observa in vivo.

Além do morango, frutos como meldo amaciam-se em auséncia de atividade de PG, e
frutos transgénicos, mesmo tendo atividade de PG inibida, h4 solubilizagio de poliuronideos
(Huber, 1984; Seymour, Lesslet e Tucker, 1987; McCollum, Huber e Cantliff, 1989).

A alta proporgdo de poliuronideos soliveis durante o amadurecimento de morangos,
pode ser devida & quebra de ligagdes da parede resultante da hidrdlise enzimatica de
poliuronideos causada pela PG, ou a perda na estrutura gélica estabilizada pelo calcio devido ao

aumento na metilagdo do poliuronideo (Neal, 1965).
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Como a atividade potencial de PG ndo parece ser o tUnico determinante do
amaciamento de frutos, devem ser estudados outros mecanismos de solubilizagdo da parede.
Assim, caracteristicas estruturais e teor dos substratos pécticos podem regular a a¢io da PG, bem
como pontes de calcio, grau de esterificacdo e a presenca de cadeias laterais de aglicares neutros
(Gross, 1990).

O envolvimento de outras hidrolases (Fisher e Bennett, 1991) como celulase (d’ Amour,
1993) e B-galactosidase, e a sintese de novo dos diversos compostos (Huber, 1983 a; Huber, 1984
; Mitchan, Gross e Ng, 1989), também devem ser considerados.

A B - galactosidase presente na parede celular, hidrolisa galactanas (Bartley, 1974), e
sua capacidade de solubilizar pectinas poderia explicar parcialmente como frutos carmosos podem
amaciar na auséncia de PG (Gross, 1984; Smith et al., 1988; Giovannoni et al., 1989).

‘ A atividade dessa enzima ¢ encontrada em tomates e abacates, sendo que a atividade
aparece no inicio do amadurecimento, anteriormente ao aparecimento da PG em abacate e
blueberry (Pressey, 1983; Procter e Miesle, 1991).

Tem sido sugerido que a celulase, em adigo as enzimas pécticas, pode contribuir para
0 amaciamento dos frutos durante o amadurecimento. Numerosos trabalhos relatam claramente
que a parede celular pode ser digerida por celulase como observado em manga (Roe e Brummer,
1981) e goiaba (Mowlah e Itao citados por El-Zoghbi, 1994).

Em morango, observou-se que a atividade da celulase aumenta durante o crescimento

e amadurecimento do fruto, havendo maior aumento no estadio super maduro (Barnes e Patchett,

1976; Abeles e Takeda, 1990).
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As celulases s3o enzimas com atividade de endo B-(1-4) glucanases, que podem agir
sobre diferentes substratos, entre os quais as xiloglucanas (Fisher e Bennett, 1991), que mantém a

associagdo entre as microfibrilas e a matriz da parede.

2.2.4 Vitamina C

Os frutos e hortali¢as representam importante fonte de nutrientes na dieta de muitos
paises em desenvolvimento. Os frutos tropicais séo particularmente importantes devido ao seu
alto teor de vitamina C. Dentre eles podem ser citados : caju, 219 ; goiaba, 218; abacaxi, 61;
laranja, 59; manga, 53mg/100g (In: Chitarra e Chitarra, 1990).

O morango embora ndo seja um fruto tropical, encontra-se entre os frutos de maior teor
de vitamina C variando entre 118 - 177 mg/100g segundo a cultivar e regidio de cultivo (Berbari,
1992 ; Scalon, Lima e Abreu, 1995).

Virios estudos tém sido conduzidos com o objetivo de se investigar o efeito do
manuseio pos-colheita e praticas de armazenamento sobre o conteudo de vitamina C em frutos e
hortali¢as, sabendo-se que esse teor tende a se reduzir significativamente com o avango da
maturacgao.

Vasquez-Salinas e Lakshminarayana (1985), observaram um declinio gradual no teor

de 4cido ascérbico de mangas amadurecendo a temperaturas de 16 e 28 OC.

Dudck et al, citados por Islan, Colon e Vargas (1993) relataram que a taxa de

degradagdo pos-colheita do 4cido ascérbico em produtos frescos, é muito alta durante a
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comercializagéo e armazenamento a temperatura ambiente. Eles atribuem esta degradagdo a alta
atividade pos-colheita da enzima acido ascérbico oxidase.

Alves (1993), observou que o armazenamento refrigerado associado a atmosfera
modificada, aumentou o tempo de vida pos-colheita de acerolas para uma semana, porém, ndo foi
eficiente na redugéo das perdas de vitamina C.

A literatura sugere ser o aumento do teor de Vitamina C resultante de uma sintese
continua de 4cido L-ascorbico a partir do seu precursor, a glicose -6- fosfato, e de um efeito
aditivo da baixa taxa de oxidago na respiragdo (Singh, 1982; Glen, Reddy e Poovaiah, 1988).

O calcio atuando na manutengfio da estrutura e compartimentalizagio celular,
dificultaria a translocag8o interna de substrato e a glicose -6- fosfato destinada a respiraggo, seria
desviada para a formagio de Vitamina C, aumentando seu valor. A quebra dessa
compartimentalizagio causada pela degradagfio da parede celular, permitiria a oxidaggo do 4cido
ascorbico. Assim, uma relagdo inversa entre contetido de calcio e respiragiio em magis tem sido

relatada (Faust e Shear, 1972; El-Ansary, Ayaad e El-Morshed, 1994).

2.3 Controle quimico de doencas

Com o objetivo de evitar perdas de até 30%, os agrotoxicos sio utilizados com eficicia
em grandes e pequenas plantages, assegurando culturas isentas de doengas. Assim, enquanto a
ciéncia néo apresentar outra forma eficiente de combater pragas nocivas as culturas, o emprego de
agrotxicos na agricultura dificilmente podera ser evitado. Entretanto, a presenca de residuos de

pesticidas em alimentos tem preocupado as autoridades e a populagiio, com respeito & ingestdo de



26

alimentos contaminados com residuos de agrotoxicos, e o futuro controle de pragas e doengas na
agricultura.

Os tratamentos quimicos tém sido usados em pré e pds-colheita, e embora os
tratamentos pds-colheita sejam mais econdmicos, sdo de eficacia relativa, uma vez que controlam
apenas aqueles organismos que se instalaram durante e/ou ap6s a colheita. Embora se apresente
como uma das principais opgdes no combate as doengas, o controle quimico requer muita cautela
tendo em vista a toxicidade dos produtos. Toledo (1993), ressalta que as autoridades mundiais
estdo convencidas de que o controle quimico continuara a desempenhar papel significante nos
programas a serem desenvolvidos nas proximas décadas.

O monitoramento ¢ um meio adequado para garantir medidas que visam reduzir a
contaminag&o, revelando tendéncias do crescimento de pesticidas nos alimentos, permitindo que
medidas preventivas e de controle possam ser iniciadas antes que a contaminagfo se torne um
perigo para a saude publica ou cause grandes perdas econdmicas.

A reuni&o sobre o meio ambiente realizada em 1972 na Suécia, originou o Programa
das NagGes Unidas para o meio ambiente (PNUMA) que criou o Sistema Global de
Monitoramento do Ambiente (GEMS), e no campo dos alimentos criou 0 GEMS/FOOD
(Programa conjunto FAO/OMS para monitoramento da contaminag&o de alimento).

A OMS (Organizagéo Mundial de Saude) possui um grupo de peritos constituido de
toxicologistas escolhidos pela propria organizagdo, responsaveis pela avaliagio dos dados
toxicoldgicos de cada pesticida e pelos célculos da ingestdio diaria aceitavel (IDA) para o homem.

A FAO (Organizagéo para Alimentos e Agricultura) ¢ integrada por engenheiros

agrébnomos e quimicos cuja tarefa consiste nos estudos fitossanitirios e no levantamento de
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culturas em que o uso de agrotdxicos é necessario, reunindo os dados disponiveis sobre a
quantidade de residuos remanescentes nos alimentos e finalmente, recomendando métodos de
analises de residuos de agrotoxicos (Nunes, 1989).

Dentre as avalia¢des feitas pelo GEMS/FOOD esta a ingestdo usual da populagio, que
no caso do Brasil ¢ relativamente dificil de se saber, ja que ndo existe uma dieta unica no Pais.
Amostras dos alimentos representativos sdo reunidas, pesadas na proporgdo que entram na dieta,
preparadas na maneira em que sdo consumidas e posteriormente analisadas. Esta determinagéo €
um dos pardmetros mais importantes e tteis para que um toxicologista possa estudar os possiveis
danos de um agrotdxico para a satde. As pesquisas feitas nesta drea, mesmo a nivel mundial, na
sua maioﬁa tem envolvido um pequeno nimero de produtos utilizados € de amostras (Toledo,
1993).

O Codex Alimentarus Mundial, tendo como referéncia informagGes da FAO/OMS,
estabelece as tolerancias internacionais através de seu Comité de Residuos de Agrotdxicos
(CCPR) (Vettorazzi e Radaelli-Benvenuti, 1982). O estabelecimento dessas tolerincias
internacionais ¢ de grande importincia para uniformizar conceitos, elimina dificuldades devido as
legislagdes peculiares de cada pais, tornando viadvel a importacdo e exportagio de géneros
alimenticios.

Para paises que exportam alimentos, a execu¢do de um monitoramento é de grande
importéncia econémica. Atualmente a tendéncia é de serem instituidos sistemas de controle para
prevenir a importagdo de alimentos contaminados. Por este motivo é necessirio que os
exportadores garantam que seus produtos atendam a requisitos impostos pelos importadores, para

néo correrem o risco de terem seus produtos rejeitados e sofrerem graves perdas econdmicas.
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2.3.1 Residuos de Benomil

O Benomil [methyl 1-(butilcarbamoil) 2-benzimidazol-carbamato] e o carbendazim
[methyl 2-benzimidazol carbamato] (MBC) sio fungicidas sistémicos frequentemente usados
para controlar diversos fungos que afetam frutos, sementes, verduras e grandes culturas (Itak et
al., 1993). Assim, s&o usados para controlar uma grande variedade de doengas vegetais (Liu et al.,
1990).

Recentemente entretanto, tém surgido relatos a cerca de danos e efeitos adversos sobre
animais e seres humanos causados pelo Benomil, destacando-se sua atuag@o sobre o sistema
reprodutor masculino de mamiferos, sua embriotoxicidade e teratogenicidade (Winter e Teaf,
Hess et al., Linder et al., citados por Guan et al., 1994). Entretanto, a base bioquimica para esses
efeitos ainda permanece incerta.

O Benomil € rapidamente decomposto em carbendazim em tecidos vegetais e mesmo
na presenca de solventes orgénicos (Clemens e Sisler, 1969; Peterson e Edgington, 1971; Singh et
al., 1990; Tang, Yanagihara e Zhang, 1992). Como o carbendazim é reconhecidamente
fungitéxico, acredita-se ser a fungitoxicidade do Benomil devida ao carbendazim (Clemens e
Sisler, 1969, Guan et al., 1994).

A determinagdo de Benomil e Carbendazim na 4gua, solo e em varias culturas é
frequentemente requerida devida ao seu amplo uso e para garantir residuos dentro da tolerancia
regulamentada pela legislagdo (Itak et al., 1993). Entretanto, o Benomil tem se mostrado um
produto de dificil determinagéo devido 4 sua rapida decomposigdo (Calmon e Sayag, 1976).

Devido a essa instabilidade, os métodos analiticos que determinam os residuos de

Benomil envolvem a extragdio com solvente orgénico (metanol, acetato de etila ou acetona) ou
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uma mistura do solvente organico com solu¢io aquosa 4cida, promovendo a hidrélise 4cida com
conversio quantitativa de Benomil para Methyl 2-Benzimidazol Carbamato (MBC), um
composto estavel. Apés a partigio com n-hexano ou solugio alcalina, o MBC € analisado por
HPLC com coluna de troca catidnica ou fase reversa (Bardalaye € Wheeler, 1985) com detectores
ultravioleta ou de fluorescéncia (Jimenez et al., 1994).

A pulverizagio constitui um método mais comum de aplicagdo, tanto de fungicidas
sistémicos como protetores. Entretanto, a absor¢do é severamente afetada em virtude da presenga
da cuticula foliar, ceras, tenséo superficial e diregdo do jato de pulverizagéo.

Assim, a aplicagdo de fungicidas sistémicos via solo tem sido um novo método de
controle de doengas. Além de ser uma alternativa a pulverizagdo foliar, apresenta algumas
vantagens como: maior facilidade de aplicagdo em areas de dificil acesso a maquinas agricolas e
cultivos adensados, liberagdo das maquinas para outras atividades, dispensa de 4gua na aplicacio,
menor compactagdo do solo, prote¢do continua das folhas e novas brotagSes, menor impacto
sobre o meio ambiente, possibilidade de agio sobre pragas e outras doengas tanto na parte aérea
como no sistema radicular e maior seguranga na aplicagdo por ndo ocorrer lavagens pelas chuvas.
Os fungicidas quando aplicados em pulverizagdo, estdo sujeitos a inativagio pela adsorsdo e
degradagio, apresentando também custo elevado, alta toxicidade ao homem e ineficiéncia se
aplicados inadequadamente (Souza, 1991).

Como fungicidas sistémicos, o Benomil e carbendazim podem ser absorvidos através
das raizes, folhas e tecidos verdes das plantas juntamente com a 4gua. Assim, a acdo sistémica

dos benzimidazéis néo € naturalmente usada quando eles sdo aplicados em pulverizagdo foliar,
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uma mistura do solvente orgénico com solugo aquosa 4cida, promovendo a hidrélise acida com
conversio quantitativa de Benomil para Methyl 2-Benzimidazol Carbamato (MBC), um
composto estavel. Apds a partigdo com n-hexano ou solugio alcalina, 0 MBC € analisado por
HPLC com coluna de troca catidnica ou fase reversa (Bardalaye e Wheeler, 1985) com detectores
ultravioleta ou de fluorescéncia (Jimenez et al., 1994).

A pulverizagdo constitui um método mais comum de aplica¢do, tanto de fungicidas
sistémicos como protetores. Entretanto, a absor¢éo € severamente afetada em virtude da presenga
da cuticula foliar, ceras, tensdo superficial e diregdo do jato de pulverizagdo.

Assim, a aplicagdo de fungicidas sistémicos via solo tem sido um novo método de
controle de doengas. Além de ser uma alternativa & pulverizagido foliar, apresenta algumas
vantagens como: maior facilidade de aplicagdo em areas de dificil acesso a maquinas agricolas e
cultivos adensados, liberagéo das maquinas para outras atividades, dispensa de 4gua na aplicag#o,
menor compactagdo do solo, protecdo continua das folhas e novas brotagdes, menor impacto
sobre 0 meio ambiente, possibilidade de agdo sobre pragas e outras doengas tanto na parte aérea
como no sistema radicular e maior seguranca na aplicagéo por néo ocorrer lavagens pelas chuvas.
Os fungicidas quando aplicados em pulverizaggo, estfio sujeitos & inativagdo pela adsorsdo e
degradagfio, apresentando também custo elevado, alta toxicidade a0 homem e ineficiéncia se
aplicados inadequadamente (Souza, 1991).

Como fungicidas sistémicos, o Benomil e carbendazim podem ser absorvidos através
das raizes, folhas e tecidos verdes das plantas juntamente com a agua. Assim, a ag#o sistémica

dos benzimidazéis néo ¢ naturalmente usada quando eles sio aplicados em pulverizagdo foliar,
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pois novas flores e frutos que s&o produzidos diariamente devem ser pulverizados repetidas vezes
para serem protegidos.

Os Benzimidazdis podem ser aplicados no solo ou em pulverizagSes para controlar
Botrytis em frutos de morangueiro (Ben-Aziz et al., 1974). Em morangos, Benzimidazéis sio
translocados das raizes para as folhas em movimentos apoplastico ¢ das folhas para os frutos,
podendo haver translocagéo lateral de uma planta-méae para a filha num mesmo estoldo dentro de
24 horas apés a aplicagdo (Nicholson et al., 1972; Siegel, 1973).  Entretanto, pulverizagdes
repetidas resultam em niveis residuais muito altos nas folhas, possivelmente muito maiores do
que 0s necessarios para controlar a doenga.

Siegel (1973), demonstrou que 0 movimento e a acumulagio de MBC nos vérios
Orgéos do morango sdo controlados pela taxa de transpiragdo. Como o morango tem poucos ou
nenhum estdmato funcional, a concentragio do fungicida depende da quantidade de agua
requerida para seu crescimento.

Jordan (1973) demonstrou que Benomil, Tiabendazol e Tiofanato-metilico exerceram
uma agio fungistitica em morangueiro contra Verticillium dahliae, quando o tratamento foi feito
pelo mergulho da raiz ou pela aplicagdio do fungicida no solo o qual conferia suficiente agfio
fungitéxica ao tecido vegetal, reduzindo a severidade da doenga.

Como os fungicidas sistémicos s&o muito ativos, h4 uma tendéncia de usa-los em lugar
dos ndo sistémicos tradicionais, uma vez que possuem grande habilidade de penetrar no tecido
hospedeiro, capacitando-o a erradicar muitas infegSes latentes que podem ter ocorrido antes da
colheita. Entretanto, um dos problemas do uso desses fungicidas é sua taxa de degradacdo

relativamente baixa e altos niveis residuais no fruto pés-colheita (Ben-Aziz et al., 1974). Em



31

morangos pulverizados com Benomil e MBC, ap6s duas semanas da Wltima aplicagdo, o nivel
residual destes pesticidas detectado foi apenas 20% menor.

Em sua reviso sobre armazenamento refrigerado e atmosfera modificada ou controlada
Papaddoupolou-Mourkidou, (1991) observou um retardamento ou inibi¢do no processo de
amadurecimento dos frutos, com preservagio de suas qualidades. Dependendo das condi¢Ges de
estocagem (tempo e temperatura), do tipo de alimento e da natureza quimica do contaminante
(Kawar et al., 1973), a taxa de degradagdo dos pesticidas aplicados pré-colheita ou antes do
armazenamento € reduzida .

No tratamento pos-colheita de morangos com Carbendazim, Tiofanato metilico ou

Benomil e o posterior armazenamento dos frutos por 20 dias em “containers” com fluxo de ar 4 4

ou 15© C em atmosfera controlada ou normal, os residuos de todos esses fungicidas diminuiram
durante todo o armazenamento. Entretanto, a taxa de dissipagdo foi menor nos morangos
armazenados em atmosfera controlada e baixa temperatura (Kepczynska  citado por
Papadoupolou-Mourkidou, 1991).

Os residuos de Benomil, Tiabendazol, Tiofanato metilico e Carbendazim aplicados

pos-colheita, reduziram durante o armazenamento de magis a 0 - 20 C. O Carbendazim mostrou-
se mais estdvel durante o armazenamento mantendo-se em niveis residuais de 40-65%, enquanto
o Benomil variou com a cultivar, mantendo-se entre 30-25% (cv.Starking) ou 45-55% (cv.Golden
Delicious) (Cano, De la Plaza e Muiioz-Delgado, 1987).

Ben-Aziz e Aharonson (1974), cultivando tomate e pimentfio em solugfio nutritiva

contendo Thiabendazol e Methiltiabendazol, observaram que a taxa de degradagéo de TBZ em
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pimentéo € relativamente répida (75% em 10 dias) comparada com a do MBC no mesmo periodo
(15%) enquanto em tomate foi apenas de 13,5%.

Alguns trabalhos sugerem que apds muitos dias de armazenamento, os residuos de
pesticidas aumentam nos frutos provavelmente devido i perda de peso destes, conforme
observado pela FAO (1984) em caqui tratados com imazalil, apés 112 dias de armazenamento e
por Muller e Burt citados por Papadoupolou-Mourkidou, 1991 em mangas tratadas com Benomil,

apos 14 dias de armazenamento.
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RESUMO

EFEITO DO CALCIO SOBRE O COMPORTAMENTO POS-COLHEITA DE

MORANGOS

Morangos foram tratados com CaCl (0, 2 e 4%) pré-colheita por pulverizagéo foliar e
pos-colheita por imerséo. Os frutos foram colhidos no estddio de maturagdo 3/4 vermelho e

armazenados a 4°C sob atmosfera modificada. Os frutos foram avaliados quanto ao teor de
pectina total, pectina solivel, solubilizagdo de pectinas, atividades de Poligalacturonase e
Pectinametilesterase, célcio total e vitamina C. No material de parede celular foram determinados
grau de esterificagdo da pectina, célcio ligado e celulose. As aplicagdes de CaCly por
pulverizagdo aumentaram a porcentagem de calcio ligado, grau de esterificagdo e contetido de

vitamina C, e reduziram a solubilizagdo das pectinas. A concentragio de 2% de CaCly

independente da época de aplicagdo aumentou a porcentagem de cilcio ligado, grau de
esterificacéo e reduziu a solubilizagdio de pectinas. Houve redugdio da porcentagem de celulose

com os tratamentos de calcio enquanto o teor de Vitamina C n#o variou significativamente.



ABSTRACT

EFFECT OF CALCIUM IN POSTHARVEST BEHAVIOUR OF STRAWBERRIES

Strawberries were treated with CaCly (0, 2 and 4%) in preharvesting pulverization and

postharvesting immersion. Fruits were harvested in the 3/4 red maturation stage and stored at 40C
under modified atmosphere. Total pectin, soluble pectin , pectin solubilization, poligalacturonase
and pectinmethylesterase activities, total calcium and vitamin C were evaluated. Cell wall
material was analysed for degree of esterification, bound calcium and cellulose. The treatment
with calcium applied by pulverization, increasead the percentage of bound calcium, degree of

esterification, vitamin C and decreased pectin solubilization. The 2% CaCly concentration

increasead bound calcium, degree esterification and decreased pectin solubilization. The content
of cellulose decreased with calcium whereas the content of vitamin C did not change

significantly.



3.1 INTRODUCAO

Recentemente tem-se relacionado o efeito da nutricdo mineral na manutengio da
qualidade pés-colheita de frutos e hortaligas. O célcio tem sido relatado como um importante e

determinante fator da qualidade de frutos, destacando-se a alta relagéio existente entre niveis de

Ca*2 no fruto e retengdo de suas qualidades (Bramlage, Drake e Lord, 1980; Cownay, Sams e
Watada, 1995; Raese, Drake e Staiff, 1993) .

Tem-se observado a participagéo do célcio na redugdo da respiragéo e retardamento do
amadurecimento de tomates, péssegos e magd (Burns e Pressey, 1987; El-Ansary, Ayaad e El-
Morshed,1994), prolongamento na vida de armazenamento, aumento da firmeza em magis,
tomate e cereja (Bangert et al., 1972; Lima, 1992; Anderson e Campbell, 1995) e reducio da
podriddo no armazenamento de tomates (VanGoor, 1968).

O calcio tem sido aplicado antes e ap6s a colheita para prevenir desordens fisiologicas
e retardar 0 amadurecimento de vérios frutos (Poovaiah, 1986). A maioria do calcio do tecido
acumula-se na parede celular e membranas que sdo considerados os sitios dessa acéo
antisenescente (Glen, Reddy e Poovaiah, 1988).

Na parede celular, o célcio estd associado a grupos carboxilicos livres das pectinas

saturando a maioria dos seus sitios (Menguel e Kirkby, 1982). Normalmente encontra-se
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formando liga¢des entre residuos de acido galacturdnico ao longo de cadeias pécticas adjacentes.
O complexo calcio-pectina formado, atua como um cimento intracelular conferindo firmeza ao
tecido vegetal.

Pequena translocagdo de calcio ocorre das folhas para os frutos durante seu
crescimento. Visto ser um elemento essencial para a qualidade pos-colheita dos frutos, e
frequentemente, os problemas ligados a uma ma suplementagéo de calcio na planta surgirem nos
frutos apés a colheita e durante o armazenamento (Ricardo, 1983), muitos autores julgam
necessario sua suplementagéo via foliar, no proprio fruto em formagio ou em pds-colheita (Link,
1974; Burns e Pressey, 1987; Glen, Reddy e Poovaiah, 1988).

Assim sendo, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar quimica e bioquimicamente

o efeito das aplicagdes pré e pos-colheita de calcio nos frutos do morangueiro.



3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Procedéncia dos morangos

Os morangos da cultivar Campineiro foram cultivados no Sitio Rio do Peixe, Rodovia 381

Km 12, Municipio de Cambui, Minas Gerais. A regido se localiza numa altitude de 900 m, a 22°

36’ 50” de latitude Sul e 46° 03°40” de longitude W. A regido apresenta temperatura € umidade

relativa de 20,7° C e 80% com regime pluviométrico em torno de 1436,3 mm e insolagdo média
de 2314,5 horas/ano.

Os frutos foram colhidos no estadio 3/4 vermelho, pela manhi e transportados para o

Laboratério de Bioquimica de Frutos e Fisiologia Pds-Colheita do DCA/UFLA, onde foram

imediatamente desinfectados em solugdo de hipoclorito de sédio 1%.

3.2.2 Tratamentos

Pré-colheita:

Os morangos foram tratados com duas concentra¢Ges de calcio (2 e 4% de CaCly) e os frutos ndo

tratados serviram como testemunha. Foram realizadas quatro pulverizacdes de cilcio apds o
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pegamento das mudas: duas durante o desenvolvimento vegetativo, uma durante a floragio e

uma dois dias antes da colheita dos frutos.

Pés-colheita

Os morangos foram imersos pos-colheita em solugéo de 2 e 4% de CaCly com Tween

0,1% durante 10 minutos. Os frutos testemunha foram imersos apenas em agua destilada.
Apbs secagem dos frutos ao ar, eles foram distribuidos em bandejas de isopor de 12 x 12

cm. As bandejas contendo 8 frutos cada, foram revestidas com filme auto adesivo de polietileno

(Rollopac), em seguida armazenadas em BOD 4 49C e UR +80%, durante 6 dias.

3.2.3 Delineamento estatistico

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 (aplicagdo pré e pés-colheita) x 3
(concentragdes) x 4 (épocas de armazenamento) em Delineamento Inteiramente Casualizado, com
2 repeti¢Oes. A unidade experimental correspondeu a uma bandeja com oito frutos.

Os resultados foram submetidos a andlise de variéncia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do programa SANEST- Sistema de
Andlise Estatistica, de autoria de Elio Paulo Zonta ¢ Amauri Almeida Machado, do Instituto

Agrondmico de Campinas.
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3.2.4 Analises

3.2.4.1 Analises quimicas e bioquimicas

¢ Substincias pécticas - foram extraidas da polpa segundo metodologia adaptada por Mc
Cready e Mc Comb (1952) e doseadas segundo Blumenkrantz e Ashboe-Hansen (1973), apds
reagdo com metahidroxidifenil. Os resultados foram expressos em mg de acido galacturénico/
100g de polpa. Foram determinadas as substincias pécticas total e solivel, e pela relacdo entre

elas obteve-se a porcentagem de solubilidade.

o Cilcio total - foi determinado a partir da polpa liofilizada e moida, apds digestdo
nitroperclérica e quantificagéo por espectrometria de absor¢do atdmica, segundo metodologia de

Sarruge e Haag (1974), e os resultados expressos em % (g de Ca/ 100g de peso seco).

e Atividade de Poligalacturonase (PG) - A obtengdodo extrato e a determinagio da atividade
foram realizados segundo Pressey e Avants (1973). A atividade foi determinada por incubagéo do
extrato com solugdo de pectina citrica 0,25% em tampédo acetato de sédio 37,5 mM pH 5,0 a
300C por 3 horas. A reagdo foi interrompida em banho-maria fervente , e os grupos redut;)res
liberados foram determinados pela técﬁica de Somogyi modificada por Nelson (1944), usando

glicose anidra como padrfio. Uma unidade de atividade de PG foi considerada como sendo a
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quantidade de enzima capaz de catalisar a épocagéo de um nanomol de grupos redutores por

minuto nas condi¢Ges do ensaio. Os resultados foram expressos em unidades/100g.

e Atividade de Pectinametilesterase (PME) - foi determinada segundo metodologia de Jen e
Robinson (1984). O substrato usado foi pectina citrica 1% em NaCl 0,1M pH 7,0, 4 temperatura
ambiente. A taxa de desmetilagéo da pectina, adicionada do extrato enzimatico, foi medida pela
titulagdo da mistura de reagéio com NaOH 0,0025N, mantendo o pH 7,0 por 10 minutos.

Uma unidade de atividade de pectinametilesterase foi considerada como sendo a quantidade de
enzima capaz de catalisar a desmetilagdo de pectina correspondente a um micromol de NaOH por

minuto nas condi¢des do ensaio. Os resultados foram expressos em unidades/100g.

Vitamina C - foi determinada por colorimetria segundo metodologia de Strohecker e Henning

(1967) e Brune et al (1966). Os resultados foram expressos em mg/100g.

3.2.4.2 Compostos de parede celular
A parede celular foi obtida segundo metodologia de Huber (1984) modificada, seguindo

as etapas descritas abaixo e ilustradas na FIGURA 1:

1- 50 g de polpa previamente "descascada" foram trituradas em homogeneizador de tecidos
TEKMAR modelo Tissumizer, com 200 ml de tamp&o fosfato de sédio 30 mM contendo 20 mM

de NapEDTA pH 6,0.
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A camada epidérmica superficial do morango contendo os frutos propriamente ditos,
foi retirada afim de facilitar a filtragdo e obter um material de parede celular facilmente digerido
pelo é4cido sulfurico.

2- O homogenato foi aquecido por 20 minutos em banho fervente e apds esfriado, filtrado em
duas camadas de tecido tipo "organza".

3- O residuo foi lavado com 150 ml de NaCl 100 mM e transferido para um becker contendo 50
ml de acetona p.a.

4- O residuo permaneceu em imerséo por 30 minutos, foi filtrado e a acetona renovada mais 2
vezes.

5- Apds as 3 lavagens com acetona, o residuo foi lavado com 100 ml de cloroférmio:metanol
(2:1) e deixado secar ao ar.

A metodologia de extragdo da parede celular ilustrada na FIGURA 1, permitiu obter um
rendimento médio de 8mg/g de peso seco de material de parede celular . Este rendimento
encontra-se na faixa daquele obtido por Menezes (1996) para mel4o.

As amostras secas foram acondicionadas em frascos porta-amostra, mantidos vedados a

temperatura ambiente até sua utilizac&o.

Grau de esterificagdo - foi empregado o método modificado por Lurie et al (1994), o qual
determina as quantidades de acido galacturdnico na parede celular antes e depois de incubagéio
com boroidreto de sédio. Foi determinado o contetdo de 4cido galacturdnico total no material de
parede celular, em seguida, uma outra amostra, foi incubada com boroidreto. Depois de

neutralizada, a mistura de reaggio foi evaporada, lavada e ressuspendida em 4cido sulfirico 67%
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(v/v). Na solucdo sulftirica foi feita a determinagdo colorimétrica de 4cido galacturénico. Com
essa incubagdo os residuos esterificados de acido galacturdnico foram reduzidos, deixando de
reagir com meta-hidroxidifenil. Por diferenga obteve-se a porgéo néo esterificada.

O grau de esterificagiio foi definido como a porcentagem de acido galacturdnico

esterificado em relagéo ao total.

e Cailcio ligado & parede celular - foi determinado pela mesma metodologia empregada para
célcio total, utilizando porém material de parede celular. Os resultados foram expressos em

porcentagem de calcio no material de parede celular.

o Celulose - foi determinada segundo método modificado de Lurie et al (1994). O material

bruto de parede celular foi tratado com 4acido trifluoracético 2N a 120°C por 1 hora. O residuo foi
lavado com 4gua destilada e dissolvido em &cido sulfirico 67% (v/v). Os aglcares liberados
foram determinados colorimetricamente pelo reagente de antrona (Dishe, 1962). Os resultados

expressos em porcentagem do material de parede celular.



50 g de Morango

|

Homogeneizagdo
Tampdéo Fosfato de Sédio 30 mM +Na,EDTA 20 mM pH 6,0

|

Banho Fervente /20 min

l Filtrar

Lavar residuo (150 ml) NaCl 100 mM

l

Lavar 3 x Acetona P.A./ 30 min

l

Lavar cloroférmio : metanol (2:1) 100 ml

!

Material de Parede Celular

FIGURA 1 : Esquema de extragdo de parede celular de morango
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Cilcio

A andlise de varidncia mostrou que nio houve intera¢do significativa entre niveis de
célcio e época de aplicagdo com as épocas de armazenamento para a varidvel célcio total (Quadro
1 - Anexo).

O teor de calcio foi maior nos frutos tratados pos-colheita, sendo diretamente
proporcional & concentragdo aplicada (FIGURA 2). Os frutos tratados pré-colheita com 4% de

CaClj apresentaram maior teor de célcio que aqueles tratados com 2%. Ja os frutos tratados pds-

colheita, o teor de célcio foi maior, sendo diretamente proporcional a concentragdo de CaCl,
aplicado.

De maneira geral, a variagdo na porcentagem de calcio total foi menor nos morangos
tratados pré-colheita. Os valores médios de calcio total (0,244 - 0,358 %) neste estudo, estdo
acima daqueles observados por Cheour et al. (1990/1991) (0,190 - 0,280 %) para morangos
testemunha, ja para os frutos tratados estes valores (0,301 - 0,602 %) variaram em fungdo da

concentragdo de CaCl, aplicada.
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FIGURA 2: Valores médios de calcio total (%) de morangos tratados na pré (A) e na pds-
colheita (B) com 2 e 4% de CaCl, e armazenados durante 6 dias.
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Nao houve interagdo significativa entre niveis de calcio e época de aplicagéo e entre as
aplicagfes e €pocas de armazenamento para a variavel célcio ligado (Quadro 1 - Anexo)). A
porcentagem de célcio ligado a parede celular variou significativamente pelo teste F ( P<0,05 )
entre as épocas de aplicagdo de CaCly, onde os morangos pulverizados apresentaram em média
0,41% e aqueles tratados por imersdo 0,35% .

Os frutos tratados com 2% de CaCl, independente da época de aplicagdo, apresentaram
tendéncia de maior porcentagem de calcio ligado, comparado aqueles tratados com 4%.

Os frutos tratados pré-colheita com 2% de CaCly chegaram ao final do periodo

experimental com a mesma porcentagem de calcio ligado do inicio (FIGURA 3). Nos demais
tratamentos, o célcio ligado reduziu durante o experimento, exceto na testemunha dos frutos

tratados pés-colheita.

Essa redugfio pode ser entendida como sendo resultado de solubilizagio do Cat2
ligado, 0 que segundo Rigney e Wills (1981), resultaria em avango no processo de
amadurecimento .

A redugéo no teor de célcio ligado durante o armazenamento foi observada em magis
por Siddiqui e Bangerth (1995) e em meldo por Menezes (1996). Esses autores nfo conseguiram
correlacionar as mudangas na firmeza da polpa com o contetdo de calcio preso a parede celular.
Entretanto sugerem que ndo se pode descartar a sua importdncia no amolecimento do fruto antes
da realizagio de estudos mais detalhados. Parece que o efeito do cdlcio na manutengio da
integridade do fruto est4 mais relacionado com a membrana plasmatica, pois recentemente, Lester

(1996) verificou que a aplicagdo de célcio em meldo pode retardar as mudangas relacionadas com
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a senescéncia através da redugéo de perda de fosfolipedes de membrana, proteina e atividade de
H-ATPase.
Os resultados encontrados neste estudo para calcio total e ligado podem ser

comparados aqueles obtidos por Conway, Sams e Watada (1995), que infiltrando 2% de CaCl)

em magcds, observaram um aumento no conteudo de célcio total e ligado & parede celular.
Entretanto, nos frutos tratados com 4%, o aumento do célcio total foi mais significativo do que do
célcio ligado, sugerindo que os sitios ligados com calcio possam ter sido saturados com o célcio
disponivel na solu¢do 2%. Ja nos frutos tratados com 4%, houve saturagéo e o restante do calcio
ficou armazenado nos espagos intercelulares ou mesmo no citoplasma, o que poderia causar

injuria ao tecido.

3.3.2 Solubilizacio de pectinas

O Quadro 1 (Anexo) mostra que houve interagdo significativa entre as épocas de

aplicagdo , concentragéo de CaCly e épocas de armazenamento para a variavel pectina total.

Os morangos apresentaram redugfo nos teores de pectina total durante o periodo
experimental, embora tenha se mantido maior nos frutos tratados com CaCl, (FIGURA 4).
Os frutos tratados pré-colheita com 2 % de CaCl, apresentaram o maior teor de pectina

total. Nos frutos tratados pds-colheita, aqueles tratados com 2% , até o 4° dia, apresentaram maior

teor de pectina total.
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FIGURA 4: Valores médios de pectina total de morangos tratados na pré (A) e na pés -
colheita (B) com 2 e 4% de CaCl, e armazenados por 6 dias.
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A anilise de varidncia mostrou que ndo houve variago significativa nos teores de
pectina soliivel durante o periodo experimental e nem interagdo do periodo com as épocas de

aplica¢do de CaCly (Quadro 1 - Anexo).

Os morangos apresentaram aumento linear no teor de pectina soltivel durante o periodo
experimental (FIGURA 5).

A pectina solivel dos frutos tratados pré-colheita com 2% de CaCl, e da testemunha,
apresentaram comportamento semelhante. Os frutos tratados com 4% apresentaram maior teor de
pectina soltvel. J4 nos frutos tratados pds-colheita com 2%, a pectina solivel foi menor que nos
frutos testemunha e tratados com 4%.

Chung et al (1993) observaram aumento na firmeza dos frutos € no teor de pectina
total, redugdo na pectina soluvel, pelargonidina-3-monoglicose, s6lidos solaveis, acidos orgénicos
e conteudo de aglicar. 100% dos frutos tratados com 0,5% de CaCl, e armazenados a 3°C
encontravam-se em 6timo estado para comercializag&o.

Lima (1992) tratando tomates com gesso no solo, observou que embora a pectina total
tenha reduzido em todos os tratamentos, os frutos controle apresentaram a menor concentragéo de
pectina total, a qual aumentou com o aumento das doses de gesso aplicadas e durante os estadios

de maturagdo. O autor ressalta o efeito do célcio na manuten¢do do teor de pectina total dos

frutos.
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Bissoli (1992) embora tenha também observado elevaggo no teor de pectina total no
inicio do amadurecimento de mangas tratadas com calcio, atribui esse aumento a um processo
incompleto de sequestro de cations durante a analise levando a erros de avaliagdo. O autor sugere
que o célcio atua somente sobre a manutengio da firmeza dos frutos, ndo atuando sobre a sintese
de pectina, uma vez que nio existem na literatura, relatos de que o célcio possa interferir no
processo de sintese das cadeias de acido poligalactur6nico.

Nido houve variagdo significativa na solubilizagdo da pectina quanto a época de

aplicagéo do CaCl pelo teste F em ( P<0,05 ).

A solubilizagdo de pectinas aumentou durante o periodo experimental (FIGURA 6).
De maneira geral, os frutos tratados com CaCl, independente da época de aplicagdo apresentaram
menor solubilizagdo de pectinas que a testemunha. Os frutos tratados com 2% de CaCl, em

ambas as épocas de aplicagdo apresentaram menor solubilizagdo. Nos frutos tratados pré-

colheita, observa-se menor solubilizagéo de pectinas.
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e na poés-colheita (B) com 2 & 4% de CaCl; e armazenados durante 6 dias.
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3.3.3 Atividade da Pectinametilesterase

A analise de varidncia mostrou que houve interagdo significativa entre todos os
tratamentos para a variavel atividade de PME (Quadro 2 - Anexo).

Os morangos testemunha apresentaram aumento de atividade de PME até o 4° dia com
subsequente redug&o nos frutos tratados pré-colheita (FIGURA 7).

A atividade da PME nos frutos tratados pré-colheita aumentou até o 4°dia, sendo que
os frutos tratados com 2% de CaCl, , apresentaram maior atividade, comparada aqueles tratados
com 4%.

Os resultados obtidos contradizem a idéia de que os ions célcio inibem a atividade da
PME, sendo que, na literatura, alguns pesquisadores tém proposto algumas explicagdes para o
aumento da atividade dessa enzima em presenga de ions célcio.

O mecanismo pelo qual a PME ¢ ativada pelo calcio ndo tem sido satisfatoriamente
explicado (Rexova e Markovic, 1976). Tem sido proposto que o célcio liga-se aos grupos
~ carboxilicos livres, invertendo a inibicdo da PME produzida pela presenga desses grupos
_ carboxilicos livres na pectina (Moustacas et al., 1991; Nari et al., 1991), assim, a ativagéo do ion
Rcélcio ocorreria mais por sua ligag@io a enzima do que devido ao efeito direto sobre as cadeias de
acido poligalactur6nico (Alonso, Rodrigues e Canet, 1995).
Nos frutos tratados 2% pods-colheita, observa-se redugdio da PME durante o
experimento. J& os frutos tratados com 4% apresentaram atividade irregular. Entretanto, em

ambas as concentragdes, os frutos apresentaram menor atividade da PME que a testemunha ja a

partir do 2°dia de armazenamento.
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FIGURA 7: Valores médios de atividade da PME de morangos tratados na pré (A) e na
pos-colheita (B) com 2 e 4% de CaCl, e armazenados durante 6 dias.
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Os valores de atividade de PME encontrados neste estudo (4,67 - 8,42 U/100g)

encontram-se na faixa daqueles observados por El-Zoghbi (1994) (5,2 - 8,0 U/100g).

3.3.4 Atividade da Poligalacturonase

A andlise de varidncia mostrou que houve interagdo significativa entre todos os
tratamentos para a variavel atividade de poligalacturonase (Quadro 2 - Anexo).

Os frutos tratados pré-colheita com 2% de CaCl, apresentaram maior atividade de PG que
os frutos tratados com 4% até o 4° dia de armazenamento. Embora essa atividade tenha
apresentado redugdo linear durante o periodo experimental, ao final desse periodo, a menor
atividade de PG foi observada nos frutos tratados com 2% de CaCl, (FIGURA 8).

Nos morangos tratados pés-colheita, a atividade da PG foi inversamente proporcional a
concentragdo da solugéo de CaCl, aplicada, sendo que nos frutos tratados com 2%, observa-se
elevagéo na atividade da PG até o 4 °dia e subsequente redu¢io, mantendo-se porém, maior ao
final do periodo experimental. Os frutos tratados pés-colheita com 4% de CaCl, apresentaram a
menor atividade de PG durante o armazenamento.

Os resultados obtidos mostram que a agdo da PG ¢ inibida por ions célcio, confirmando a
idéia de que as substincias pécticas da parede celular - lamela média servem de sitio de ligagdo
para o metal, e que o complexo € resistente ao ataque da enzima.

Entretanto, o comportamento da PG néo explica o padréo de solubiliza¢io de pectinas
encontrado neste estudo. Assim, a atividade irregular da PG nos frutos tratados pré-colheita com

4% e na testemunha dos frutos tratados  pds-colheitandio explica o aumento linear da
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FIGURA 8: Valores médios de atividade da PG de morangos tratados na pré (A) e na pés-
colheita (B) com 2 e 4% de CaCl, e armazenados durante 6 dias.
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solubilizag@o observada nesses mesmos frutos. Da mesma forma, a atividade decrescente da PG
nos frutos tratados pré-colheita com 2% de CaCl, e a solubilizagdo crescente nesse mesmo
tratamento.
Seymour et al (1987) observaram que a ag¢do da PG néo se correlaciona com a solubiliza¢io, mas
sim com a despolimerizagdo dos poliuronideos. Entretanto a suscetibilidade das paredes celulares
a degradagdo enzimdtica € varidvel, e essa variagdo pode ser devida a diferengas no teor de
substdncias pécticas ou em caracteristicas estruturais que afetam a interagdo enzima-substrato,
como grau de esterificagéo e ligagSes de calcio (Wallner e Bloon, 1970; Tong e Gross, 1988).

Os valores de atividade de PG encontrados neste estudo (11,27 - 22,71 U/100g) sdo
inferiores aqueles observados por El Zoghbi (23,5 - 36,0).

A atividade da PME aumentou até o 4° dia de armazenamento nos frutos tratados pré-
colheita, enquanto a atividade da PG reduziu. Uma possivel explicagdo seria o fato de que a
PME ¢ considerada capaz de aumentar a firmeza dos frutos e vegetais pela desesterificacio da
pectina e subsequente quelagdo com o célcio.

Javeri, Toledo e Wicker (1991) aplicando extrato de PME em CaCly 1% & véacuo em

péssegos, observaram que embora a atividade da enzima no fruto tenha aumentado mais de 20
vezes, aumentou também a firmeza da polpa.

Huber (1983a) observou que somente tratando poliuronideos de morango com extrato
enzimético de tomate, havia produgdo de poliuronideos soliveis de baixo peso molecular e
oligouronideos. Esta observagdo veio sugerir a auséncia de atividade da exo-poligalacturonase em
morango, refor¢ando a idéia de que a degradagéo do poliuronideo pode n#o ser o fator decisivo no

aumento da solubilizagdo de poliuronideos durante o amadurecimento (Huber, 1984)
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morango, reforgando a idéia de que a degradag@o do poliuronideo pode néo ser o fator decisivo no

aumento da solubilizagdo de poliuronideos durante o amadurecimento (Huber, 1984)

3.3.5 Grau de esterifica¢ao

A anidlise de varidncia mostrou que ndo houve interagdo significativa entre época de

aplicagdo de CaCly e concentracdes de cdlcio nem com as épocas de armazenamento para a

varidvel Grau de esterificagdo (Quadro 2 - Anexo). Pelo teste F em (P<0,05) o grau de

esterificagdo das pectinas foi maior nos morangos tratados pré-colheita (14,15%) com CaCly

comparado com aqueles tratados pos-colheita (11,32%).

O grau de esterificagdo dos morangos testemunha apresentou aumento percentual até o
4° dia de armazenamento , reduzindo em seguida (FIGURA 9).

Nos frutos tratados pré-colheita, aqueles tratados com 2% de CaCl, apresentaram
maior GE do que aqueles tratados com 4%, sendo que estes wltimos, apresenatram o menor GE.

Nos frutos tratados pos-colheita, aqueles tratados com 2% apresentaram pequena
redugéio no GE até o 2° dia, aumentando em seguida. J4 os frutos tratados com 4%, o GE
aumentou até o 4° dia, reduzindo em seguida.

E interessante notar que os frutos tratados pré-colheita com 2% de CaCl, apresentaram
maiores % de célcio ligado a parede celular, atividade de PME e GE até o 4° dia, entretanto,

observa-se menor solubilizagdo de pectinas e redu¢do na atividade da PG durante 0 mesmo

periodo.
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FIGURA 9: Valores médios do grau de esterificagio de morangos tratados na pré (A) e

na pos-colheita (B) com 2 e 4% de CaCl, e armazenados durante 6 dias.
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Woodward (1972) e Knee, Sargent e Osborne (1977), mostraram aumento nos niveis
de poliuronideos soliveis durante 0 amaciamento do morango, entretanto, a natureza exata dessa
solubilizag@o ainda € desconhecida. Como a atividade da PG em morangos permanecia duvidosa,
Neal (1965) sugeriu que o aumento da metilagdo dos poliuronideos possa ser o responsavel pela
solubilizagdo, uma vez que reduz as ligagSes de célcio que estabilizam a estrutura gélica da
parede celular.

Embora a literatura tenha observado que o GE reduz durante o amadurecimento de
vérios frutos, outros estudos mostraram que o grau de esterificagdo dos poliuronideos de morango
¢ baixo (14%) e ndo muda durante seu desenvolvimento.

El Zoghbi (1994) estudando as mudangas bioquimicas de alguns frutos tropicais
durante o amadurecimento, observou redugdo no grau de esterificagio de manga, goiaba, timara e
morango, entretanto, neste e em outros estudos (Lurie et al., 1994), o grau de esterificagdo foi
determinado no material de parede celular no residuo insolivel em alcool.

O método empregado neste estudo para determinar o GE (Lurie et al., 1994), quantifica
os residuos de 4cido galacturnico envolvidos em ligagdio éster, nio necessariamente metilico.
Assim, uma possivel explicagdo para o fato do calcio ligado, PME e GE terem se mantido
elevados nos frutos tratados pré-colheita com 2%, e a pectina soluvel e solubilizagdo de pectinas
terem sido menores, seria a hipétese de que outras ligagdes éster tenham impedido a agdo de
enzimas hidroliticas de parede celular.

Uma outra explicagio seria a de que, um dos papéis da PME no tecido vivo é catalisar

reagGes de transesterificagdo, gerando grupos carboxilicos livres para formar ligagdes éster com
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hidroxilas de agiicares neutros. O uronil-éster assim formado manteria o polimero ligado & parede
ao invés de torna-lo mais soluvel.

Nos morangos tratados pés-colheita com 2%, a elevagio na atividade de PG nio
resultou em maior porcentagem de solubilizagdo de pectinas e embora nos frutos tratados com 4%
a atividade da PG tenha sido menor e praticamente constante, a solubilizagdo das pectinas
apresentou aumento gradual durante o periodo experimental. Assim, parece que existem outros
fatores responsaveis por essa solubilizaggo.

Apesar das diferengas na metodologia de extrag&io do material péctico e considerando o
estadio de maturagdo dos frutos estudados, a porcentagem de GE encontrada neste estudo estd de
acordo com aquela encontrada por El Zoghbi (1994), onde o grau de esterificagio para morangos

verdes € de 35% caindo para 12% no estadio vermelho.

3.3.6 Celulose

A andlise de varidncia mostrou que nio houve interagdo significativa entre os
tratamentos para a varidvel celulose (Quadro 2- Anexo). Em geral ndo houve perda liquida de
celulose durante o experimento.

O tratamento com CaCly reduziu significativamente o teor de celulose nos morangos
tratados com 4% , sendo que o tratamento de 2% n#o variou significativamente da testemunha.

Considerando que a porcentagem de calcio ligado a parede celular nos morangos

tratados com 4% de CaCly tenha sido menor que naqueles tratados com 2%, a redugdo no teor de

celulose nesse tratamento pode ser explicada como sendo resultado da maior facilidade de acesso
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de outras enzimas degradantes de parede como a celulase. Entretanto, essa suposi¢éo contradiz o
comportamento da celulose nos frutos testemunha.
Lima (1992) observou que o conteudo de celulose reduziu nos tomates tratados com

calcio, sendo esta redugéo proporcional a dose de célcio aplicada.

TABELA 1: Valores médios de celulose (%) obtidos para morangos tratados com trés niveis de

CaClp
Calcio(%) Celulose
0 30.105 a
2 28.621 a
4 24500 b

Meédias seguidas de mesma letra néo variam entre si pelo Teste de Tukey em ( P<0,05 )

Diante das informagdes controvertidas sobre a atividade da PG e PME no morango, a
determinag&o da celulose neste trabalho visou buscar explicagdo para o amaciamento do morango
durante seu amadurecimento.

Embora a atividade da celulase seja conhecida em morangos, tem-se observado que
essa atividade aumenta durante seu amadurecimento, entretanto o maior aumento ocorre do
estddio maduro para super maduro (Barnes e Patchett, 1976; Abeles e Takeda, 1990; El Zoghbi,
1994).

Considerando essa possibilidade, talvez possamos explicar porque o morango manteve
o teor de celulose durante o armazenamento ¢ aparentemente sua textura, uma vez que a baixa

temperatﬁra de armazenamento e¢ a modificagdo da atmosfera, mantiveram o estidio de
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amadurecimento dos frutos durante o periodo experimental, nio favorecendo mudancas na
atividade da celulase.
Uma avaliagdo da atividade da celulase nestes frutos seria recomendada a fim de

comprovar essas possibilidades e explicar o comportamento da celulose observado neste estudo.

3.3.7 Vitamina C

Nao houve interacdo significativa entre os niveis de célcio e épocas de aplicagio e com
as épocas de armazenamento (Quadro 2 - Anexo). O teor de Vit. C nfio variou significativamente
entre os tratamentos de calcio.

Main, Morris e Wehunt (1986) tratando morangos com 1 e 2% de nitrato de célcio por
imersdo e vacuo, observaram reducio no teor de 4cido ascérbico com o aumento da concentragdo
de célcio. Entretanto, dentro da mesma concentragdo, nio houve diferenca nos teores quanto a
época de aplicagio.

Embora os niveis de célcio estudados ndo tenham alterado significativamente os teores
de Vitamina C nos frutos, os morangos tratados pré-colheita apresentaram maior teor de Vit. C do
que aqueles tratados poés-colheita, observando inclusive elevagfio nesse teor durante e ao final do
armazenamento (TABELA 2).

Como o teor de célcio ligado foi maior nos morangos tratados pré-colheita e ndo variaram
durante 0 armazenamento, uma explicagéo para os resultados encontrados neste trabalho seria o
efeito do célcio sobre a manutengdio da compartimentalizagio celular e manuten¢do da taxa

respiratoéria baixa nos frutos.
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A literatura comenta que independente da época de aplicacdo e do periodo de
armazenamento, o calcio eleva o conteido de Vitamina C dos frutos. Assim, pulverizagdes de
calcio pré-colheita em péssegos ou infiltragdo poés-colheita em magds, reduziram
significativamente a perda de peso e a respiragdo durante o armazenamento dos frutos,
aumentando o teor de acido ascérbico e consequentemente o de vitamina C (Singh, Gupta e

Ghauhan, 1982; Poovaiah ,1986; Glenn, Reddy e Poovaiah, 1988).

TABELA 2: Valores médios de Vitamina C (mg/100g) obtidos para morangos tratados por
duas épocas de aplicagdo de CaCly e 6 dias de armazenamento.

Epoca Epoca Meédia
0 2 4 6
Pré-colheita 128,17 Aa 123,13 Ba 109,14 Ba 134,94 Aa 123,84
Pos-colheita 99,82 Bb 112,41 Aa 116,19 Aa 111,39 Ab 109,95
Média 113,72 117,77 112,66 129,17

Médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha sdo estatisticamente iguais pelo teste de
Tukey em (P<0,05)

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna sdo estatisticamente iguais pelo teste F em

(P<0,05)

Os teores médios de Vitamina C encontrados neste estudo (99.82 - 134.94 mg/100g),
comprovam a idéia de que o teor dessa vitamina é varidvel, encontrando-se porém na média

observada pela literatura para diferentes cultivares de morango.



3.4 CONCLUSOES

e Os morangos tratados pré-colheita apresentaram maiores porcentagem de calcio ligado a
parede celular, grau de esterificagéo e contetido de vitamina C e menor solubilizagio de pectinas.
¢ A maior atividade da poligalacturonase, ndo resultou em maior solubilizaggo das pectinas.

e A concentragido de 2% de CaCly independente da época de aplicagdo, produziu frutos com

maiores porcentagens de calcio ligado a parede celular, grau de esterificagdo e atividade de
poligalacturonase, e menor solubilizaggo das pectinas.
e A porcentagem de celulose reduziu com os tratamentos de célcio, enquanto o contetido de

vitamina C n3o sofreu variagdo com esse tratamento.



4- RESIDUOS DE BENOMIL EM MORANGO



RESUMO

RESIDUOS DE BENOMIL EM MORANGOS

Morangos foram tratados com Benomil (0, 600 e 1200 ppm) pré-colheita por aplicagio no

solo e pés-colheita por imersdo . Os frutos foram colhidos no estadio de matura¢do 3/4 vermelho ,

armazenados & 4°C sob atmosfera modificada e analisados quanto aos residuos de Benomil
durante o0 armazenamento. Os morangos tratados com ambas dosagens de Benomil apresentaram
residuos dentro do LMR recomendado pela legislagdo. Os residuos de Benomil ndo variaram

significativamente durante o periodo experimental.



ABSTRACT

RESIDUES OF BENOMYL IN STRAWBERRIES

Preharvested strawberries were treated with Benomyl (0, 600 and 1200 ppm) applied on

the soil and postharvesting immersion. Fruits were harvest in 3/4 red maturation stage and stored

in 4°C under modified atmosphere and evaluated for residues of Benomy! during storage. The
strawberries treated with both dosages of Benomyl presented residues within the RML
recommended by legislation. The residues of Benomyl did not change significantly during the

experimental period.



4.1 INTRODUCAO

O uso de agrotdxicos na agricultura tem ajudado a manter o baixo custo e a alta
qualidade do suprimento alimentar, aumentando a produgo agricola, reduzindo perdas pré e pos-
colheita e doengas transmitidas por vetores. Entretanto, eles constituem fator de risco para o
meio ambiente ¢ para a satide publica, uma vez que podem causar contaminagdo do solo, das
dguas superficiais e subterrdneas, a extingdo de insetos uteis e a contaminagio das cadeias
alimentares (Pereira, 1987; Toledo,1993).

Assim, nos ultimos anos, essa contribui¢do positiva tem sido questionada pela
populagdo, ressaltando que, em alguns casos, os efeitos negativos dos agrotoxicos sobre 0 meio
ambiente, superam seus beneficios para com a sociedade (James, Tweedy e Newby, 1993).

O interesse publico sobre os residuos de agrotéxicos nos alimentos tem crescido
continuamente, o que tem pressionado as agéncias e 6rgdos reguladores a fiscalizar e demonstrar
que os alimentos oferecidos 4 venda apresentam niveis residuais dentro dos limites de tolerancia.

Estudos sobre o comportamento residual de pesticidas aplicados pés-colheita em frutos
¢ hortaligas frescos, especialmente durante o armazenamento em atmosfera normal, modificada,
controlada ou sob resfriamento, tém sido apresentados somente para poucos compostos e limitado

numero de frutos e hortaligas (Papadoupolou-Mourkidou, 1991).
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Um levantamento nacional verificou que 75% dos consumidores estio mais
interessados nos residuos de agrotdxicos nos alimentos, porcentagem esta, que € muito maior do
que aqueles interessados nos niveis de colesterol, 6leos, aditivos ou outros contaminantes
alimentares. O maior fator contribuinte para esse interesse € o possivel efeito deletério a saiude
devido a exposigdes por periodos prolongados aos tragos de residuos na dieta (Yoshikawa e
Chiba, 1991).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis residuais de Benomil aplicado pré e pos-

colheita em morangos sob condi¢des de armazenamento em atmosfera modificada a baixa

temperatura.



4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Procedéncia dos morangos

Os morangos da cultivar Campineiro foram cultivados no Sitio Rio do Peixe, Rodovia 381
Km 12, Municipio de Cambui, Minas Gerais. A regido se localiza numa altitude de 900 m, a 22°
36’ 50” de latitude Sul e 46° 03°40” de longitude W. A regido apresenta temperatura e umidade
relativa de 20,7° C e 80% com regifne pluviométrico em torno de 1436,3 mm e insolagio média

de 2314,5 horas/ano.
4.2.2 Tratamentos

Pré-colheita:

Os morangos foram tratados no campo com duas concentragses de Benomil comercial
600 e 1200 ppm e os frutos néo tratados serviram como testemunha. O tratamento consistiu em
regar o solo ao redor de cada muda de morangueiro com 150 ml da suspensio de Benomil. Foram
realizadas 4 aplicagGes apds o pegamento das mudas: duas durante o desenvolvimento vegetativo,

uma durante a floragédo e uma um dia antes da colheita dos frutos.
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Pés-colheita:

Os morangos ndo submetidos a aplicagio de Benomil durante o seu cultivo, foram
imersos pds-colheita em suspensdo de 600 € 1200 ppm de Benomil com Tween 0,1% durante 5
minutos, e os frutos testemunha, imersos apenas em agua.

Apds secagem dos frutos ao ar, eles foram distribuidos em bandejas de isopor de 12 x

12 cm. As bandejas contendo 8 frutos cada, foram revestidas com filme auto adesivo de

polietileno (Rollopac), em seguida armazenadas em cimara fria 4 49C e UR +90%, durante 6

dias. Em ambos tratamentos, os frutos foram colhidos no estddio de maturagio % vermelho

4.2.3 Delineamento estatistico

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 (aplicagdo pré e pos-colheita) x 3
(concentragdes) x 4 (épocas de armazenamento) em Delineamento Inteiramente Casualizado, com
2 repetigdes.

Os resultados foram submetidos a anélise de varidncia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do programa SANEST- Sistema de
Anilise Estatistica, de autoria de Elio Paulo Zonta ¢ Amauri Almeida Machado, do Instituto

Agrondmico de Campinas.
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4.2.4 Anailise de residuo de Benomil

4.2.4.1 Tratamento das vidrarias
Antes do uso, as vidrarias foram submetidas a seguinte sequéncia de limpeza:
1- A vidraria permaneceu em imers3o por pelo menos 2 horas em solugéo de extran alcalino;
2- Lavagem e cinco enxagues em agua de torneira;
3- Lavagem em 4agua bidestilada;
4- Secagem das vidrarias e lavagem com acetona p.a
5- Apbs evaporagéo da acetona, as vidrarias foram protegidas com papel aluminio e guardadas até

sua utilizagdo.

4.2.4.2 Metodologia

Utilizou-se o método modificado de Bardalaye e Wheeler (1985) seguindo as seguintes

etapas.

1- 10 g de polpa foram trituradas em homogeneizador de tecidos TEKMAR, modelo Tissumizer,
com 100 ml de acetato de etila durante 2 minutos. O homogenato foi filtrado em papel de filtro
Whatman n°5. A vidraria e o residuo foram lavados 2 vezes com 50 ml de acetato de etila. Ao

filtrado adicionou-se 2,5 ml de HC1 1M.
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2- O filtrado acidificado foi colocado em funil de separagio de 500 ml onde foi lavado 2 vezes
com 50 ml de HCI 2M, agitando vigorosamente durante 2 minutos deixando separar as fases
orgénica e aquosa, descartando a fase organica superior, constituida pelo acetato de etila.

3- A fase acida foi entio particionada 2 vezes com 50 ml de cloroférmio, descartando-o apés
agitaco.

4- O pH da solugdo acida foi ajustado para aproximadamente 11,5 com NaOH 10M.

5- Novamente no funil de separagéo, a solugdo alcalina foi vigorosamente agitada e particionada

com 3 por¢des de 50 ml cloroférmio, combinando em baldo de 250 ml, as fases inferiores
constituidas pelo cloroférmio apos elui¢do em sulfato de sédio anidro muflado a 400°C.

6- A amostra foi evaporada em rotavapor 4 45°C + 10 até aproximadamente 10 ml.

7- O residuo de Carbendazim foi retomado no baldo com cloroférmio, transferido com auxilio de
pipeta de Pasteur para um tubo de centrifuga graduado, evaporado em ar comprimido e retomado
0 volume para 1 ml com a fase mével da corrida cromatogréfica.

8- As amostras foram filtradas com filtro ISO-DISC P-254 de 25mm didmetro, membrana 0,45

micrometro da SUPELCO.

A quantificagdo foi realizada em Cromatégrafo Liquido LC Star Varian, e os resultados

expressos em mg/Kg.
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10 g de Morango

!
Extragsio em acetato de etila 100 ml + Na,SO, 10 g

filtragdo

Adiggo HC1 1 M (2,5 ml) + HCI 2 M (50 ml)
I

¥ ; ¥
Fase Organica Fase Aquosa
descarte |
23
Adi¢do HCl2 M (50 ml)
l

Parti¢éo 2 x cloroférmio (50 ml)

Fase Organica Fase Aquosa
descarte dcida

pH +11NaOH10M

Particdo 3 x cloroférmio (50 ml)

.

Eluir em Na,SO, / Bal%o 250 ml

l

Evaporar em rotavapor até + 10 ml

|

Retomar com fase mével

lFiltrar

Injetar no Cromatégrafo

FIGURA 10 : Esquema de extracdo e cleanup de residuo de Benomil para quantificagéo
em HPLC
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4.2.4.3 Condicdes cromatograficas

e Fase modvel: 250 ml de Metanol : 750 ml Nitrato de Metilamodneo 0,025M + &cido nitrico
0,025M (1:1)

e Coluna: Lichrospher 100 RP-18 5 micrometros; 12,5 ¢cm comprimento x 4 mm didmetro
interno (Merck 50943)

e Fluxo: 0,5 ml/minuto

Pmax: 200 atm; Pmin: 6 atm

Atenuacdo: 0,1 RCDR/AUFS

Injetor: 10 Ml

e Comprimento de onda 286 nm

4.2.4.4 Recuperac¢iao de Benomil

Para avalia¢do da metodologia modificada de Badalaye e Wheeler, 1983, determinou-se
antes do inicio da quantificagdo das amostras a porcentagem de recupera¢do. Assim em 10 g da
amostra testemunha, livre de Benomil, adicionou-se 1 ml das solu¢des padrdes nas concentragdes
de 5,0 e 10 mg /Kg de Benomil.

Em seguida, os procedimentos da FIGURA 11 foram seguidos para extragdo e cleanup, e

posterior quantificagio.
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4.2.4.5 Calculo da concentracio
Utilizou-se 0 método do padrio externo, na faixa de linearidade do Benomil. Para célculo

da concentrag@o de Carbendazim na amostra empregou-se a seguinte equagéo:

_AaxVaxCpxVip
max ViaxAp

C

(mg/kg)

Onde:

e C =Concentragdo da amostra (mg/Kg)

e Aa=area do pico da amostra (mm 2)

e Va= volume da amostra no tubo concentrador (ml)
¢ ma = massa da amostra submetida a extragéo (g)

¢ Via = volume injetado da amostra (microlitros)

¢ Cp = concentragdo do padrdo (mg/ml)

¢ Vip = volume injetado do padréo (microlitros)

e Ap = area do pico do padrio (mm 2)

A concentragdo de Carbendazim em mg/Kg foi multiplicada por 1,52, que representa a relagio

entre a massa do Benomil/ massa do Carbendazim, obtendo-se assim, a concentragdo de Benomil.



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes da determinagio dos residuos de Benomil, as vidrarias foram submetidas a
lavagem adequada e os reagentes, papéis de filtro e solventes, a tratamento de purificagdo. Estas
providéncias sdo necessdrias em virtude da possibilidade dos cromatogramas apresentarem picos
de substincias estranhas oriundas de vidrarias contaminadas ou de reagentes, papéis de filtro e
solventes ndo purificados. Estas substincias interferentes, em geral, podem dificultar a
interpretagdo correta dos cromatogramas, induzindo a erros.

AdaptagSes da metodologia original de extragdo do Benomil tornaram-se necessrias,
uma vez que foi observado uma série de interferentes no mesmo tempo de retengdo do
Carbendazim, além do extrato ter se apresentado bastante turvo, o que poderia alterar os
resultados.

A extrag@o passou a ser feita somente com acetato de etila. A particio com hexano
além de onerosa, ndo foi satisfatoria, pois os interferentes permaneceram na amostra. Assim,
adotou-se a particdo com cloroformio segundo Cano, de la Plaza e Mufioz-Delgado (1987),
obtendo-se um extrato completamente limpo.

A fase mével constituida por acetonitrila:agua (70:30) foi substituida por [nitrato de

tetrametilamoneo:4cido nitrico (0,023N : 0,025N)] : [metanol] (75:25) segundo recomendagio de
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Kirkland, Holt e Pease (1973) e Spittler, Marafioti e Lahr (1984). Assim, ao retomar a amostra no
tubo de centrifuga, esta apresentou-se limpida e mais adequada para ser injetada no cromatografo.

O método analitico desse trabalho baseou-se na quimica usada por varios
pesquisadores, na qual ocorre a conversdo em meio 4cido de Benomil para Carbendazim com
subsequente determinac¢do desse (Kirkland, Holt e Pease, 1973; Cline, Felsot ¢ Wei, 1981;
Spitter, Marafiot e Lahr, 1984; Bardalaye e Wheeler, 1985; Liu et al., 1990; Kiigemegi et al.,
1991).

A elevagdo do pH para aproximadamente 11,0 favoreceu o “cleanup” uma vez que, em
meio bésico, o carbendazim permanece na fase organica.

Quanto as recuperagbes, os valores encontrados (70% - 106%) (TABELA 3),
encontram-se na faixa daqueles determinados por outros pesquis;adores para frutos em geral
(Kirkland, Holt e Pease, 1973; Bardalaye ¢ Wheeler, 1985; Liu et al., 1990; Kiigemagi et al.,

1991). O limite de quantificagdo foi de 0,5 mg/Kg.

TABELA 3: Recuperages dos residuos de Benomil em morangos.

Morango massa Fortificagdo Recuperagéo
(8 (mg/Kg) | (%)
10 1.0 90
10 1.0 80
10 1.0 70
10 0.5 106
10 0.5 97

10 0.5 85
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O residuo de Benomil variou apenas com a época de aplicag@o e entre as concentragdes
aplicadas, havendo efeito da interagéo entre esses dois fatores (Quadro 3 - Anexo e TABELA 4).

Nzo houve variagdo nos niveis residuais de Benomil durante o periodo de
armazenamento estudado. A literatura apresenta resultados comprovando redugéo consideravel
dos residuos de Benomil em morangos e mag¢is armazenados a baixa temperatura, embora o
periodo de armazenamento estudado tenha sido mais longo (Kepczynska citado por
Papadoupolou-Mourkidou, 1991; Cano, de la Plaza e Mufioz-Delgado, 1987). Entretanto essa
reducdo foi bem menor quando os frutos eram armazenados sob atmosfera modificada.

Kiigemagi et al (1991), tratando péras pds-colheita com Benomil com e sem cera e

armazenando os frutos a 10C por 6 meses, observaram que nos frutos tratados com cera, néo
houve varia¢do nos residuos de Benomil durante o armazenamento, entretanto nos frutos sem
cera, os residuos aumentaram mais de duas vezes do valor inicial, provavelmente devido &
desidfataq:éo dos frutos, o que levou a concentragio dos residuos.

Papadopoulou-Mourkidou (1991) observou em suas revisdes, que a degrada¢do dos
residuos de Benomil, Thiabendazol, Thiofanato-metilico, Carbendazim, Vinclozolim e Captan
aplicados pos-colheita, ¢ maior em magds armazenadas sob atmosfera normal do que sob
condi¢oes de atmosfera controlada.

Sabe-se que o Carbendazim ¢ estavel em pH 4cido e que o pH do morango, também
4cido, ndo variou durante o mesmo intervalo de tempo estudado neste trabatho e sob condi¢Ges de
atmosfera modificada, mantendo-se em valores médios de 3,5 (Scalon et al., 1995, 1996). Tais

evidéncias, podem justificar a néo variagio dos residuos deste agrotéxico durante o periodo

experimental.
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TABELA 4: Residuos de Benomil (mg/Kg) em morangos submetidos a tratamentos
pré e pos-colheita e armazenados por 6 dias.

Tratamento Dias de Dose de aplicagéo (ppm)
armazenagem 0 600 1200
0 nd 0,654 1,809
Pré-colheita 2 nd 0,870 2,014
4 nd 0,870 1,908
6 nd 0,900 1,730
Meédia nd 0,823 Bb 1,866 Aa
0 nd 1,611 1,835
Pés-colheita 2 nd 2,095 1,919
4 nd 2,010 2,013
6 nd 2,004 2,015
Meédia nd 1,930 Aa 1,945 Aa

Meédias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e minuscula na coluna sdo
estatisticamente iguais pelo teste F (P,0,05)

nd - ndo detectado (abaixo do limite de quantificagfo)

Os morangos tratados com Benomil pré-colheita, na forma de suspensdio no solo,
apresentaram menor residuo que aqueles tratados por imersdo pés-colheita.
O Benomil aplicado no solo é absorvido por agfo sistémica, via sistema radicular e
vasos condutores (Nilchonsom et al., 1972; Siegel, 1973; Jordan, 1973; Ben-Aziz et al., 1974).
Esse procedimento de aplicagdo deixa o agrotoxico exposto a agdo do meio ambiente por um
periodo prolongado sofrendo agéo degradante de fatores bi6ticos e abidticos. Ja na imersdo dos
frutos em suspensdo do agrotoxico, este é absorvido por contato, sendo que, esta suspensio
envolve o fruto por inteiro, ¢ a absorgéo ocorre de maneira mais homogénea e mais rapidamente,

ndo havendo interferéncia do meio ambiente.
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Provavelmente estas diferengas de disponibilidade e absor¢do, possam explicar a
diferenca nos niveis residuais de Benomil nos morangos em fun¢io da época de aplicagio.

Os efeitos da interaggio entre época de aplicagio e concentragdo de Benomil aplicados,
mostram que os residuos do agrotdxico aplicado no campo foram proporcionais as concentragdes
aplicadas. Entretanto, nos frutos tratados por imersdio, ndo houve diferenca residual entre as
concentragdes.

O Benomil formulado em pé-molhavel forma uma suspensdo em agua. Assim, pode ter
havido diferenga na concentragio do produto provocada por precipitagio do Benomil no
recipiente de imers&o, levando a uma concentra¢do menor do que a esperada. A suspensdo 600
ppm por ser menor que a de 1200 ppm, poderia estar mais homogénea. Na aplicagdo no campo, a
suspensdo foi submetida a constante agitagio, o que favoreceu manter a homogeneidade.

A boa prética agricola recomenda uma concentragdo de 600 ppm de Benomil aplicado
via pulverizagdo foliar, para controlar uma série de doengas do morangueiro. Observamos neste
trabalho que nos morangos tratados pré-colheita, exceto aos 2 dias de armazenamento, o nivel
residual encontrado nos frutos tratados com 1200 ppm esta dentro do limite estabelecido pela
legislagdo, a qual determina um limite méximo de residuo (LMR) de 2 mg/Kg de Benomil em
morango (Brasil, 1990). Entretanto, embora nfo tenha havido diferenca significativa entre as
épocas avaliadas, os morangos tratados por imersio apresentaram residuos um pouco acima do
LMR, apés o 2° dia para 600 ppm e 4° dia para 1200 ppm.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, observa-se que a dosagem
recomendada pelo receitudrio agrondmico para pulverizar a cultura do morangueiro, deixa

residuos nos frutos dentro do LMR mesmo quando o Benomil ¢ aplicado no solo.
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No tratamento pds-colheita, muitas vezes necessario como tratamento fitossanitirio
complementar, deveria ser utilizado uma concentragdo inferior aquela recomendada para
pulverizag@io, considerando que s#o necessérias aplicagdes de pesticidas no campo durante a
producdo, conforme observado neste trabalho, onde foram necessdrias aplicagdes de
ditiocarbamatos para controlar doengas fiingicas que surgiram nas parcelas ndo tratadas. Assim,
aplicacdes de Benomil durante a produgdo e na pos-colheita, forneceriam niveis residuais

cumulativos, que certamente iriam ultrapassar o LMR permitido.



4.4 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que o experimento foi realizado, os resultados encontrados permitem

concluir que:

e As concentragées de Benomil independente da época de aplicagdo, deixaram residuos nos

frutos dentro do limite recomendado pela legisla¢do.

o Os frutos tratados com 600 ppm de Benomil aplicado pré-colheita apresentaram a metade dos
residuos encontrados naqueles tratados com 1200 ppm.

o Os residuos de Benomil ndo variaram durante os 6 dias de armazenamento.



CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo procurou conciliar tratos culturais pré e pds-colheita e mecanismos
bioquimicos, que regulam as principais alteragdes responsaveis pela degradagéo do fruto durante
o amadurecimento. Como o morango é um fruto altamente perecivel, recomenda-se 0 minimo de
manuseio pés-colheita afim de evitar injirias e consequentemente, aceleragdo da maturagfio,que
causam grandes perdas de producio.

Um aspecto importante a ser ressaltado é o fato de ter-se armazenado os frutos tratados
com célcio por apenas 6 dias, uma vez que, a literatura mostra ser possivel armazenar morangos
por até 28 dias. Entretanto, o objetivo deste estudo nfio foi prolongar a vida 1til dos morangos,
mas sim, relacionar o comportamento dos residuos de Benomil e o efeito das aplicagGes de célcio
em morangos , sob condi¢bes de atmosfera modificada e 4 4° C. Um prolongamento no periodo
de armazenamento poderia impedir a deteccdio dos residuos que segundo a literatura, reduzem
durante o armazenamento dos frutos. Assim, sabendo-se o periodo minimo para que os residuos
de Benomil alcancem valores permitidos, pode-se prolongar a vida iitil dos frutos, garantindo sua

qualidade toxicoldgica.
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Como o comportamento da PME e PG n#o explicaram a solubilizacdo de pectinas,
estudos posteriores deveriam ser desenvolvidos com outras enzimas de parede celular visando
conhecer melhor o processo de amaciamento do morango.

Visualmente os frutos tratados e testemunha nfo apresentaram diferengas apds os 6
dias de armazenamento, embora quimica e bioquimicamente, tenha-se detectado diferencas
significativas.

Considerando os altos custos despendidos nessa cultura e visando melhorar a qualidade
e durabilidade dos frutos pés-colheita, os resultados obtidos mostraram que as aplicagdes de
célcio foram eficientes na alteragdo de alguns pardmetros envolvidos no amadurecimento dos
frutos. Embora esse ion nio seja dos mais onerosos, baseado nos resultados encontrados neste
estudo, concentragdes de 2% poderiam ser recomendadas e aplicadas via pulverizagio no campo,
sem alterar significativamente os custos, principalmente levando em consideragio a relagio
custos/beneficios trazida pela sua utilizagio.

Infelizmente, néo foi possivel realizar um estudo sobre a incidéncia de Botrytis cinerea
nos morangos deste trabalho, uma vez que a produgio sofreu grandes perdas no campo causada
por outros patégenos, o que reduziu grandemente a disponibilidade de frutos. Assim, um estudo
posterior relacionando os niveis residuais de Benomil em diferentes concentragdes e incidéncia de
doencas pés-colheita, seria necessério para se determinar a concentragio desse pesticida

recomendada para proteger os frutos, sem ultrapassar os LMR nos casos de efeito cumulativos.
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Quadro 1: Quadro de andlise de varidncia para célcio total, cdlcio ligado,pectina total, solavel,
solubiliza¢do de pectinas de morangos.

Causa de variagdo GL Catotal  Caligado PT PS  Solubiliza¢do

Forma 1 * * * * NS
Calcio 2 * * * * *
Epoca 3 NS * * NS *
FXC 2 * NS * * *
FXE 3 NS NS * NS *
CXE 3 NS * * * *
FXCXE 6 * * * * *
Residuo 24

CV (%) 6,06 7,22 7,91 8,91 7,65

Quadro 2: Quadro de analise de varidncia para atividade de poligalacturonase e
pectinametilesterase, grau de esterificagdo, celulose e vitamina C de morangos.

Causa de variaggo GL PG PME GE Celulose Vit. C
Forma 1 * * * Ns *
Célcio 2 * * * * NS
Epoca 3 * * * NS NS
FXC 2 * * NS NS NS
FXE 3 * * NS NS *
CXE 3 * * * NS NS
FXCXE 6 * * * NS NS
Residuo 24

CV (%) 7,16 3,86 13,24 13,44 11,04
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Quadro 3: Quadro de analise de variancia para Residuo de Benomil em morangos.

Causa de variagdo GL Residuo de Benomil
Forma 1 *

Calcio 1 *

Epoca 3 NS

FxC 1 *

FxE 3 NS

CxE 3 NS

FxCxE 3 NS

Residuo 16

CV(%) 18,05
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