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Resumen

Los tratamientos poscosecha tradicionales han generado biotipos resistentes que hacen necesaria la
busqueda de alternativas de otros fungicidas en citricos. Con este fin se plantean evaluar los niveles re-
siduales y determinar curvas y cinética de disipacion de pirimetanil en naranja Valencia, mandarina Cle-
mentina y Satsuma, utilizando QUEChERS, GC/NPD/MS. Se aplicaron concentraciones de pirimetanil
de 300 y 1000mg/l, cera al agua al 18 % y quitosano. La simulacién de transporte se realizé en camara a
5°C y humedad relativa de g5 %. Los valores medios de pirimetanil depositados en la superficie de los
frutos fueron de 500 a 700 y de 1000 a 1600ug/kg, para 300 y 100oomg/l aplicados respectivamente. Se
observaron diferencias significativas entre las diferentes variedades, incluso a igual dosis de fungicida
y recubrimiento. Las curvas de disipacion en fruta responden a una cinética de primer orden, obser-
vandose mayor velocidad de disipacion con quitosano. La mandarina Satsuma presentoé los menores
porcentajes de persistencia, entre 20-28 %, en tanto los frutos recubiertos con ceras entre 40-45 %. La
pérdida de peso fue menor para frutas recubiertas con cera. Los resultados demostraron que es factible
mantener el control fungico utilizando menores dosis de pirimetanil y quitosano como recubrimiento,
minimizando la contaminacién ambiental.

Palabras claves: frutas citricas, disipacion, pirimetanil

Pyrimethanil residue’s evolution and degradation kinetics in citric fruits

Abstract

Traditional post-harvest treatments have generated resistant fungal biotypes that make necessary to
search other fungicides as alternatives in citrus. For this reason, the evaluation of pyrimethanil residual
levels and their degradation curve and kinetics, in orange cv. Valencia and mandarin cvs. Clementina
and Satsuma, using QUEChERS, GC / NPD / MS, is proposed. Concentrations of pyrimethanil of 300
and 1000 mg /|, 18% water wax, and chitosan were applied. The transport simulation was performed in
a chamber at 5 °C and 95% relative humidity. The mean concentration values of pyrimethanil deposited
on the surface of the fruits were 500 to 700 and 1000 to 1600 ug / kg, for applications of 300 and 1000
mg / |, respectively. Significant differences were observed between the different varieties, even at the
same dose of fungicide and coating. The dissipation curves follow a first order rate kinetics, observing
a higher dissipation rate with chitosan. Mandarin cv. Satsuma presented the lowest percentages of per-
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sistence, between 20-28%; while fruits coated with waxes presented persistence between 40-45%. The
weight loss was lower in wax-coated fruits than the others. The results demonstrated that it is feasible
to maintain fungal control using lower doses of pyrimethanil and chitosan as a coating, minimizing en-
vironmental contamination.

Key words: citric fruits, dissipation, pirymethanil

Marco Teodrico

Las demandas de los mercados respecto de la calidad e inocuidad de frutos citricos frescos han im-
pactado en el desarrollo productivo del sector, expandiendo el area de innovacion tecnoldgica, a fin de
mejorar los procesos de aplicaciones de pre y poscosecha. Sin embargo, las practicas agricolas de pre
y poscosecha siguen siendo las tradicionales y el uso de fungicidas poscosecha es casi inevitable para
lograr preservar los frutos citricos hasta el momento de su comercializacién y/o consumo, fundamental-
mente en los paises importadores. Pero, en forma creciente se ha observado que el uso continuo de los
fungicidas tradicionales ha contribuido a la generacion de biotipos resistentes, fundamentalmente de
cepas de Penicillium digitatum, entre otros; por lo que se hace necesaria la busqueda de tratamientos
alternativos para lograr el efectivo control de la podredumbre de los frutos (Lado et al. 2011).

El quitosano es un polisacarido que presenta propiedades atractivas, puesto que es un biopolimero
con actividad antibacteriana, antifungica, biocompatible, biodegradable y no téxico. Los recubrimientos
de quitosano tienen capacidad de modificar la atmdsfera interna y por sus propiedades pueden pro-
longar la vida de almacenamiento y el control de la senescencia de los frutos (Devlieghere et al., 2004;
Fornes et al., 2005).

Es de destacar el importante desarrollo de nuevos recubrimientos comestibles y biodegradables con
propiedades antifungicas, tales como el quitosano, que representan una alternativa sin costos ambien-
tales y sin efectos adversos sobre la salud. Los mismos pueden ser utilizados como una alternativa
para reducir los indices de respiracion y transpiracion a través de la superficie de las frutas, retardando
el crecimiento microbiolégico y los cambios de color, y mejorando la textura y calidad de la fruta (Devlie-
ghere et al., 2004; Chien et al., 2007; No et al., 2007; Valencia-Chamorro et al., 2008).

Existe experiencia previa sobre la eficacia del pirimetanil para el control de mohos de la regién del
noreste argentino (NEA). Su aplicacion en los empaques no esta muy difundida y se dispone de escasa
informacion sobre su persistencia y cinética de disipacion en los frutos (Smilanick et al., 2005; Kanetis
et al., 2007(a); Kanetis et al., 2007(b)). En cultivos como vides y frutillas es utilizado para el control
eficiente de diversas cepas de mohos, tales como las de Botrittys cinerea, casos en los que se ha eva-
luado su persistencia en dicho cultivos.

El pirimetanil es un fungicida que pertenece al grupo de las anilinopirimidina, N-(4,6-dimetilpirimi-
din-2-il) anilina, de caracter sistémico y efecto translaminar, preventivo y de accién curativa temprana;
evita la germinacién de esporas y previene el desarrollo inicial del micelio; es inhibidor de la sintesis
de la metionina y secreciéon de enzimas hidroliticas que degradan la pared celular. Su utilizaciéon en
las aplicaciones de poscosecha es reciente, sin embargo se dispone de informacion en el laboratorio
respecto a la evolucion de los residuos (curvas de disipacion) y se ha determinado la cinética de degra-
dacion de pirimetanil en naranja Valencia.

Las dosis y concentraciones del principio activo son las variables que mayor influencia tienen en el
depdsito del fungicida sobre el fruto, sin embargo los procesos de aplicacién en los empaques también
pueden incidir, no en la carga inicial o depdsito del plaguicida, sino fundamentalmente en la posibilidad de
bloqueo por liposolubilidad en las ceras de recubrimiento, lo que genera una disminucion de la velocidad
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de degradacion y/o penetracion del fungicida en los frutos. Asi mismo, hay variaciones cuando las ceras
son aplicadas juntamente con el fungicida o cuando el encerado se efectua a posteriori (Montti et al., 1998).

Otro de los factores incidente sobre el depdsito del plaguicida en la superficie del fruto es la natura-
leza del sustrato vegetal, en este caso de los citricos, cuya corteza es rica en vesiculas oleosas y de
alto contenido en aceites esenciales, las diferentes variedades presentan por lo tanto una variabilidad
importante en la composicién de la corteza, rugosidad y texturas. Esto motiva consecuentemente que
para las mismas condiciones de aplicacion se observen diferencias en los niveles de plaguicidas depo-
sitados en el proceso (Montti et al., 1998).

Los residuos presentes en el momento de la recoleccion, comercializacidon o consumo, son el re-
sultado de las aplicaciones efectuadas. Las mismas no deberian sobrepasar la dosis minima eficaz y
efectuarse de la manera mas regular y uniforme posible.

El depdsito del plaguicida sobre el vegetal, a partir del momento de la aplicaciéon va disminuyendo
progresivamente por la accién de varias causas y éstas a su vez estan influenciadas por distintos fac-
tores, el conjunto de unos y otros determinan el modelo y velocidad de disipacién del plaguicida y la
cantidad de residuos en un momento dado (Thom et al., 1997; Da Silva et al., 2003; Pei et al., 2004;
Walter et al., 2005).

En general las reacciones de disipacién son de primer orden (Athanasopolous et al., 2005; Pose-Juan
et al., 2006), lo cual debe verificarse experimentalmente y determinar la constante (k) especifica de la
velocidad de reaccién, es decir que conociendo k podemos predecir el contenido de los Residuos a un
tiempo de retencion determinado (R,) dentro del periodo considerado, partiendo de un nivel residual a
tiempo cero igual a R segun las ecuaciones:

Velocidad de reaccion = —d[R] = k[R] (1)
dt

j:— d[R1[ R] = kdr

h 22 =kt R=R .e™ )

La evolucién de los residuos, en este caso los residuos del principio activo de los plaguicidas expre-
sados en mg/ kg de frutos frescos, puede ser determinada en la practica a partir de los datos obtenidos
de las muestras de vegetal recolectadas, segun plan de muestreo, desde el momento de la aplicacion
y a intervalos regulares de tiempo (Garland et al., 1999; Salvestrini et al., 2002; Pose-Juan et al., 2006;
Yiy Lu, 2006; Wei Li et al., 2008).

En general, si graficamos la cantidad de residuos (mg/kg) en el vegetal en funcién del tiempo
se observa la evolucion de los mismos en una curva de tipo aproximadamente exponencial. La expre-
sién analitica de estas curvas corresponde a la ecuacion (2).

A fin de no utilizar ecuaciones exponenciales se suele efectuar una transformacion a través de
una regresion lineal semilogaritmica y asi la curva se transforma en una recta del tipo:

InR =InR -kt (3) es decir: InR, =A-k.t (4)
donde A =In R,y k representa la pendiente de la recta afectada de signo negativo, pues es decrecien-
te. De esta forma A y k son las constantes, mientras que t (tiempo) y R, son las variables, la segunda

dependiente de la primera.

Ciencia, Docencia y Tecnologia - Suplemento | N°8 | Afovm | 2018 | (145-166) | 147



MONTTI, MARIAetal. | Evolucion y cinética de disipacion de residuos de pirimetanil en frutas citricas. ..

En funcién de las curvas de disipacion se han podido predecir los niveles residuales a un tiempo de-
terminado de aplicacion, verificAndose ademas la concordancia con los obtenidos experimentalmente
(Athanasopolous et al., 2003; Fenoll et al., 2008; Osman Khaled et al., 2008).

El concepto de vida residual media se la define como el tiempo, normalmente en dias (s6lo en casos
especiales en horas), que tarda la cantidad de residuos en llegar a un valor correspondiente a la mitad
de la cantidad inicial o depésito. Es una medida cuantitativa de la persistencia de los residuos y se la
representa por las siglas VR, o mas comunmente por RL,, correspondiente a su denominacion inglesa
«Residual Life» 50 % (Juraske et al., 2008). Es calculada a partir de la curva de disipacién, ya que basta
tomar en ordenadas el valor de residuo correspondiente al 50 % del depésito inicial y determinar en el
eje de abscisas cuantos dias han transcurrido desde la aplicacion.

De las ecuaciones puede deducirse y ser expresada como el valor de vida residual media:

T w _ 0.693 (5)
—k k

De dicha ecuacion, podemos observar que es independiente de la cantidad inicial de residuo (Tariq
et al., 2006; Bavcon Kralj et al., 2007; Li et al., 2008; Matthies et al., 2008).

La vida media residual tiene valores relativamente constantes en cada plaguicida, para cada especie
o variedad, especialmente en citricos conservados en condiciones controladas de temperatura, hume-
dad y circulacion de aire (Montti et al., 1998; Gerard et al., 2000). Sin embargo, debe ser considerado
como valor practico y orientativo, Util para comparaciones relativas, especialmente cuando los factores
que influyen en la disipacion del plaguicida son relativamente constantes.

Se han plateado como objetivos en el siguiente trabajo: determinar las curvas y cinética de disipa-
cion de pirimetanil en frutos citricos, aplicando como recubrimientos ceras al agua al 18 % y quitosano,
conservando los frutos en camara de simulacion de transporte (5°C, 95 % de humedad relativa y con
circulacién de aire). Ademas, establecer si existen diferencias significativas entre las frutas citricas:
Naranja Valencia, Mandarina Clementina y Mandarina Satsuma.

Objetivo

Se ha planteado como objetivo del trabajo evaluar los niveles residuales y determinar las curvas y
cinética de disipacion de pirimetanil en los frutos y establecer si existen diferencias significativas entre
las variedades citricas.

Metodologia

Se seleccionaron lotes de naranjas provenientes de la Estacion Experimental Concordia (INTA-Concor-
dia), de la variedad Valencia Delta, mandarinas de la variedad Clementina y Satsuma.

Los frutos fueron lavados y posteriormente se separaron lotes de 210 unidades por cada tratamiento
sobre los que posteriormente se procedié a evaluar los residuos, alteraciones fisiolégicas, mermas y
control de podredumbre.

En la linea de empaque de la Estacion Experimental INTA-Concordia se efectuaron las diferentes
aplicaciones por aspersion, utilizando pirimetanil a concentraciones de 300 y 1000 mg/l en soluciones
acuosas, estos mismos lotes posteriormente fueron recubiertos mediante aspersién con quitosano y
ceras al agua al 18 %.

Las muestras se conservaron en camara en simulacion de transporte a 5°C y 95 % de humedad rela-
tiva. Se efectuaron muestreos al ingreso a camara y cada 7 dias hasta el dia 31. Se tomaron triplicados
de 10 unidades por muestreo para cada uno de los tratamientos efectuados.
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La preparacion previa de las muestras involucrd la homogenizacion total de las unidades y las co-
rrespondientes alicuotas fueron conservadas a -18°C hasta su posterior analisis.

Las muestras se identificaron como blancos, muestras fortificadas e incégnitas. Se aplicé el método
QuEChERS modificado para la extraccion del analito en muestras y muestras adicionadas (Wilkowska
etal., 2011).

Metodologia extractiva

Se tomaron 10 g de muestra y se adicionaron 0,6 ml de hidroxido de sodio 5N y agitar en vortex 1 mi-
nuto. Se adicionaron 1 g de NaCl, 10 g de Na2S04 anhidro y 10 mililitros de acetonitrilo, agitandose
la mezcla en vortex y ultrasonido durante 5 y 10 minutos respectivamente. Luego se procedié a cen-
trifugar la muestra extrayendo la fase organica. El proceso de adicién y extraccion con acetonitrilo se
efectud hasta un volumen final de 25 mililitros. Los extractos fueron filtrados a través de membranas de
0,45um (Basa et al., 2003; Albero et al., 2005; Blasco et al., 2006; Walorczyk et al., 2009; Wilkowska et
al., 2011; Kwon et al., 2012), segun consta en la técnica optimizada en el Laboratorio para frutas citri-
cas: LIRA-ME-5.04.70: Determinacioén de plaguicidas organofosforados en frutas citricas por Cromato-
grafia gaseosa con detector de NDP y espectrometria de masa. En virtud de lo cual se prepararon los
triplicados de blancos de reactivo y blancos de muestras y a partir de las diferentes blancos de muestra,
los triplicados de muestras fortificadas a tres niveles de concentracion de pirimetanil (alto, medio y bajo)
dentro del rango lineal del método, a fin de evaluar si se cumplen los criterios de aceptabilidad estable-
cidos en el plan de validacién de la metodologia adoptada.

El tratamiento estadistico de los resultados indicé que no se observan diferencias significativas. Se
destaca que las recuperaciones oscilaron entre 90 y 98 %, siendo ademas similares a los observados
en la bibliografia (Basa et al., 2003; Blasco et al., 2006; Lesueur et al., 2008; Nguyen et al., 2008).

Se verificaron los tiempos de retencion y las diferentes condiciones cromatograficas 6ptimas a partir
de muestras fortificadas a distintas concentraciones.

Se utilizé un cromatégrafo gaseoso HP 6890 con detector de nitrégeno-fosforo a 290°C, inyector a
250°C y rampa del horno de 80°C durante 0,2 minutos y 42°C/minuto hasta 200°C y 10°C/minuto hasta
280°C durante 9 minutos.

Los analitos en las muestras fueron identificados por espectrometria de masa, utilizando un Croma-
tégrafo Gaseoso HP 6890N. Detector selectivo de masa HP5973N. Temperatura de interfase 280°C.
Temperatura de quadrupolo 150°C. Fuente de iones 230°C. Energia de ionizacion 70 e.V. Modo SCAN
entre 40 a 550 m/z con 0,2 s de escaneo. Modo SIM. Columna Agilent HP — 5MS 0,25 mm x 30 m x 0,25
um. Modo: flujo constante. Velocidad de flujo: 1 ml/min. Presion 7,64 psi. “Solvent delay” (retardo del
solvente): 9,8 minutos. Gas portador: Helio 99.9995 % y trampa de humedad e hidrocarburos.

Las condiciones del horno: Temperatura inicial: 80°C durante 0,2 min. Rampa: 42°C/min hasta 200 y
de 10°C/min hasta 280°C durante 9 min. Volumen de inyeccién 2 pl.

La secuencia de inyeccion se efectud iniciando las mismas con un blanco de reactivo y blanco
de muestra, posteriormente muestras fortificadas, muestras incognitas e intercalando en la secuencia
muestras fortificadas a diferentes niveles de concentracion hasta completar con los triplicados de todas
las muestras respectivas.

Se verificaron los Rt y en el modo de monitoreo selectivo de iones (SIM) se verificaron: el i6n principal
de 198 m/z y los iones cualificadores de 118 y 184 m/z.

Analisis de los resultados

Se procedio6 a analizar los resultados utilizando el software Statgraphics Centurion XV, versién 15.2.06
R, version 3.1.3, GraphPad Prism 5 version 5.00 y OriginPro version 90E y se efectud el analisis unidi-
mensional de los datos, valores medios, intervalos de confianza, coeficientes de variacion, normalidad
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de los datos, independencia de los residuos y homogeneidad de las varianzas. Se determinaron las
curvas de regresion lineal y los parametros estadisticos correspondientes. A partir de la curva de cali-
bracién con muestras fortificadas se determinaron los niveles residuales de pirimetanil, expresados en
ug/kg de fruta.

Resultados y Discusion

El tratamiento estadistico de los resultados de los triplicados de muestras fortificadas a tres niveles de
concentracion de pirimetanil (alto, medio y bajo) dentro del rango lineal del método, indicaron que se
cumplen los criterios de aceptabilidad establecidos en el plan de validacion de la metodologia adopta-
da, ya que no se observaron diferencias significativas en las pendientes de las rectas de linealidad para
las tres matrices

Se destaca que las recuperaciones oscilaron entre 90 y 98 %, siendo ademas similares a los ob-
servados en la bibliografia (Basa et al., 2003; Blasco et al., 2006; Lesueur et al., 2008; Noguyen et al.,
2008).

Posteriormente a las aplicaciones efectuadas, las muestras fueron procesadas y se determinaron los
niveles medios de pirimetanil en los frutos a fin de establecer la cantidad de pirimetanil depositados en
los frutos. En las tablas 1, 2 y 3 se presentan los datos estadisticos correspondientes.

TABLA 1. Valores medios de pirimetanil expresados en pg/kg de fruta correspondientes a muestras de Mandarina
Satsuma (n=5, a=0,05)

(ng/kg) MS? 300° C* MS 300 Q MS 1000 C MS 1000 Q
Promedio 685 654 1147 1073
Desv.std. 22 28 35 53

RSD 3,58 4,33 3,10 4,97

Intervalo 30 35 44 66

a Se refiere a Mandarina Satsuma. ° Se refiere a la concentracion de fungicida utilizada, 300 y 1000 mg/l. ¢ Se
refiere al tipo de recubrimiento utilizado, C: cera y Q: Quitosano

TABLA 2. Valores medios de pirimetanil expresados en pg/kg de fruta correspondientes a muestras de Naranja
Valencia (n=5, a=0,05)

Concentracion
N2 300" C° N300 Q N 1000 C N 1000 Q
(ng/kg)
Promedio 654 594 1582 1387
Desv.std. 43 42 32 51
RSD 6,6 7,06 2,04 3,71
Intervalo 53 52 40 63

a Se refiere a Naranja Valencia. ® Se refiere a la concentracion de fungicida utilizada, 300 y 1000 mg/l. © Se refie-
re al tipo de recubrimiento utilizado, C: cera y Q: Quitosano

Ciencia, Docencia y Tecnologia - Suplemento | N°8 | Afovm | 2018 | (145-166) | 150



MONTTI, MARIA et al.

Evolucion y cinética de disipacion de residuos de pirimetanil en frutas citricas. ..

TABLA 3. Valores medios de pirimetanil expresados en ug/kg de fruta correspondientes a muestras de Mandarina
Clementina (n=5, a=0,05)

(1g/kg) MC? 300" C° MC300Q MC 1000 C MC 1000 Q
Promedio 563 493 1340 1180
Desv.std. 33 25 42 66

RSD 5,87 5,07 3,13 5,63

Intervalo 41 31 52 82

a Se refiere a Mandarina Clementina. ® Se refiere a la concentracion de fungicida utilizada, 300 y 1000 mg/l. © Se
refiere al tipo de recubrimiento utilizado, C: cera y Q: Quitosano

En todos los ensayos de las diferentes matrices se identifico el analito presente en las muestras por
cromatografia gaseosa y espectrometria de masa. Se presentan en la figura 1 y 2 los cromatogramas
y espectros correspondientes a soluciones de estandares y muestras de frutas fortificados con pirime-
tanil; siendo el i6n principal (target ion) y los iones cualificadores: 198, 184 y 118 m/z respectivamente.

FIGURA 1. Cromatograma y Espectro de masa de pirimetanil en soluciones de estandares
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FIGURA 2. Cromatograma y espectro de masa de pirimetanil en muestras de fruta fortificadas.
Espectro comparativo con datos de biblioteca (Probability Based Matching).

A partir de estos resultados se efectuaron los analisis estadisticos correspondientes a fin de estable-
cer si existen diferencias significativas en los niveles medios (Dia 0 del muestreo o depésito) determi-
nados en los frutos de las diferentes variedades, para un mismo tipo de aplicacion y concentracion de
fungicida.
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Resumen Estadistico
A- Para el tratamiento con 300 mg/l de pirimetanil y recubrimiento con cera (300 C)

TABLA 4. Andlisis ANOVA

Desviacion | Coeficiente

. . .. Minim Maxim Ran
Estandar de Variacion ° aximo ango

Recuento | Promedio

MS 300C 5 685 24 3,58% 650 715 65
N 300C 5 654 43 6,61% 605 705 100
MC 300C 5 563 33 5,87% 522 605 83

TABLA 4. Analisis ANOVA (continuacion)

Sesgo Curtosis
Estandarizado Estandarizada
MS 300C -0,408336 0,0925932
N 300C 0,105055 -1,10821
MC 300C 0,0138092 -0,610207

TABLA 5. Valores Medios a intervalos de confianza del 95,0% para las tres variedades citricas

Error Estadistico

Casos | Media | (s agrupada) | Limite Inferior | Limite Superior
MS 300C 5 685 15,41 662 709
N 300C 5 654 15,41 630 678
MC 300C 5 563 15,41 540 587

Pruebas de Multiple Rangos

TABLA 6. Método: 95,0 porcentaje LSD de Fischer

Casos | Media | Grupos Homogéneos
MC 300C 5 563 X

N 300C 5 654 X

MS 300C 5 685

Verificacién de Varianza

Los estadisticos mostrados en la tabla 7 evaltan la hipétesis nula de que las desviaciones estandar
dentro de cada una de las 3 columnas de datos son iguales. Puesto que el valor-P es mayor o igual
que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con

un nivel del 95,0 % de confianza.
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TABLA 7. Test de Levene’s

Prueba Valor-P
Levene’s 1,05525 ([ 0,378298

Prueba de Kruskal-Wallis

La prueba de Kruskal-Wallis evalua la hipétesis nula de que las medianas dentro de cada una de las 3
columnas de datos es la misma. Puesto que el valor-P es menor que 0,05 existe una diferencia estadis-
ticamente significativa entre las medianas con un nivel del 95,0 % de confianza.

TABLA 8. Prueba Kruskal-Wallis

Tamaio de Rango
Muestra Promedio
MS 300C 5 11,5
N 300C 5 9,4
MC 300C 5 31

Estadistico = 9,58925 Valor-P = 0,00827411

B- Para el tratamiento con 300 mg/l de pirimetanil y recubrimiento con quitosano (300 Q)

TABLA 9. Andlisis ANOVA

Recuento | Promedio D; st\;i:;iaérn cos::;i;?;ide Minimo | Maximo | Rango
MS 300Q 5 654 29 4,33% 620 690 70
N 300Q 5 594 42 7,06% 547 654 107
MC 300Q 5 493 25 5,07% 460 524 64

Pruebas de Multiple Rangos

TABLA 10. Método: 95,0 porcentaje LSD

Casos | Media Hon(;:‘gzzseos
MC 300Q 5 493 | X
N 300Q 5 594 X
MS 300Q 5 654 X
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Verificaciéon de Varianza

TABLA 11.Test de Levene’s

Prueba Valor-P
Levene’s 0,594452 0,567329

Prueba de Kruskal-Wallis

TABLA 12. Prueba Kruskal-Wallis

Tamaio de Muestra Rango Promedio
MS 300Q 5 12,4
N 300Q 5 8,6
MC 300Q 5 3,0

Estadistico = 11,18 Valor-P = 0,00373503

C- Para el tratamiento con 1000 mg/l de pirimetanil y recubrimiento con cera (1000 C)

TABLA 13. Analisis ANOVA

Recuento Promedio Desvllacmn Coeﬁc.len.t’e de Minimo | Maximo | Rango
Estandar Variacién
MS 1000 C 5 1147 36 3,09% 1099 1190 91
N 1000C 5 1582 32 2,04% 1540 1624 84
MC 1000 C 5 1340 42 3,13% 1287 1395 108
Pruebas de Multiple Rangos
TABLA 14. Método: 95,0 porcentaje LSD
Casos | Media Grupos Homogéneos
MS 1000 C 5 1147 | X
MC 1000 C 5 1340 X
N 1000C 5 1582 X
Verificacion de Varianza
TABLA 15. Test de Levene’s
Prueba Valor-P
Levene’s 0,163444 | 0,851073
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TABLA 16. Prueba Kruskal-Wallis

Tamaiio de Muestra

Rango Promedio

MS 1000C |5 3,0
N 1000C (5 13,0
MC 1000C |5 8,0

Estadistico = 12,5 Valor-P = 0,00193045

Evolucién y cinética de disipacion de residuos de pirimetanil en frutas citricas. ..

D- Para el tratamiento con 1000 mg/l de pirimetanil y recubrimiento con quitosano (1000 Q)

TABLA 17. Analisis ANOVA

Recuento | Promedio Desvllacmn Coeﬁc.len.t’e de Minimo | Maximo | Rango
Estandar Variacion

MS 1000 Q 5 1073 53 4,97% 990 1120 130

MC 1000 Q 1180 66 5,62% 1085 1245 160

N 1000 Q 5 1387 51 3,71% 1320 1460 140
Pruebas de Multiple Rangos
TABLA 18. Método: 95,0 porcentaje LSD

Casos Media Grupos Homogéneos

MS 1000 Q 5 1073 X

MC 1000 Q 5 1180 X

N 1000Q 5 1387 X
Verificacién de Varianza
TABLA 19. Test de Levene’s

Prueba Valor-P

Levene’s | 0,210657 | 0,812984
Prueba de Kruskal-Wallis
TABLA 20. Prueba Kruskal-Wallis

Tamaiio de Muestra Rango Promedio

MS 1000 Q 5 3,6

MC 1000Q 5 7,4

N 1000 Q 5 13,0
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De dicho analisis podemos concluir que sélo se observan dos grupos homogéneos, los cuales co-
rresponden a Naranja Valencia y Mandarina Satsuma tratadas a 300 mg/I de pirimetanil y utilizando
como recubrimiento ceras. Sin embargo, las demas aplicaciones indican que el sustrato vegetal incide
en los niveles de fungicida depositados en los frutos, factiblemente debido a las diferencias en la su-
perficie o corteza de los frutos.

En la siguiente tabla (21) se presentan los valores medios de los depdsitos o carga inicial de piri-
metanil en las diferentes matrices:

TABLA 21. Dep0sito o carga inicial de los residuos de pirimetanil en frutas citricas. Valores medios expresados en

pg/kg de fruta entera.

Tratamientos Naranja Valencia Mandarina Satsuma Mandarina Clementina
300 mg/l + cera 654 685 563
300 mg/l + quitosano 594 654 493
1000 mg/I + cera 1582 1147 1340
1000 mg/I + quitosano 1387 1073 1180

Se determinaron los niveles residuales en los diferentes dias de muestreo, los cuales se efectuaron
para todas las variedades al ingreso a camara y hasta el dia 31 de almacenamiento. Los resultados
fueron analizados estadisticamente y los mismos se presentan en las siguientes tablas, para las dife-
rentes variedades y aplicaciones.

TABLA 22. Evolucion de los residuos de pirimetanil en naranja Valencia. Valores medios expresados en pg/kg de
fruta entera.

Tratamientos sobre Naranja Valencia | Dia 0 Dia7 | Dial7 | Dia24 | Dia31
300 mg/l + cera 654 576 488 398 245
300 mg/I + quitosano 594 485 309 214 140
1000 mg/l + cera 1582 1225 920 780 692
1000 mg/I + quitosano 1387 987 688 487 420

Tal como era de prever, la concentracion de fungicida en las aplicaciones incide en los niveles de
pirimetanil depositados en la superficie de los frutos. Ademas, podemos observar que para una misma
variedad e igual dosis de fungicida, los niveles residuales varian factiblemente debido al tipo de recu-
brimiento aplicado.

Se determinaron los niveles medios de pirimetanil en naranja Valencia en los diferentes tiempos de
muestreo efectuado, a fin de evaluar la evolucién de los mismos en los frutos, los cuales se expresan
como porcentaje de persistencia, segun tabla 23.
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TABLA 23. Persistencia de los residuos de pirimetanil en naranja Valencia expresados en porcentajes.

Tratamientos sobre Naranja Persistencia de pirimetanil (%)
Valencia Dia 7 Dia 17 Dia 24 Dia 31
N 300 mg/l + cera 88,6 75,1 61,2 37,7
N 300 mg/I + quitosano 81,2 51,8 35,8 23,5
N 1000 mg/I + cera 78,4 58,9 49,9 44,3
N 1000 mg/| + quitosano 71,5 49,9 35,3 30,4

En la figura 3 se ha graficado la evolucion de los residuos de pirimetanil en naranja segun los diferen-
tes tratamientos, es decir la variacion de los valores medios de pirimetanil (ug/kg) en funcién del tiempo.

FiIGURA 3. Curva de disipacion de pirimetanil en naranja Valencia.

A fin de determinar la cinética de degradacién de este fungicida se han graficado los Ln (ug/kg) vs.
dias de muestreo y las rectas de regresion lineal indican que dicha cinética de disipacién es de primer
orden.

FIGURA 4. Cinética de disipacion de pirimetanil en naranja Valencia.

Los valores de las pendientes de estas rectas nos indican la velocidad con la que se produce la dis-
minucién de los residuos en el tiempo.
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Tabla 24. Velocidad de disipacion de los residuos de pirimetanil en naranja Valencia.

Tratamientos Naranja Valencia Pendientes Vida Media (VR,))
N 300C 0,0289 24
N 300Q 0,0469 15
N 1000 C 0,0264 26
N 1000 Q 0,0391 18

Tal como puede observarse en la tabla 24, la mayor velocidad de disipacion corresponde al trata-
miento con una concentracion de 300 mg/l de pirimetanil y utilizando quitosano como recubrimiento y la
mas lenta ocurre para los frutos tratados con 1000 mg/l y ceras al agua.

Se determinaron los valores correspondientes a la V50 o vida media a partir de las curvas de disipacion,
ya que basta tomar en ordenadas el valor de residuo correspondiente al 50 % del depésito inicial y determinar
en el eje de abscisas cuantos dias han transcurrido desde la aplicacién. Es una medida cuantitativa de la
persistencia de los residuos y se la representa por las siglas VR50 o mas comunmente por RL50,

De las ecuaciones puede deducirse y ser expresada como el valor de vida residual media:

T w _ 0.693 (6)
—k k

De dicha ecuacion, podemos observar que es independiente de la cantidad inicial de residuo. La
vida media residual tiene valores relativamente constantes en cada plaguicida, para cada especie o
variedad, especialmente en citricos conservados en condiciones controladas de temperatura, humedad
y circulacion de aire (Montti et al., 1998; Gerard et al., 2000). Sin embargo, debe ser considerado como
valor practico y orientativo, util para comparaciones relativas, especialmente cuando los factores que
influyen en la disipacion del plaguicida son relativamente constantes.

Los resultados correspondientes a la evolucion de los residuos de pirimetanil en Mandarina Clemen-
tina se presentan en la tabla 25 y figura 5.

TABLA 25. Evolucion de los residuos de pirimetanil en Mandarina Clementina. Valores medios expresados en ug/
kg de fruta entera.

Tratamientos sobre Mandarina Clementina | Dia 0 | Dia 10 | Dia 17 | Dia 24 | Dia 31
MC 300 mg/I + cera 563 415 320 264 189
MC 300 mg/I + quitosano 493 300 219 134 98
MC 1000 mg/I + cera 1340 890 720 605 483
MC 1000 mg/I + quitosano 1180 | 780 604 475 328

TABLA 26. Persistencia de los residuos de pirimetanil en Mandarina Clementina expresados en porcentajes.

Tratamientos sobre Mandarina Persistencia de pirimetanil (%)
Clementina Dia 10 Dia 17 Dia 24 Dia 31
MC 300 mg/I + cera 76,6 59,0 48,7 34,9
MC 300 mg/I + quitosano 60,9 44,4 27,2 19,9
MC 1000 mg/I + cera 67,8 54,9 46,1 36,8
MC 1000 mg/I + quitosano 65,4 50,7 39,8 27,5
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FIGURA 5. Curva de disipacion de pirimetanil en Mandarina Clementina.

Las rectas de regresion lineal que indican la cinética y velocidad de disipacion de los residuos se han
graficado en la figura 6, en la que podemos observar que las maximas velocidades corresponden a los
tratamientos con 300 y 1000 mg/I de pirimetanil y quitosano como recubrimiento. Los valores de VR50
obviamente son los menores observados para dichos tratamientos.

FIGURA 6. Cinética de disipacion de pirimetanil en Mandarina Clementina

Ciencia, Docencia y Tecnologia - Suplemento | N°8 | Afovm | 2018 | (145-166) | 160



MONTTI, MARIAetal. | Evolucion y cinética de disipacion de residuos de pirimetanil en frutas citricas. ..

TABLA 27. Velocidad de disipacion de los residuos de pirimetanil en Mandarina Clementina.

Tratamientos Mandarina Clementina. Pendientes Vida Media (VR, )
MC 300 mg/l + cera 0,0335 21
MC 300 mg/I + quitosano 0,0530 13
MC 1000 mg/| + cera 0,0316 22
MC 1000 mg/I + quitosano 0,0405 17

TABLA 28. Evolucion de los residuos de pirimetanil en Mandarina Satsuma. Valores medios expresados en ug/kg
de fruta entera.

Tratamientos sobre

Di Dia 10 | Dia 17 | Dia 24 | Dia 31
Mandarina Satsuma a0 1210 Dia17| Dia 24 | Dia 3

MS 300 mg/I + cera 685 535 430 355 275
MS 300 mg/| + quitosano 654 480 339 258 180
MS 1000 mg/l + cera 1147 | 880 720 600 453

MS 1000 mg/I + quitosano 1073 750 604 488 345

TABLA 29. Persistencia de los residuos de pirimetanil en Mandarina Satsuma expresados en porcentajes.

Persistencia de pirimetanil (%)
Tratamientos sobre Mandarina Satsuma
Dia 10 Dia 17 Dia 24 Dia 31
MS 300 mg/I + cera 78,1 62,8 51,8 40,1
MS 300 mg/| + quitosano 73,6 52,0 39,6 27,6
MS 1000 mg/I + cera 76,5 62,6 52,2 39,4
MS 1000 mg/I + quitosano 71,4 57,5 46,5 32,9

Los resultados correspondientes a los porcentajes de persistencia al dia 31 de almacenamiento,
para esta otra variedad de mandarina son mayores a los anteriores y la velocidad de disipacion es mas
lenta en todos los tratamientos, tal como puede observarse en las figuras 7 y 8, y en la tabla 30.
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FIGURA 7. Curva de disipacion de pirimetanil en Mandarina Satsuma.

FIGURA 8. Cinética de disipacién de pirimetanil en Mandarina Satsuma

TABLA 30. Velocidad de disipacién de los residuos de pirimetanil en Mandarina Satsuma.

Tratamientos Mandarina Satsuma Pendientes Vida Media (VR_))
MS 300 mg/I + cera 0,0293 24
MS 300 mg/I + quitosano 0,0418 17
MS 1000 mg/l + cera 0,0294 24
MS 1000 mg/I + quitosano 0,0348 20
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En las siguientes tablas se presenta un resumen de los valores medios obtenidos para las tres varie-
dades citricas respecto a los porcentajes de persistencia al dia 31 (D31) y los correspondientes valores
de VRS0 para los diferentes tratamientos de poscosecha efectuados.

TaBLA 31. V,, de los residuos de pirimetanil en las frutas citricas segun los diferentes tratamientos efectuados.

Tratamientos
Frutas Citricas 300C 300 Q 1000 C 1000 Q
VR,,
Naranja Valencia 24 15 26 18
Mandarina Clementina 21 13 22 17
Mandarina Satsuma 24 17 24 20

TABLA 32. Persistencia de los residuos de pirimetanil en las frutas citricas al dia 31 segun los diferentes
tratamientos efectuados.

Tratamientos

Frutas Citricas

300C

300 Q

1000 C

1000 Q

Dia 31 de almacenamiento Persistencia de Pirimetanil (%)

Naranja Valencia 37,7 23,5 44,3 30,4
Mandarina 34,9 19,9 36,8 27,5
Clementina

Mandarina Satsuma 40,1 27,6 39,4 32,9

En dichas tablas podemos observar que los valores de persistencia y VR 50 minimos corresponden
a la variedad de mandarina Clementina.

Esta degradacion y/o disipacion de los residuos en esta variedad puede ser debida factiblemente a
la naturaleza del tejido vegetal, fundamentalmente a las caracteristicas de la corteza, la cual es mas
delgada y por lo tanto con menor contenido de vesiculas oleosas. Otra causa posible son los procesos
enzimaticos que ocurren en el interior del fruto, ya que este fungicida tiene la propiedad de ser sisté-
mico vy, por lo tanto, al penetrar en el sustrato vegetal se degrada quimicamente por el metabolismo
propio del fruto.

Se efectuaron los controles de pérdida de peso de las frutas y se observo el nimero de frutas con po-
dredumbre durante los dias de almacenamiento en condiciones controladas. El porcentaje de pérdida
de peso fue de aproximadamente un 11 y 13 % para las frutas con recubrimiento de cera y quitosano
respectivamente.

Respecto a la incidencia de podredumbre verde se observd que, en general, las frutas a mayor
concentracion de pirimetanil y recubiertas con quitosano presentaron los menores porcentajes de po-
dredumbre. En particular, el promedio fue de 4 a 0 % para las aplicaciones de 300 y 1000 mg/I de piri-
metanil y quitosano respectivamente, y de 13,3 y 11 % para 300 y 1000 mg/I de pirimetanil y con ceras
como recubrimiento.
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Conclusiones

Podemos concluir que la persistencia de los residuos de pirimetanil en fruta, expresada en porcentajes
medios, presenta diferencias significativas para los diferentes tratamientos. Asimismo, existen diferen-
cias significativas entre las diferentes variedades, aun para una misma dosis del fungicida y el mismo
recubrimiento.

Los mayores porcentajes se observan en los que se utiliza como recubrimiento ceras hidrosolubles,
esto es factiblemente debido a un mayor bloqueo del fungicida por liposolubilidad en la superficie del
fruto. En cambio, los frutos con recubrimiento de quitosano presentan una notable disminucion de los
porcentajes de persistencia en todo momento del muestreo

Las curvas de disipacion en todos los frutos responden a una cinética de primer orden, observandose
que la velocidad de disipacion es mayor cuando el recubrimiento aplicado es quitosano y respecto a
las variedades es la mandarina Satsuma la que presenta menores porcentajes de persistencia, entre
20 y 28 %, factiblemente debido a una mayor actividad enzimatica del sustrato vegetal. En los frutos
recubiertos con ceras la persistencia fue de 40 a 45 %.

Teniendo en cuenta la reglamentacion vigente para los niveles de pirimetanil admitidos en frutas ci-
tricas, de 10 mg/kg respectivamente, los valores observados en el presente trabajo estarian dentro del
rango de los valores permitidos. Por otro lado, se destaca que se han utilizado muy bajas concentracio-
nes de fungicida, lograndose el control adecuado de podredumbre y no existiendo dafos en la fisiologia
de los frutos; logrando ademas una importante minimizacion de la contaminacion.
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