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Fungicydy na skdrkach owocow.

Cz. |. Zrodta i analityka

Wprowadzenie

Na potkach sklepowych mozemy dostrzec owoce cytru-
sowe oraz banany, wygladajace niezwykle pieknie, Swiezo
i btyszczgco pomimo faktu, ze zanim znalazty sie w sprze-
dazy w danym punkcie sklepowym musiaty przebyc¢ dtugg
podrdz, pokonac tysigce kilometrow lezgc zapewne nawet
kilka tygodni w tadowniach statkdw, a nastepnie kolejne dni
lub tygodnie spedzity w rdznych magazynach dystrybuto-
row oraz hurtowniach. Najczesciej pochodzg one z upraw
konwencjonalnych, czyli takich, na ktdrych mozliwe jest
stosowanie pestycydow i herbicyddw. Kontrastem dla nich
sg owoce pochodzgce z certyfikowanych upraw ekologicz-
nych, ktore swoim wyglagdem czesto nie doréwnujg owocom
sklepowym, nie sg ani tak tadne, ani sie tak nie btyszcza,
mimo ze w smaku sg rownie znakomite. Cytrusy nie rosng
w naszym klimacie i sg transportowane z daleka. W zwigzku
zZ powyzszym wiekszo$¢ owocow cytrusowych trafiajgcych
na nasz rynek i do marketow jest zabezpieczana przed ze-
psuciem za pomocg substancji, ktére moga by¢ szkodliwe
dla zdrowia. W naszej pracy przedmiotem rozwazan bedg
jedne z owych substancji konserwujgcych — fungicydy.

Dlaczego zabezpieczamy owoce i warzywa
fungicydami i konserwantami?

Czy skorka cytrusow jest niejadalna? Kazdy pokarm,
w tym owoce i warzywa, po pewnym czasie sie psujg, ponie-
waz rozne drobnoustroje, takie jak bakterie i grzyby atakuja
je stwarzajgc sobie w nich wygodne ,lokum”. W zwigzku
z tym zabezpieczamy zywnos¢ przed szybkim rozktadem.
Mozna tego dokonac na kilka rdznych sposobow — wyko-
rzystujemy tutaj m.in. mrozenie, pasteryzacje, liofilizacje,
suszenie, dodawanie réznych konserwantow i wiele innych
metod. Jezeli natomiast zawezamy zakres do swiezych owo-
cow, ktorych skorek nie spozywamy, takich jak np. banany,
pomarancze, mandarynki, cytryny, czy grejpfruty, mozemy
zaobserwowac, ze ich skérke bardzo czesto pokrywa sie
woskami (ktére jednakze mogg wywota¢ w pewnych przy-
padkach reakcje alergiczne), w tym wosk pszczeli biaty i 26tty
(E 901), wosk carnauba (E 903) oraz szelak (E 904), ktore

uszczelniajg jg i zapobiegajg odparowywaniu wody. Dodat-
kowo stosuje sie takze substancje zapobiegajgce rozwijaniu
sie grzybow, czyli fungicydy. W przypadku wymienionych
powyzej owocow najpowszechniej uzywanymi fungicydami
sg imazalil i tiabendazol [1, 2].

Co to sa fungicydy?

Zgodnie z definicjag podawang w Encyclopedia of Food
Sciences and Nutrition fungicydem nazywamy kazdg sub-
stancje, preparat lub organizm, ktdry jest przeznaczony do
niszczenia lub kontrolowania wzrostu wszelkich grzybow
podczas produkcji, przechowywania lub dystrybucji towaru
rolnego badz zywnosci, w sytuacjach zagrazajgcych zdrowiu
zwierzat bad? ludzi. Istnieje wiele chemicznych i biologicz-
nych Srodkow grzybobdjczych, ktdre hamujg lub zabijajg
czes$c ze znanych grzybowych patogendw roslin [3].

Zrédta fungicydow
Istnieje kilka klasyfikacji fungicyddw, m. in. w zaleznosci
od ich miejsca zastosowania, wedtug ich sktadu chemiczne-
go, czy mechanizmu molekularnego w celu informowania
0 optymalnym zastosowaniu i zapobieganiu opornosci grzy-
bow. W zaleznosci od miejsca ich zastosowania wyrdznia sie:
® fungicydy glebowe, ktore dziatajg jako fumiganty glebo-
we lub wprowadzane sg do systemu korzeni rosliny;
® fungicydy ,dolistne” stosowane sg na zielone czesci
roslin, gdzie tworzg bariere ochronng;
® fungicydy stosowane na zebrane plony spozywcze lub
nasiona.
Ze wzgledu na sktad chemiczny wyrdznia sie nastepujgce
grupy fungicydow:
® fungicydy nieorganiczne na bazie siarki, miedzi i potasu.
Najczesciej stosuje sie je jako fungicydy na liscie oraz
w uprawach ekologicznych;
® fungicydy organiczne. Wiekszo$¢ z nich ma niskg toksycz-
nos¢, ale kilka z nich zostato zakazanych i wycofanych;
® biofungicydy. Nalezg do nich naturalnie wytwarzane
biochemikalia, np. ekstrahowane oleje i antybiotyki
wytwarzane w procesie fermentacji. S3 mato toksyczne
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dla kregowcdw, ale niekoniecznie bezpieczniejsze od
fungicyddw organicznych lub nieorganicznych [4-6].

Fungicydy wystepujace na skérkach owocow
Zostaty one dopuszczone do uzytku wytgcznie na skor-
kach owocow, ktdrych skdrki zazwyczaj nie zjadamy. Z dru-
giej strony, skorki cytrusow znajdujg zastosowania jako
dodatki do wypiekéw, do herbat czy lemoniady. Wszakze
wymienione fungicydy obecne na powierzchni owocow sg
toksyczne dla cztowieka i skorka kazdego z nich potraktowa-
na tymi fungicydami nie nadaje sie zasadniczo do spozycia.

Fungicydy stosowane na cytrusach:
imazalil i tiabendazol

Cytrusy, takie jak pomarancze, mandarynki, cytryny czy
limonki sg transportowane z daleka. W zwigzku z tym, na
ich skdrke nanoszone sg rdzne konserwanty, takie jak fun-
gicydy, ktére zapobiegaja psuciu sie cytruséw. Sposrdd nich
najbardziej popularny jest imazalil. Zdecydowanie rzadziej
stosuje sie tiabendazol.

Imazalil (1-[2-alliloksy-2-(2,4-dichlorofenylo)etylo]
imidazol) — o wzorze potstrukturalnym przedstawionym
na rys. 1 — jest okreslany réwniez jako enilkonazol lub
chloramizol. Stosuje sie go szeroko w rolnictwie, szczegdlnie
w uprawie owocdw cytrusowych. Zwigzek ten mozna réw-
niez wykorzystywa¢ w weterynarii jako miejscowy srodek
przeciwgrzybiczy [7, 8].

Cl Cl

Rys. 1. Wzor potstrukturalny imazalilu
(1-[2-alliloksy-2-(2,4-dichlorofenylo)etylo]imidazolu)

Tiabendazol (4-(1H-benzimidazol-2-ilo)tiazol) - o0 wzo-
rze potstrukturalnym przedstawionym na rys. 2 — jest
zwigzkiem organicznym bedgcym pochodng benzimi-
dazolu i tiazolu. Stosuje sie go jedynie powierzchniowo.
Dopuszczalna dobowa dawka dla cztowieka wynosi 0,1 mg
na kilogram masy ciafa. Jesli sie jej nie przekracza to tia-
bendazol nie wykazuje szkodliwego wptywu na organizm,
poniewaz ulega hydrolizie w watrobie i jest wydalany przez
nerki [6, 9, 10].
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Rys. 2. Wzor pdtstrukturalny tiabendazolu
(4-(1H-benzimidazol-2-ilo)tiazolu)

Tiabendazol, mozna wytworzy¢ na drodze heterocykli-
zacji. Zachodzi ona w reakcji o-fenylenodiaminy z kwasem
1,3-tiazol-4-karboksylowym przedstawionej na rys. 3 [11].
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Rys. 3. Reakcja syntezy tiabendazolu
(4-(1H-benzimidazol-2-ilo)tiazolu)

Oprdcz wymienionych przez nas najczesciej spotykanych
fungicyddw, mozna réwniez znalez¢ na skorkach owocéw
takie zwigzki jak o-fenylofenol, pirimetanil czy prochloraz.

Pierwszy z nich przedstawiony na rys. 4, czyli o-feny-
lofenol (2-fenylofenol) pod wzgledem budowy nalezy do
monohydroksylowanych izomeréw bifenylu. Jest to biocyd
stosowany jako konserwant o numerze E231. Gtownym
zastosowaniem 2-fenylofenolu — rolniczego srodka grzybo-
bdjczego — jest woskowanie owocow cytrusowych. Fungicyd
ten nie jest dozwolonym dodatkiem do zywnosci w Unii Eu-
ropejskiej, chociaz w 4 krajach cztonkowskich nadal jest do-
puszczony do stosowania po zbiorach. O-fenylofenol otrzy-
muje sie przez kondensacje cykloheksanonu z utworzeniem
cykloheksenylocykloheksanonu, ktdry ulega odwodornieniu.
W wyniku tej reakcji otrzymuje sie 2-fenylofenol [12, 13].

[ ‘

Rys. 4. Wzor pétstrukturalny 2-fenylofenolu

Rowniez sél sodowa 2-fenylofenolu znajduje zastosowa-
nie jako fungicyd i Srodek przeciwbakteryjny do celéw ko-
mercyjnych i konsumenckich. Przyktadowo stosowany jest
jako srodek konserwujacy i grzybobdjczy w opakowaniach
do zywnosci [14-16].

Pirymetanil (4,6-dimetylo-N-fenylo-pirymidyno-2-ami-
na) przedstawiony na rys. 5 jest zwigzkiem z grupy fungicy-
dow, ktdry nalezy do klasy aminopirymidyn, czyli pochodnych
N-fenylopirymidyno-2-aminy. Stosuje sie go do zwalczania
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szarej plesni na owocach, warzywach i roélinach ozdobnych,
atakze parcha lisciowego na owocach ziarnkowych. Petnirole
antagonisty receptora weglowodoréw arylowych, zanieczysz-
czenia $rodowiska, ksenobiotyku i przeciwgrzybiczego agro-
chemicznego srodka chemicznego. Ma szerokie spektrum
dziatania. Hamuje biosynteze metioniny, przez co wptywa
na tworzenie biatek i pézniejszy podziat komdrek [17, 18].

Same anilinopirymidyny sa wysokoaktywnymi fungicy-
dami przeciwko szerokiej gamie grzybdw. Charakteryzujg
sie one niska toksycznoscig. Zostaty wprowadzone w latach
90. XX wieku po rozwinieciu sie opornosci grzybow na di-
karboksyimidy [19].
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Rys. 5. Wzor pétstrukturalny pirymetanilu
(4,6-dimetylo-N-fenylo-pirymidyno-2-aminy)

Prochloraz (N-propylo-N-[2-(2,4,6-trichlorofenoksy)
etylo]imidazolo-1-karboksyamid) przedstawiony na rys.
6 — nalezy do fungicydéw imidazolowych. Jest on szeroko
stosowany w Europie, Australii, Azji i Ameryce Potudnio-
wej w ogrodnictwie i rolnictwie do kontrolowania wzrostu
grzyboéw [20, 21]. Jest inhibitorem enzymu niezbednego
do produkgji ergosterolu. Dziata rdwniez jako antagonista
receptoréw androgenowych i estrogenowych, jako agonista
receptora weglowodordw arylowych oraz jako inhibitor
enzymow w szlaku steroidogenezy. Prochloraz jest $rod-
kiem grzybobdjczym o szerokim spektrum ochronnym
i leczniczym, ktory nie jest szczegdlnie selektywny w swoim

dziataniu [20, 22].
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Rys. 6. Wzdr pdtstrukturalny prochlorazu
(N-propylo-N-[2-(2,4,6-trichlorofenoksy)
etyloJimidazolo-1-karboksyamidu)

Enancjoselektywnos¢

Fungicydy uzywane w sektorze rolniczym, tak jak wiele
innych substancji, s3 produkowane i sprzedawane bez roz-
rozniania zawartosci konkretnych enancjomeréw. Moze to
prowadzi¢ do naduzywania jednego lub drugiego enancjo-
meru i utrudniac ocene ryzyka stosowania.

Badanie chifiskich botanikdw z 2019 roku wzieto pod lupe
aktywnos¢ biologiczng dwoch enancjomeréw imazalilu: S-
-(+)-imazalilu i R-(-)-imazalilu, a takze odpowiadajgcym im
gtéwnym metabolitom, oznaczonym jako S-(+)-imazalil-M
i R-(-)-imazalil-M. Badanie to wykazato zwiekszong aktyw-
nos¢ biologiczng S-(+)-imazalilu wobec siedmiu typowych
patogendw roslinnych od 3,00 do 6,59 razy, niz przeciwny
enancjomer. Badania molekularne wskazujg na jego sil-
niejsze oddziatywanie hydrofobowe i niskoenergetyczng
konformacje w centrach wigzania z CYP51 — enzymem
grzybnym, niz R-(-)-imazalil. Natomiast ostra toksycznos¢
konformeru S byta 1,23-2,25 razy silniejsza wsrod bada-
nych patogenéw. Analiza sktadu gleby ze szklarni, w ktorej
rosty pomidory i ogorki traktowane tym konformerem nie
wykazata degradacji enencjoselektywnej w glebie. Oznacza
to, ze zastgpienie mieszaniny enancjomerdw preparatem
zawierajgcym wytacznie konformer S moze zmniejszy¢ ilos¢
pestycydow i ryzyko zwigzane z narazeniem na imazalil
wsrod organizméw wodnych [23].

Analityka

Czy da sie zmy¢ fungicydy z owocéw?

Trzeba by¢ Swiadomym, ze pewne ilosci zwigzkdw
toksycznych moga przedostac sie do srodka owocdw, acz-
kolwiek najwieksze ich stezenia wystepuja bezposrednio
na skorce lub tuz pod jej warstwa, dlatego tak bardzo ry-
zykowne dla zdrowia moze by¢ obieranie cytrusdéw gotymi
dtorimi, poniewaz w taki sposéb pozwalamy niebezpiecznej
toksynie przedostac¢ sie do wnetrza naszego organizmu
poprzez transmisje pozioma. Jezeli nawet umyjemy owoce
lub wyszorujemy je ptynem do mycia naczyn, a ponad to
dodatkowo wyparzymy wcigz okoto potowa poczgtkowej ilo-
$ciimazalilu pozostanie na skdrce. W sytuacji, kiedy kroimy
nieumyte owoce chocby nawet tylko na dwie potowki, wraz
z nozem bedg przedostawaty sie do wnetrza produktow
duze stezenia toksyn ze skdrki i jej okolic. Gdy obieramy
ze skorki pomarancze, mandarynki czy banany najczesciej
od razu je zjadamy, nie myjgc wpierw dtoni po ich obraniu.
W taki sposob wprowadzamy do organizmu toksyczne
substancje, ktdre na tej skdrce sie znajduja. Dlatego najle-
piej najpierw obra¢ owoc ze skorkii przed jego zjedzeniem
doktadnie umy¢ dtonie, a do herbaty czy lemoniady lepiej
wrzuci¢ plasterek bez skorki lub tylko wycisngé sok z owocu.
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Tabela 1. Rozmieszczenie pestycydow w owocach. Interpretacja wiasna na podstawie publikacji [24]

Przedmiot badan

Tiabendazol [mg/kg]

Imazalil [mg/kg]

skorka 0,29 0,64
migzsz 0,00 0,04
caty owoc 0,07 0,20

] 10

Estonscy naukowcy badali wystepowanie pozostatosci
pestycyddw na dostepnych na rynku pomaraniczach i ocenili
potencjalne metody ich mycia. Wyniki ich badan zostaty
przedstawione w Estonian Academy of Sciences. Chemistry
[24]. W celu okreslenia lokalizacji pestycyddw wykorzystano
cztery pomarancze. Dwie z nich zostaty zhomogenizowane
w cafosci. Dla dwoch kolejnych pomaraniczy skorki i migzsz
zhomogenizowano oddzielnie. Otrzymane ekstrakty prze-
analizowano za pomocg chromatografii gazowej. W tabeli
1 przedstawiamy wyniki tych badan [24, 25].

Sposrod analizowanych zwigzkéw wykryto najczesciej
wystepujace dwa fungicydy, czyli tiabendazol i imazalil.
Przedstawione wyniki pokazuja, ze najwiecej tych zwigzkdw
znajduje sie na skérce pomaranczy. W migzszu stezenie
tiabendazolu byto ponizej limitu detekcji. Natomiast bada-
nia wykazaty, ze niewielkie stezenie imazalilu znajduje sie
w migzszu owocu. Moze to by¢ zwigzane z tendencjg do dyfu-
zji trans-egzokarpialnej (egzokarp — zewnetrzna czes$¢ skorki)
tego zwigzku, wynikajaca z wysokiej polaryzacji imazalilu.

Przebadano piec réznych metod mycia owocdéw w celu
oceny skutecznosci usuwania fungicydéw z powierzchni
ich skorki. Analizy wykonano jedynie dla skdrek pomaran-
czy w celu poprawy poziomu detekcji tych zwigzkow i ich
ilosciowego oznaczania. Do przebadanych metod mycia
nalezg [24, 25]:

® zimna woda (temp. ok. 15°C);

® gorgca woda (60 — 70°C);

® mydto;

® ptyn do mycia naczyn (Fairy);

® kapiel ultradzwiekowa (10 min w temp. pokojowej).

W przypadku zwigzku, jakim jest tiabendazol mozna za-
obserwowac, ze mozna go wyeliminowac poprzez umycie
skdrki goracg wodg lub z wykorzystaniem ptynu do mycia na-
czyn. Dla pozostatych metod mozna jedynie zaobserwowac
zmniejszenie stezenia tiabendazolu. W przypadku imazalilu
zadna z przedstawionych metod nie powoduje catkowite-
go wymycia tego zwigzku ze skorki owocdw. Najmniejsze
stezenie tego zwigzku obserwuje sie po potraktowaniu
pomaranczy kapielg ultradzwiekowg [24, 25].

Spektroskopia ramanowska wzmocniona powierzch-
niowo (SERS) jest jedng z najszybciej rozwijajgcych sie
technik. taczy w sobie specyfike analizy typu ,fingerprint”
i wzmocnienie sygnatu, co daje zdecydowanie lepsze
wyniki od standardowej spektroskopii Ramana. Dzieki tej
metodzie mozna wykrywac $lady zwigzkdw organicznych,
zanieczyszczenia, pestycydy i wiele innych chemikaliow.
Spektroskopia ramanowska wzmocniona powierzchniowo
zostata wykorzystana do wykrycia tiabendazolu w ,bio”
cytrynach dostepnych na rynku rumunskim. Wyniki prze-
prowadzonych badan przedstawiono na wykresie rys. 7,
ktory ukazuje widma zaleznosci stezenia tiabendazolu od
mikromola do pikomola [26].

Widma SERS tiabendazolu rozpuszczonego w wodzie
o stezeniach w zakresie od 1,96 x 10 mol/L do 107 mol/L
pokazuja zakres spektralny osiggniety za pomoca przenosne-
go spektrometru. Sygnat pochodzacy od tiabendazolu przy pH
rownym 7 zostat zidentyfikowany w probce wody powstatej
po zanurzeniu ,bio” cytryny. Przed zanurzeniem, owoce
zostaty umyte woda z kranu. Po 15 minutach od zanurzenia
owocow, tiabendazol zaczat by¢ wykrywalny w wodzie [26].

Tabela 2. Wptyw rodzaju mycia pomaranczy na stezenie tiabendazolu i imazalilu. Interpretacja wtasna na podstawie

publikacji [24]

Sposob mycia Tiabendazol [mg/kg] Imazalil [mg/kg]

bez mycia 0,28 0,93

zimna woda 0,24 0,58

gorgca woda 0,00 0,57

mydto 0,13 0,92

ptyn do mycia naczyn 0,00 0,67

kapiel ultradZzwiekowa 0,13 0,44
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Rys. 7. Widma zaleznosci stezenia tiabendazolu od mikromola
do pikomola dla wybranych probek owocow: pomararicza, cytryna,
banan, grejpfrut i ,bio” cytryna. Gérne widmo pokazuje sygnat
zebrany z 10 ul wody, ktore powstato po zanurzeniu ,bio” cytryny
na okres 24 godzin. Interpretacja wtasna na podstawie publikacji [26].
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