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Tratamento térmico e quitosana no controle do bolor verde em tangor 

‘Murcott’ 

 

RESUMO 

 

Um dos fatores que contribui para a elevada quantidade de perdas quantitativas e 

qualitativas em citros é a ocorrência de podridões durante o armazenamento, transporte 

e comercialização das frutas. Quando permitido, a utilização de fungicidas ainda é a 

principal medida para o controle de podridões. No entanto, poucos são os produtos 

registrados para uso em pós-colheita. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de 

avaliar os efeitos do tratamento térmico e da quitosana no controle do bolor verde, 

causado por Penicillium digitatum, em tangor ‘Murcott’. O efeito dos diferentes agentes 

sobre o desenvolvimento in vitro do patógeno foi avaliado determinando-se o 

crescimento micelial e a germinação de conídios do fungo exposto a quitosana (0,5 ,1,0 

e 2,0%) ou ao tratamento térmico (45, 50 e 55 °C, pelos tempos de 30 s, 1 min, 2 min, e 

5 min). Para a avaliação dos efeitos dos agentes alternativos sobre o crescimento in vivo 

do patógeno, os frutos foram inicialmente inoculados com P. digitatum (105 esporos 

mL-1), tratados com os agentes alternativos em diferentes concentrações/temperatura e 

tempos de exposição, e armazenados a 25 °C / 80% UR, sendo avaliados, 

periodicamente, quanto à incidência e severidade da doença. Os agentes que se 

mostraram efetivos no controle da podridão foram aplicados em combinação para se 

avaliar a possibilidade de efeito aditivo, bem como seus efeitos sobre os atributos físico-

químicos de qualidade (perda de massa, cor de casca, sólidos solúveis, acidez titulável, 

ácido ascórbico) dos frutos. A possibilidade de os agentes induzirem respostas de defesa 

foi investigada inoculando-se os frutos em diferentes intervalos de tempo após o 

tratamento (24 e 48 h) e, periodicamente, foram retiradas amostras para análise da 

atividade de enzimas envolvidas na defesa (fenilalanina amônia-liase, polifenoloxidase 

e peroxidase). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco 

repetições e quatro frutos como unidade experimental. Os resultados demonstraram que 

o tratamento térmico (50 °C / 5 min) e a quitosana (2% / 1 min de imersão) reduzem o 

desenvolvimento do bolor verde em Tangor ‘Murcott’ armazenado a 25 °C ou sob 

refrigeração (5 °C). Em tangor ‘Murcott’, o tratamento térmico atua diretamente no 

controle de P. digitatum, promovendo efeito curativo nos frutos contra a podridão. A 

quitosana, além de atuar curativamente no controle do bolor verde, também pode 

proteger frutos de tangor ‘Murcott’ contra o patógeno, induzindo respostas de defesa.  

 

Palavras-Chave: Citrus, Penicillium digitatum, controle alternativo, indução de 

resistência. 
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Heat treatment and chitosan on the postharvest control of Green Mold on 

‘Murcott’ Tangor  

 

ABSTRACT 

 

One of the factors that contributes to the amount of quantitative and qualitative losses in 

citrus is the occurrence of rot during the storage, transportation and commercialization 

of fruits. When allowed, the use of fungicides is still the main measure for the control of 

rot. However, few products are registered for post-harvest use in Brazil. This work 

aimed to evaluate the effects of thermal treatment and chitosan on the control of green 

mold caused by Penicillium digitatum in 'Murcott' tangor. In vitro, it was evaluated the 

effect of the alternative agents on the pathogen development by assessing fungus 

mycelial growth exposed to chitosan (0.5, 1.0, and 2.0%) or heat treatment (45, 50, and 

55 °C, for the periods of 30 s, 1, 2, and 5 min). To evaluate the effects of the alternative 

agents on the pathogen in vivo growth, fruit were initially inoculated with P. digitatum 

(105 spores mL-1), treated with the alternative agents at different concentrations / 

temperature and time exposure and stored at 25 ° C / 80% RH. Fruit were periodically 

evaluated for disease incidence and severity. The agents that were effective in rot 

control were applied in combination to evaluate the possibility of additive effects, as 

well as its effects on the physical-chemical quality attributes (wheight loss, fruit skin 

color, soluble solids, acidity and ascorbic acid contents). The possibility of the agents to 

induce defense responses was also investigated by inoculating the fruits at different time 

intervals after treatment (24 and 48 h). Periodically, samples were taken to analyze the 

activity of defense related enzymes (phenylalanine ammonia-lyase, polyphenoloxidase 

and peroxidase). The experimental design was completely randomized, with five 

repetitions and four fruit as experimental unit. The results indicated that heat treatment 

(50° C / 5 min) and chitosan (2% / 1 min) reduced the development of green mold in 

'Murcott' tangor stored at 25 °C or under refrigeration (5 °C). In tangor 'Murcott', the 

heat treatment acts directly on the control of P. digitatum, promoting a curative effect 

on fruit against the pathogen. Chitosan, besides acting curatively in green mold control, 

can also protect 'Murcott' tangor against the pathogen by inducing defense responses in 

the fruit. 

 

Keywords: Citrus, Penicillium digitatum, alternative control, Induction of resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O Brasil é um dos três maiores produtores mundiais de frutas, com produção anual 

estimada de 43,8 milhões de toneladas (MDIC/SECEX, 2016). Apesar de se destacar como 

um dos maiores produtores mundiais, o país exporta, em média, somente 2% do total 

produzido e estima-se que o volume de perdas chegue a até 30% da produção (ANUÁRIO DE 

FRUTICULTURA, 2015). Nesse contexto, o Brasil é o maior produtor mundial de citros e o 

maior exportador de suco concentrado de laranja. Apesar de ter a laranja-doce [Citrus sinensis 

(L.) Osbeck] como principal espécie produzida, várias espécies de tangerinas e alguns de seus 

híbridos merecem destaque nos pomares brasileiros, quando o destino é o mercado nacional 

de frutas in natura, além do potencial para exportação (CITRUSBR, 2016; AZEVEDO et al., 

2010).  

Quanto às tangerinas, o país é o quinto maior produtor mundial, com 

aproximadamente 52 mil hectares plantados e produção de 960 mil toneladas (FAO, 2016). O 

Estado de São Paulo ocupa a primeira posição no ranking nacional, e responde por 32% da 

produção; destacam-se duas cultivares, a tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco) e o 

Tangor ‘Murcott’ [C. reticulata Blanco x C. sinensis (L.) Osbeck], as quais representam mais 

de 80% da área plantada (IBGE, 2015). 

Além da pequena quantidade de variedades de tangerinas disponíveis, as doenças pós-

colheita representam um sério obstáculo à cultura, uma vez que comprometem a qualidade e a 

quantidade dos frutos colhidos. Os bolores verde e azul, que têm como agente causal fungos 

do gênero Penicillium, são as principais doenças pós-colheita de frutos cítricos, destacando-se 

o bolor verde causado pelo P. digitatum (FEICHTENBERGER et al., 2005; LARANJEIRA et 

al., 2005). O fitopatógeno inicia a infecção por meio de ferimentos nos frutos e rapidamente 

causa sintomas de podridão mole, seguida pelo aparecimento de um micélio branco e esporos 

de cor verde oliva, tornando o fruto impróprio para o consumo em poucos dias. 

Para o controle do bolor verde, o uso de agrotóxicos ainda é o método mais utilizado, 

sendo recomendados os fungicidas dos grupos químicos benzimidazol e imidazol (AGROFIT, 

2016). No entanto, a preocupação mundial com relação à poluição ambiental e aos riscos à 

saúde promovidos pelos agrotóxicos, somado à resistência de patógenos aos fungicidas e a 

retirada de alguns produtos do mercado, têm levado ao aumento das pesquisas envolvendo a 

utilização de agentes alternativos aos agrotóxicos, potenciais indutores de resistência, para o 

controle de doenças pós-colheita (CIA et al., 2007). 
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Neste sentido, destacam-se alguns tratamentos físicos, como o térmico, e químicos, 

como a quitosana, um polissacarídeo de alta massa molecular derivado de crustáceos, que não 

deixam resíduos nos frutos e podem agir diretamente no controle de patógenos em pós-

colheita, além de atuarem como potenciais indutores de respostas de resistência nos frutos, 

por meio do aumento da atividade de enzimas de defesa. 

Assim, este trabalho teve por objetivo testar a hipótese de que o tratamento térmico e a 

quitosana podem atuar positivamente no controle do bolor verde em tangor ‘Murcott’, por 

meio da ativação de mecanismos de defesa nos frutos ou agindo diretamente sobre o 

patógeno. 

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Aspectos gerais de Tangerinas 

 

O centro de origem das tangerinas é, provavelmente, a Ásia, e esta cultura vem sendo 

produzida na China por muitos séculos (DONADIO et al., 2005). É um grupo que possui uma 

grande diversidade, mas a sua produção com o passar do tempo se deu para um pequeno 

número de variedades (PIO et al., 2005).  

As tangerinas e seus híbridos possuem, normalmente, plantas vigorosas, de tamanho 

médio a grande, crescimento ereto, com poucos espinhos, folhagem densa, com folhas 

médias, lanceoladas e de largura média, com ponta e com a nervura central proeminente; o 

pecíolo é típico e não-alado. Os frutos geralmente são de tamanho médio, forma oblata, base 

com pescoço pequeno ou sem pescoço, e ápice pouco deprimido. A casca é fina e firme, mas, 

geralmente, fácil de remover; o fruto apresenta a superfície lisa, de cor laranja a vermelha, 

com 9 a 13 gomos, facilmente separáveis e com eixo médio aberto. A polpa é laranja, sucosa, 

às vezes aromática e com poucas sementes mono ou poli embriônicas e com cotilédones 

verdes (HODGSON, 1967 citado por PACHECO, 2010). 

  A cultura é atrativa para o consumidor devido ao aspecto visual e sensorial, por 

serem delicadas, além da facilidade em serem descascadas (PACHECO, 2010). Algumas 

variedades têm apresentado grande expressividade no plantio, como a tangerina Ponkan e o 
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tangor ‘Murcott’ na região sudeste, e a tangerina Montenegrina na região sul (ANUÁRIO 

BRASILEIRO DE CITROS, 2016). 

 

2.2 Tangor ‘Murcott’ 

 

O tangor ‘Murcott’ é um híbrido de tangerina (Citrus reticulata Blanco) com laranja 

doce (Citrus sinensis [L.] Osb.) pertencente à Família Rutaceae; originou-se em um pomar 

abandonado do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, e foi propagado pela 

primeira vez por Charles Murcott Smith (MILANEZE, 2013). O tangor ‘Murcott’ é a segunda 

variedade mais importante cultivada em São Paulo, superada apenas pela tangerina Ponkan 

(ANUÁRIO BRASILEIRO DE CITROS, 2016). Nos Estados Unidos, é chamada de 

tangerina “Honey” (SAUNT, 2000).  

Suas árvores e frutos possuem diversas características de uma tangerina típica, tais 

como alto vigor, hábito de crescimento ereto e folhas lanceoladas, entre outras (DAVIES & 

ALBRIGO, 1994). Os frutos do tangor possuem formato achatado, de tamanho médio, com 

peso médio de 140 g e cerca de 20 sementes por fruto, com uma pequena cavidade em seu 

eixo central. Sua casca é de cor laranja vivo, com espessura fina, aderente e com vesículas de 

óleo; a polpa é de cor laranja vivo e sua textura é firme; seu suco é abundante, representando 

cerca de 48% do peso do fruto, com teor de sólidos solúveis médio de 12,6ºBrix e 0,92% de 

acidez titulável (DAVIES & ALBRIGO,1994; FIGUEIREDO, 1991). 

O tipo de fruto é o hesperídio, com casca formada por duas partes distintas, o albedo, 

parte mais espessa do mesocarpo de cor branca, e o flavedo, parte mais externa, rica em 

glândulas de óleos essenciais. Internamente, o fruto é dividido em diversos gomos que são 

revestidos por finas paredes membranosas que contêm as vesículas de suco e as sementes. O 

suco das vesículas contém açúcares, ácidos orgânicos, sais minerais, enzimas, carotenos e 

licopenos (KOLLER, 1994). 

Esta variedade atinge seu ponto de maturação mais tarde que as demais tangerinas 

com pico de produção, no Brasil, entre os meses de agosto a novembro (FIGUEIREDO, 

1991), sendo uma das últimas tangerinas a entrar no mercado. O tangor ‘Murcott’ possui 

ótima aceitação no mercado para o consumo in natura, porém sua casca é relativamente fina e 

bastante aderida ao fruto, o que dificulta seu descascamento. Apesar de não ser a tangerina 

preferida no mercado brasileiro, sua qualidade está entre uma das melhores entre as tangerinas 
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e seus híbridos. Sua casca e suco adquirem coloração alaranjada intensa no seu ponto ótimo 

de maturação, sendo bastante atrativa (DAVIES & ALBRIGO, 1994). 

Tangor ‘Murcott’ é classificado como fruto não climatérico devido ao seu padrão 

respiratório, apresentando um declínio lento e constante da respiração após ser colhido. Frutos 

deste grupo produzem baixas quantidades de etileno, caracterizado pelos baixos níveis de 

produção do mesmo devido à baixa atividade da enzima ACC sintase, chave para sua 

formação (KADER, 2002; SDIRI et al., 2012).  

O destino das tangerinas, inclusive o tangor ‘Murcott’, é em sua maioria o mercado de 

frutas in natura, ficando apenas para indústrias locais o processamento. Assim, atributos de 

qualidade de acordo com a preferência do consumidor são de extrema importância para uma 

boa comercialização (PACHECO et al., 2016). As características físico-químicas referem-se a 

sua aparência, sabor, odor, textura e valor nutritivo. Desde o produtor até o consumidor, o 

grau de importância desses atributos, individuais ou em conjunto, depende dos interesses 

particulares de cada segmento (CHITARRA & CHITARRA, 2005). 

As tangerinas para consumo in natura devem preencher requisitos de qualidade como: 

aspecto externo, coloração adequada da casca, tamanho de acordo com a preferência do 

consumidor, fácil descascamento, gomos com quantidades adequadas de suco, suco com 

adequado equilíbrio de acidez e sólidos solúveis, aroma característico, baixo número de 

sementes, resistência ao transporte, boa conservação e baixa incidência de doenças (PIO, 

1992). 

Após serem colhidos, os frutos cítricos são transportados em engradados plásticos ou a 

granel até o galpão, onde usualmente sofrem uma lavagem com desinfetantes (hipoclorito de 

sódio e/ou detergente neutro), seguida de aplicação de cera, podendo ou não receber 

fungicidas previamente ou em mistura a cera (FISCHER et al., 2007), com posterior 

armazenamento até a sua distribuição para os centros de comercialização. O armazenamento 

refrigerado tem sido a técnica pós-colheita mais utilizada para a preservação da qualidade de 

frutas frescas, pois reduz o metabolismo, diminuindo a perda de massa e retardando o 

desenvolvimento de patógenos causadores de podridões, além de atrasar a senescência 

(CHITARRA & CHITARRA, 2005).  

No entanto, nestas etapas do processo pós-colheita, as injúrias que podem acometer os 

frutos favorecem o desenvolvimento de podridões, destacando-se Penicillium spp. FISCHER 

et al. (2007) caracterizaram as injúrias pós-colheita de laranja ‘Pêra’, ‘Lima’ e ‘Natal’ e de 

tangor ‘Murcott’, destinados ao mercado interno, após diferentes etapas do beneficiamento em 
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galpões e constataram que o bolor verde (P. digitatum) foi a principal doença encontrada nos 

diferentes frutos cítricos.  

 

2.3 Bolor verde do Citros 

 

O bolor verde é uma doença pós-colheita de frutos cítricos, causada pelo fungo 

Penicillium digitatum, caracterizada inicialmente por uma podridão mole dos frutos 

avançando por cobertura da lesão com um micélio branco e por grande número de esporos de 

coloração verde que chegam a tomar o fruto por completo (FISHER et al., 2008). 

As colônias formadas em um único fruto podem produzir bilhões de conídios, sendo 

dispersos especialmente pelo vento (HOLMES E ECKERT, 1999). O P. digitatum possui alta 

capacidade de esporulação, característica importante no desenvolvimento de resistência a 

fungicidas registrados para o controle desta doença (SANTOS & MATOS, 2006).  

O primeiro estádio do desenvolvimento dos sintomas manifesta-se pelo surgimento de 

uma mancha circular mole de aspecto encharcado e pela ligeira descoloração da superfície 

afetada. Esta área mede aproximadamente meio centímetro e cede facilmente à pressão dos 

dedos. O segundo estádio compreende o aparecimento de micélio branco na superfície do 

fruto e o desenvolvimento, no centro do micélio, de uma massa de esporos verdes 

(LARANJEIRA et al., 2002). As lesões se desenvolvem rapidamente e a massa de esporos 

verdes são circundadas por uma faixa de crescimento micelial branco que é separada da área 

sadia por uma camada de tecido de casca encharcado. Quando a umidade é elevada o 

desenvolvimento da podridão mole é mais rápido, com completa desintegração do fruto e, em 

ambiente seco, os frutos murcham e mumificam. Uma vez alterada sua consistência, o fruto 

desprende um odor característico de frutos podres e torna-se impróprio para o consumo 

(FEICHTENBERGER et al., 2005). 

 O bolor verde é a doença de maior importância na pós-colheita dos citros e está 

disseminado em todos os países produtores, afetando todas as espécies e cultivares. Um maior 

cuidado deve ser tomado com as variedades produzidas para consumo in natura. A incidência 

da doença é dependente do clima e da forma como os frutos são trabalhados desde a colheita 

até a chegada ao consumidor (FISHER et al., 2008). 

O mercado internacional, além da qualidade das tangerinas, passou a exigir controle 

sobre todo o sistema de produção, incluindo análise de resíduos nos alimentos e estudo sobre 

o impacto ambiental, para suas importações (MALGARIM et al., 2007). A adequação das 
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operações relacionadas à pós-colheita, como a redução do uso de defensivos sintéticos, 

principal medida de controle para o bolor verde, será o grande marketing para o sucesso do 

agronegócio citrícola, além da boa qualidade do fruto (PIO, 1993). 

 

2.4 Controle de podridões pós-colheita  

 

O controle do bolor verde está diretamente ligado a práticas que visem à diminuição 

do inoculo no campo, como a eliminação de restos culturais com frutos infectados, evitar 

ferimentos durante a colheita e transporte dos frutos, higienizar equipamentos usados em 

todas as etapas do processo (TORRES et al., 2008). Quando permitido, a utilização de 

fungicidas ainda é a principal medida para o controle de podridões. No entanto, poucos são os 

produtos registrados para uso em pós-colheita; no Brasil encontram-se registrados para o 

controle pós-colheita do bolor verde em citros fungicidas pertencentes aos grupos químicos 

imidazol e benzimidazol (AGROFIT, 2016). 

 Os produtos da classe benzimidazol e imidazol são os mais utilizados para o controle 

de doenças pós-colheita, no entanto seu uso deve ser cuidadoso pois podem determinar 

isolados resistentes do patógeno (FRANCO & BETTIOL, 2002). A preocupação mundial 

com relação à poluição ambiental e aos riscos à saúde promovidos pelos agrotóxicos, somada 

à resistência de patógenos aos fungicidas e à retirada de alguns produtos do mercado, tem 

levado ao aumento das pesquisas envolvendo a utilização de produtos alternativos e 

potenciais indutores de resistência para o controle de doenças em pós-colheita (CIA et al., 

2007). 

A procura por agentes de controle alternativo com o objetivo de reduzir o uso de 

agroquímicos contribui para o desenvolvimento sustentável e para a competitividade do 

agronegócio citrícola. Além disso, facilita a criação de novos nichos de mercado por oferecer 

um produto diferenciado, com valor agregado e com uma melhor qualidade. Outra vantagem é 

a possibilidade de exportação, considerando-se que o comércio de frutas in natura no exterior 

exige que produtos entrem em seus países livres de pragas e doenças (MARO, 2010). 

Durante o desenvolvimento dos frutos e após sua colheita, a resistência natural a 

doenças geralmente declina, acarretando nos inevitáveis processos de infecção, doença e 

morte. O declínio da resistência natural dos frutos pode ativar infecções quiescentes e 

aumentar a severidade/incidência de doenças (TERRY & JOYCE, 2004). Assim, estratégias 

que visem à proteção do hospedeiro nas fases de maior suscetibilidade, são importantes num 
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programa de controle da doença. Produtos alternativos podem controlar doenças por meio da 

ativação de respostas de resistência nos tecidos vegetais, indução do acúmulo de proteínas 

relacionadas à patogênese ou pelo efeito direto sobre microrganismos (CIA et al., 2007). 

As plantas possuem mecanismos estruturais e bioquímicos que podem contribuir para 

sua resistência contra patógenos. Nas interações patógeno-hospedeiro, o patógeno utiliza 

substâncias químicas como hormônios, enzimas e toxinas para atacar os tecidos e, por sua 

vez, o hospedeiro procura se defender por meio de mecanismos estruturais ou bioquímicos, 

que podem ser subdivididos em pré-formados e pós-formados. Os mecanismos pós-formados 

é que são de interesse no fenômeno de indução de resistência (PASCHOLATI & LEITE, 

2005). A expressão da resistência induzida em plantas pode causar a morte de células 

hipersensíveis do hospedeiro circundando os sítios de infecção e o aumento da síntese de 

fitoalexinas e proteínas relacionadas à patogênese, como peroxidases (GUEST, 1998). 

Segundo Prusky (1996), quatro são os fatores que afetam o declínio da resistência 

natural dos frutos após a colheita: necessidades nutricionais do patógeno, compostos 

antifúngicos pré-formados, compostos antifúngicos pós-formados (fitoalexinas) e ativação de 

fatores fúngicos de patogenicidade. Os frutos possuem mecanismos estruturais e bioquímicos 

que podem contribuir para a resistência dos mesmos contra patógenos, envolvendo a ativação 

de mecanismos latentes de resistência por meio do uso de agentes bióticos ou abióticos. Os 

aspectos interessantes da indução de resistência são a ausência de especificidade, refletida 

pelos diferentes indutores passíveis de uso e pelo amplo espectro de fitopatógenos contra os 

quais o fruto é protegido e, a proteção local ou sistêmica, a qual ocorre à distância do sítio de 

aplicação do indutor e inoculação do patógeno (STICHER et al., 1997). 

Quando o patógeno está presente no fruto, metabólitos secundários são produzidos 

dando origem a substâncias que podem ser tóxicas e agirem diretamente sobre o patógeno. 

Três enzimas que catalisam essas reações são a fenilalanina-amonialiase (FAL), a 

polifenoloxidase (PFO) e a peroxidase (POD) e são a chave na síntese de compostos pós-

formados (ARFAOUIET et al., 2007; RAPUSSI et al., 2009).  

A FAL é a enzima do metabolismo secundário mais intensivamente estudada em 

plantas, devido sua importância nas reações do metabolismo dos compostos fenólicos, 

estabilidade e facilidade de preparação para os ensaios enzimáticos. Essa enzima é 

responsável pela desaminação da L-fenilalanina, transformando-a em ácido trans-cinâmico e 

amônia. O ácido trans-cinâmico pode ser incorporado em muitos diferentes compostos 

fenólicos (ácido 4-coumárico, ácido cafeico, ácido ferúlico e ácido sinápico), os quais estão 

presentes na formação de ésteres, cumarinas, flavonóides e ligninas (SCHWAN-ESTRADA 
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et al., 2008). Ela é a principal enzima da rota dos fenilpropanóides; catalisa a reação de 

formação de ácido cinâmico, pela retirada de uma amônia da fenilalanina que com a entrada 

do patógeno pode formar compostos biocidas (CAMM & TOWERS, 1973). Ela atua 

primeiramente na via onde os compostos fenólicos são formados e é ativada por fatores 

ambientais, como baixos níveis de nutrientes, luz e ataque de patógenos (FORNEY, 2003). 

A PFO está localizada nos plastídeos, e danos celulares causados pelo 

amadurecimento ou por invasão de fitopatógenos expõem essa enzima a compostos fenólicos, 

que são seus substratos. A reação catalisada pela PFO culmina na formação de quinonas, 

esses compostos podem se polimerizar à proteínas secretadas pelo patógeno durante a 

penetração e dificultar o processo de colonização (VAUGHN & DUKE, 1984; 

HOLDERBAUM et al., 2010). A polimerização das quinonas resulta na síntese de melanina, 

que por sua vez, atua como uma barreira física no sítio da infecção, enrijecendo a parede 

celular (WALKER & FERRAR, 1998). 

A POD catalisa a oxidação e a eventual polimerização de álcool hidroxicinâmico em 

presença de peróxido de hidrogênio, originando lignina. As peroxidases participam da 

oxidação de compostos fenólicos, os quais acumulam-se em resposta à infecção por 

fitopatógens (FRY, 1986), na biossíntese de lignina (INTRAPRUK et al., 1994.) entre outros 

processos. Mudanças na atividade das peroxidases são frequentemente correlacionadas à 

resposta de resistência ou suscetibilidade em diferentes patossistemas, principalmente pelo 

seu papel como catalisadora da reação de síntese de lignina, em presença de peróxido de 

hidrogênio (STANGALIN et al., 2011). 

Neste sentido, vários são os exemplos encontrados na literatura sobre a utilização de 

agentes bióticos e abióticos para o manejo de doenças pós-colheita, destacando-se alguns 

métodos físicos (UV-C, altas concentrações de CO2, tratamento térmico), a quitosana, o 

etanol, o ácido acético, o acibenzolar-S-metilico (ASM), inibidores da síntese ou ação do 

etileno (1-metilciclopropeno, ozônio) e os agentes de controle biológico (Candida oleophila, 

C. saitoana, Bacillus subtilis, Trichoderma spp., etc). Alguns destes podem atuar diretamente 

no controle de podridões, bem como por meio da indução de respostas de defesa em frutas.  

 

2.5 Tratamento térmico 

 

 O tratamento térmico é o agente físico utilizado comercialmente com a finalidade de 

controlar podridões pós-colheita em manga (55 °C / 5 min) e mamão (49 °C / 20 min) 
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(BENATO et al., 2001a; NASCIMENTO et al., 2002), se mostrando eficiente para o controle 

de patógenos em outras frutas, desde que os esporos fúngicos e as infecções quiescentes 

estejam na superfície ou nas primeiras camadas celulares de epiderme do fruto e que não 

sejam termo resistentes (LURIE,1998). Pode ser aplicado nos frutos por meio da imersão em 

água quente, vapor ou ar aquecido, consistindo na exposição das frutas a temperaturas 

moderadas ou elevadas, por curtos períodos, antes de refrigerá-las. 

A eficácia no controle de doenças está na combinação da temperatura e do tempo de 

exposição, que variam geralmente entre 45 e 60 °C, combinados com um tempo de segundos 

até vinte minutos. Muitos fatores influenciam o efeito do tratamento térmico: o produto 

(espécies, cultivares, tamanho, forma, condutividade térmica do tecido, condições de cultivo, 

maturidade na colheita), o patógeno (espécie e localização no hospedeiro) e as condições de 

tratamento (temperatura, duração, método utilizado para a aplicação de calor) (USALL et al., 

2016).  

O tratamento térmico pode reduzir o desenvolvimento do bolor verde do citros pela 

combinação do efeito direto sobre o patógeno e efeitos indiretos no hospedeiro. O calor pode 

afetar os esporos ou hifas de P. digitatum presentes na casca, dependendo da temperatura e 

duração do tratamento. Neste sentido, temperaturas mais elevadas são mais eficazes e o fator 

limitante é a susceptibilidade do fruto à injúria pelo calor. Por outro lado, o calor pode induzir 

mecanismos de resistência nos locais de infecção. Além da natureza e características do 

tratamento térmico, a indução depende do genótipo e de sua condição fisiológica quando o 

tratamento é aplicado (PALOU, 2013). 

Embora se saiba que tratamento térmico pode ter um efeito inibitório direto sobre 

patógenos pós-colheita (JEMRIC et al., 2011; ZHANG et al., 2008), o modo de ação não é 

bem compreendido. Os fungos expostos ao estresse abiótico, incluindo altas temperaturas, 

irão acumular espécies de oxigênio reativas (EROS) intracelularmente de maneira específica a 

cada espécie (ABRASHEV et al., 2008; LIU et al., 2010). As mitocôndrias são responsáveis 

pela maior parte das EROS intracelulares, sendo que o nível de EROS indesejáveis é muitas 

vezes acompanhado por disfunção mitocondrial, caracterizada por um colapso do potencial de 

membrana mitocondrial e uma diminuição do ATP celular (HELMERHORST et al., 1999; 

PRABHAKARAN ET al., 2005). Assim, o tratamento de frutos por meio do uso do calor 

pode inibir a germinação de esporos e o crescimento micelial de fitopatógenos, entre eles o P. 

digitatum ou P. italicum ou agir indiretamente no hospedeiro, induzindo diferentes 

mecanismos de resistência na casca, como manutenção da atividade de compostos 
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antifúngicos pré-formados e biossíntese de materiais semelhantes à lignina, fitoalexinas, 

proteínas relacionadas à patogênese ou proteínas de choque térmico (PALOU et al., 2008). 

O tratamento por meio da imersão dos frutos em água quente, além de reduzir a 

incidência de podridões localizadas na superfície, mantém a qualidade dos mesmos durante o 

armazenamento prolongado. São tratamentos fáceis e rápidos de serem aplicados (FALLIK, 

2004). Se aplicado antes do armazenamento, é uma alternativa aos fungicidas, tanto inibindo 

o crescimento do patógeno, como ativando os mecanismos de resistência do fruto (NAFUSSI 

et al., 2001). GARCÍA et al. (2016) imergiram tangerinas (Fortune, Ortanique, Ellendale, 

Clemenules e Hernandina) e laranjas (Navelate, Navelina, Lanelate, Salustiana e Valencia) 

em água a 53 °C por 3 min e observaram a redução do número de frutos apresentando 

sintomas do bolor verde.  

STRANO et al. (2014) avaliaram o uso do tratamento térmico no controle do bolor 

verde em laranjas ‘Tarocco’, por meio da imersão dos frutos em água a 52 e 56 °C por 20 s e 

verificaram que ambas foram eficazes na diminuição da germinação de esporos do P. 

digitatum. Em laranjas cvs. Washington Navel, Navelate e Valencia, PALOU et al. (2001) 

constataram que o tratamento dos frutos com temperaturas entre 50 a 55 °C foi eficaz no 

controle de P. italicum por meio da redução da incidência e da severidade da doença em 

frutos armazenados a 20 °C por até sete dias, sem afetar a qualidade. PORAT et al. (2000) 

observaram que o tratamento de tangerina ‘Minneola’, laranja ‘Shamouti’ e pomelo ‘Star 

Ruby’, a 56 °C por 20 s, reduziu o desenvolvimento de P. digitatum in vivo em 45 a 55%, não 

causando danos aos frutos e, in vitro, nessa mesma combinação tempo/temperatura, reduziu 

totalmente a germinação dos esporos. SCHIRRA et al. (2000) relacionaram os mecanismos de 

proteção de pomelos, tratados a 53 °C por 2 min, após serem inoculados com P. digitatum e 

P. italicum, à produção de materiais lignificados em poucas horas e no local de inoculação, 

seguido pelo acúmulo das fitoalexinas escoparona e escopoletina, além de quitinases. 

Além de frutos cítricos vários são os relatos que comprovam a eficiência do 

tratamento térmico no controle de patógenos; em pêssegos e nectarinas observou-se redução 

de 60% a 100% da podridão parda pela imersão dos frutos em água a 60 °C durante 20 a 60 s 

(CASALS et al., 2010; KARABULUT et al., 2010; SPADONI et al., 2013, 2014) e em maçãs 

contra a podridão de olho de boi e bolor azul pela imersão dos frutos a 45 °C durante 10 min 

(NERI et al., 2009), sem efeitos prejudiciais nos atributos de qualidade. O aumento da 

eficácia do tratamento foi conseguido em alguns frutos combinando-se o tratamento térmico 

com outros métodos de controle, como sais orgânicos, etanol, agentes de biocontrole e luz 

ultravioleta (MARGOSAN et al., 1997; PALOU et al., 2001, ZHANG et al., 2008). 
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Apesar dos resultados positivos, especialmente relacionados ao controle de patógenos, 

o tratamento térmico também pode promover danos aos tecidos dos frutos. Os danos pelo 

calor, conhecidos como escaldadura, podem ser externos e/ou internos. Os danos externos 

aparecem, geralmente, como escurecimento da casca ou manchas, podendo ocorrer um 

aumento na incidência de podridões. Danos internos podem ser notados pela descoloração ou 

escurecimento da polpa ou amolecimento anormal (LURIE, 2014). Em citros pode ocorrer 

oleocelose que é um distúrbio fisiológico causado pela liberação do óleo presente nas 

glândulas da casca, devido ao tratamento com altas temperaturas. O sintoma característico da 

é uma leve depressão na superfície da casca formando manchas circulares ou de contornos 

irregulares, de coloração amarela verde ou marrom, dependendo do estado de maturação do 

fruto (CHITARRA & CHITARRA, 2005). 

 

2.6 Quitosana 

 

A utilização de recobrimentos em frutos, além de melhorar a aparência, pode reduzir a 

perda de água, ter atividade antifúngica e modificar a atmosfera ao seu redor (SMITH et al, 

1987; CISNEROS-ZEVALOS & KROCHTA, 2003). Um produto que vem sendo estudado 

com essas finalidades é a quitosana, um biopolímero natural, biodegradável, biocompatível e 

não tóxico obtido a partir de desacetilação de quitina, originado do exoesqueleto de crustáceos 

(LIZARDI-MENDOZA et al. 2016). Existe um interesse considerável para a sua utilização na 

agricultura, devido à atividade antimicrobiana contra fitopatógenos, atividade formadora de 

filme, que atua como barreira à infecção e à capacidade de induzir mecanismos de defesa 

(ROMANAZZI et al., 2016). A quitosana tem sido amplamente relatada como um agente 

antimicrobiano, atuando contra bactérias, fungos e leveduras (BAUTISTA-BAÑOS et al., 

2006; RABEA et al., 2003).  

O produto tem-se mostrado não tóxico, biodegradável e pode atuar no controle de 

doenças por meio da ativação de respostas de resistência, como o acúmulo de enzimas de 

defesa, proteínas relacionadas à patogênese (proteínas-RP) e de fitoalexinas, ou pelo efeito 

direto sobre microrganismos (JIANG et al., 2005; ZHANG & QUANTICK, 1997). Com 

relação à indução de respostas de defesa em plantas, a quitosana atua como eliciador ao 

desencadear mecanismos estruturais de resistência, como a formação de papilas, e 

mecanismos bioquímicos, como a produção de fitoalexinas e proteínas-RP (CAVALCANTI 

et al., 2005). 
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A quitosana possui propriedades antimicrobianas diretas sobre os patógenos e mostrou 

controlar fungos e bactérias in vitro e in vivo, incluindo C. gloeosporioides, Rhizopus 

stolonifer, P. digitatum e Fusarium oxysporum (BAUTISTA-BAÑOS et al., 2013). Também 

foi verificado inibição do crescimento micelial de P. digitatum, P. italicum e B. cinerea 

(CHIEN & CHOU, 2006). EL GUILLI et al. (2016) avaliaram diferentes concentrações de 

quitosana in vitro e in vivo no controle do bolor verde em tangerinas e concluíram que a 

quitosana inibe o crescimento de P. digitatum nos frutos e in vitro. Também sensibiliza o 

fruto para responder mais rapidamente a um ataque de patógenos por meio da ativação de 

mecanismos de resistência, não alterando os atributos de qualidade durante o período de 

armazenamento.  

WAEWTHONGRAK et al. (2015) relataram o efeito da quitosana na redução da 

severidade do bolor verde quando tangerinas foram recobertas em concentrações de 5 a 10 mg 

L-1 de quitosana e, in vitro, observou-se a diminuição do crescimento micelial nas 

concentrações de 0,1; 1 e 5 mg L-1. SHAO et al. (2015), também observaram redução no 

crescimento micelial de P. digitatum in vitro e no desenvolvimento da doença em tangerina 

‘Satsuma’, nas concentrações de 0,5; 1 e 2,5% (m/v), constatando-se ainda um aumento na 

atividade da enzima FAL e das proteínas-RP (quitinase e β-1,3- glucanase). ZENG et al. 

(2010) submeteram laranjas Navel inoculadas com P. digitatum e P. italicum ao tratamento 

com quitosana (2%) por um minuto e constataram redução da incidência e severidade da 

doença e aumento da atividade de enzimas relacionadas à defesa. 

CIA et al. (2010) observaram que a quitosana, a 1,5%, reduziu a severidade e a 

incidência da podridão mole em caquis. In vitro, a quitosana inibiu completamente o 

crescimento micelial de R. stolonifer, em concentração tão baixa quanto 0,5%. Em pêssegos, a 

quitosana reduziu a incidência da podridão parda causada por M. fructicola (LI & YU, 2000). 

XU et al. (2007) relataram que a imersão de uvas ‘Red globe’ em quitosana a 1% reduziu a 

incidência de mofo cinzento, tanto em cachos inoculados previamente com B. cinerea, quanto 

em uvas não inoculadas. 

RAPUSSI et al. (2009) observaram que a quitosana exibiu potencial no controle da 

mancha preta e estimulou alguns mecanismos de defesa na casca de laranjas, como quitinase, 

β-1,3-glucanase, peroxidase e polifenoloxidase. O tratamento de pimentões e tomates com 

quitosana induziu hidrolases antifúngicas, como quitinases e β-1,3-glucanases e tais enzimas 

permaneceram com atividade elevada por 14 dias após os tratamentos, restringindo o 

desenvolvimento de B. cinerea em pimentões (EL GHAOUTH et al., 1997). 
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Em maçãs ‘Fuji’, a aplicação de quitosana (10 ou 20 g L-1), em diferentes pH (2,4, 4 

ou 5,6), foi avaliada com o objetivo de controlar a podridão amarga em pós-colheita, e seus 

efeitos sobre C. acutatum e a atividade da peroxidase nos frutos. A relação das diferentes 

concentrações de quitosana e os diferentes pH foi efetiva na redução da severidade da 

podridão amarga em maçãs. A suspensão de quitosana a 10 g L-1 e pH 4 foi a mais apropriada 

tecnicamente para o controle da doença, pois reduziu a severidade em 26%. O polissacarídeo 

não elevou a atividade de peroxidases nos frutos, mas reduziu a germinação de conídios e o 

crescimento micelial do patógeno (FELIPINI & DI PIERRO, 2009). 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos nos Centros de Engenharia e Automação (Jundiaí / 

SP) e de Ecofisiologia e Biofísica, do Instituto Agronômico. 

 

3.1 Avaliação do tratamento térmico e da quitosana sobre o desenvolvimento in vitro de 

Penicillium digitatum  

 

3.1.1 Germinação de esporos 

 

Para a avaliação da quitosana sobre a germinação de esporos foram utilizadas placas 

de poliestireno, as quais foram divididas em quatro quadrantes. Em cada quadrante foi 

depositado uma gota da suspensão de esporos em caldo de batata dextrose (104 esporos mL-1) 

e uma gota de quitosana (Sigma-Aldrich®), em diferentes concentrações (0,5; 1 e 2 % p/v). 

Para tanto, a quitosana foi diluída em ácido acético (0,5%) e o pH corrigido para 5,6, 

utilizando-se NaOH 1N.  Como testemunha, gotas da suspensão de esporos foram transferidas 

para as placas de poliestireno contendo apenas suspensão de esporos em caldo de batata 

dextrose ou com adição de ácido acético (0,5% v/v).  

Para a avaliação do tratamento térmico, a suspensão de esporos (104 esporos mL-1) em 

caldo de batata dextrose (BDC) foi transferida para tubos de ensaio, os quais foram mantidos 

em banho-maria sob diferentes temperaturas (45, 50 e 55 °C) e tempos de exposição (30 s, 1 
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min, 2 min e 5 min). Como testemunha, a suspensão de esporos em caldo de batata dextrose 

foi imersa em água sob temperatura ambiente. 

A germinação dos esporos foi paralisada com Lactophenol (Sigma-Aldrich®) após um 

período de incubação de 21 h, a 25 °C, e avaliada por meio da contagem de 50 esporos por 

quadrante com posterior cálculo da porcentagem de germinação.  O delineamento foi 

inteiramente casualizado com três repetições compostas por uma placa como unidade 

experimental, com avaliação de quatro quadrantes por placa. Os dados obtidos nos 

experimentos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparados pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. Para tanto, foi empregado o programa estatístico ASSISTAT.  

 

3.2.2 Crescimento Micelial  

 

Para a avaliação da quitosana sobre o crescimento micelial de P. digitatum, discos de 

micélio (5 mm) foram retirados de uma placa de petri após serem cultivados por oito dias e 

transferidos para o centro de placas contendo meio BDA incorporado com soluções de 

quitosana (Sigma-Aldrich®) em diferentes concentrações (0,5; 1 e 2 % p/v). Para tanto, a 

quitosana foi diluída em ácido acético (0,5%) e o pH corrigido para 5,6, utilizando-se NaOH 

1N. Como testemunha, discos de micélio foram transferidos para o centro de placas de 

poliestireno contendo apenas o meio BDA ou meio BDA com adição de ácido acético (0,5%).  

Para a avaliação do tratamento térmico sobre o desenvolvimento in vitro do fungo, seis 

discos de micélio (5 mm) foram transferidos para tubos de ensaio contendo 2 ml de água 

esterilizada, os quais foram mantidos em banho-maria sob diferentes temperaturas (45, 50 e 

55 °C) e tempos de exposição (30 s, 1 min, 2 min e 5 min). Após os tratamentos, os discos de 

micélio foram transferidos para placas de poliestireno contendo BDA. Como testemunha seis 

discos foram imersos em água sob temperatura ambiente. 

As placas foram mantidas a 25 °C em incubadora tipo B.O.D. e avaliadas diariamente 

medindo-se o diâmetro da colônia em duas direções opostas, até que o diâmetro da colônia de 

um dos tratamentos atingisse a borda da placa. Os dados obtidos foram utilizados para o 

cálculo do índice de crescimento micelial (ICM), de acordo com PERES et al. (2003), por 

meio da fórmula:  

ICM = C1N1
-1 + C2N2

-1 + ... + CnNn
-1 

Sendo, C1 = crescimento micelial no primeiro dia e N1 = número de dias. 
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis repetições 

compostas por uma placa como unidade experimental. Os dados obtidos nos experimentos 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. Para tanto, foi empregado o programa estatístico ASSISTAT. 

 

3.2 Avaliação do tratamento térmico e da quitosana sobre o desenvolvimento de 

Penicillium digitatum em tangor ‘Murcott’ 

 

3.2.1 Obtenção do material vegetal 

 

Os tangores ‘Murcott’ foram colhidos na Fazenda Santa Eliza Citros, localizada em 

Mogi Guaçu (SP). Os frutos foram colhidos com base na uniformidade de cor (valores médios 

de Hue: 72,2; Croma: 64,6, e Luminosidade: 63,1) e transportados ao Laboratório de 

Tecnologia Pós-colheita do Instituto Agronômico, onde foram selecionadas quanto à ausência 

de defeitos e podridões, lavados com detergente e desinfestados superficialmente com 

hipoclorito de sódio (1%) por um minuto. 

 

3.2.2 Inoculação dos frutos 

 

Os frutos foram primeiramente demarcados com caneta de retroprojetor para a 

identificação do local de inoculação, para confirmação de que os sintomas observados foram 

decorrentes da inoculação e não de infecção prévia (proveniente do campo), e inoculadas com 

suspensão de esporos de P. digitatum (4 a 5 x 105 esporos ml-1), em um ponto da região 

equatorial, com auxílio de uma seringa de cromatografia de 100 μL (Hamilton®), fazendo-se 

um ferimento de 1 a 2 mm de profundidade na epiderme do fruto, e aplicando-se uma alíquota 

de 10 μL de suspensão de esporos. O inoculo foi obtido por meio da lavagem, com água 

destilada, dos esporos de P. digitatum isolado de Tangor ‘Murcott’ e cultivado em meio de 

cultura BDA por oito dias em incubadora B.O.D., a 25 ºC, com alternância de luminosidade 

de 12 h. A concentração da suspensão de esporos foi ajustada em câmara de Neubauer. Após 

4 h da inoculação, os frutos foram tratados com os diferentes agentes alternativos de controle 

conforme descritos a seguir. 
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3.2.3 Avaliação do efeito curativo do tratamento térmico sobre o desenvolvimento do 

bolor verde em Tangor ‘Murcott’ 

 

Os frutos foram imersos em água aquecida, utilizando-se banho termostático 

(Fanem®), nas temperaturas de 45; 50 e 55 °C pelos tempos de 30 s, 1 min, 2 min e 5 min. As 

temperaturas avaliadas foram verificadas constantemente durante o período de tratamento dos 

frutos com auxílio de termômetro digital. Como testemunha, frutos foram imersos em água 

sob temperatura ambiente. Após estarem secos, os frutos foram armazenados a 25 ± 2 °C / 80 

± 5 %UR por um período de quatro dias. Durante o período de armazenamento, os frutos 

foram avaliados, diariamente, quanto à incidência (obtida pela contagem de frutos 

apresentando sintomas do bolor verde) e a severidade da podridão (diâmetro das lesões).  

Os dados obtidos nos experimentos foram utilizados para o cálculo da área abaixo da 

curva de progresso da doença (AACPD), conforme equação de CAPDEVILLE et al. (2002): 

 

Em que:  

Yi: severidade/incidência da doença na iésima observação;  

Yi+1: severidade da doença na época da avaliação i+1; 

 Ti: tempo (dias) na iésima observação;  

Ti+1: época da avaliação i+1;  

n: número total de observações.  

 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e contou com 

cinco repetições constituídas de quatro frutos como unidade experimental. Os dados obtidos 

nos experimentos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparados pelo teste 

de Tukey a 5% de probabilidade. Para tanto, foi empregado o programa estatístico 

ASSISTAT. 
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3.2.4 Avaliação do efeito curativo da quitosana no controle do bolor verde em Tangor 

‘Murcott’ 

 

Os frutos foram imersos em solução de quitosana (Sigma-Aldrich®), em diferentes 

concentrações (0,5;1; 2 e 3% p/v), durante um minuto, após diluição do produto em ácido 

acético (0,5%, v/v), com pH ajustado para 5,6 utilizando-se NaOH 1N. A testemunha foi 

composta por frutos imersos em água, por um minuto, bem como por frutos tratados somente 

com ácido acético (0,5%, v/v). Após estarem secos, os frutos foram armazenados a 25±2 

°C/80±5 %UR por quatro dias e avaliados diariamente quanto à incidência (obtida pela 

contagem de frutos apresentando sintomas do bolor verde) e severidade da podridão (diâmetro 

das lesões).  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetições 

compostas por quatro frutos como unidade experimental. Os dados obtidos nos experimentos 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. Para tanto, foi empregado o programa estatístico ASSISTAT. 

 

3.2.5 Avaliação do efeito curativo do tratamento térmico e da quitosana, aplicados 

isoladamente e em combinação, no controle do bolor verde em Tangor ‘Murcott’ 

 

Com base nos ensaios anteriores, um experimento foi conduzido utilizando-se o 

tratamento térmico (50 °C / 5 min) e a quitosana (2% / 1 min) aplicados isoladamente e em 

combinação no tratamento de tangor ‘Murcott’ para o controle do bolor verde. Para tanto, os 

frutos foram divididos em dois lotes. Um dos lotes foi composto por frutos inoculados com P. 

digitatum e após 4 h submetidos aos seguintes tratamentos: 1) Testemunha (imersos em água), 

2) Quitosana (2% / 1 min), 3) Tratamento Térmico (50 °C / 5 min) e 4) Tratamento térmico + 

Quitosana. Os frutos foram avaliados, diariamente, quanto à incidência (obtida pela contagem 

de frutos apresentando sintomas do bolor verde) e severidade da podridão (diâmetro das 

lesões) e os dados obtidos nos experimentos foram utilizados para o cálculo da área abaixo da 

curva de progresso da doença (AACPD). O segundo lote foi composto por frutos não 

inoculados e tratados conforme descrito anteriormente. Os frutos foram avaliados quanto a cor 

de casca (colorímetro HunterLab, sistema CIE L*, a*, b*), calculando-se o ângulo Hue, 

Croma e Luminosidade, o teor de sólidos solúveis (refratômetro digital Atago, modelo Palette 

PR-101), a acidez titulável (titulação com NaOH 0,1N até pH 8,1) e o teor de ácido ascórbico 
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(CARVALHO et al., 1990), bem como a perda de massa (%). Ambos os lotes de frutos foram 

armazenados sob refrigeração (5 °C ± 1 °C / 90 ± 5% UR) por quinze dias, seguido por 

transferência para 25  2 °C / 80  5 %UR onde permaneceram por mais cinco dias 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetições 

compostas por quatro frutos como unidade experimental. Os dados obtidos nos experimentos 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. Para tanto, foi empregado o programa estatístico ASSISTAT. 

 

3.2.6 Avaliação do efeito protetor do tratamento térmico e da quitosana no controle do 

bolor verde em Tangor ‘Murcott’ 

 

Para avaliação do efeito protetor do tratamento térmico e da quitosana no controle do 

bolor verde, os frutos foram primeiramente tratados termicamente (50 °C / 5 min) ou imersos 

em quitosana (2% / 1 min) e inoculadas após diferentes intervalos de tempo do tratamento (24 

e 48 h). Após serem inoculados, os frutos foram mantidos a 25  2 °C / 80  5 %UR e 

avaliados diariamente quanto à incidência e severidade da podridão. Os dados obtidos nos 

experimentos foram utilizados para o cálculo da área abaixo da curva de progresso da doença 

(AACPD). Com base na redução de sintomas em relação aos frutos testemunha, foram 

realizadas análises bioquímicas com o objetivo de quantificar as atividades das enzimas 

fenilalanina amônia-liase (FAL), polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD). As 

determinações dos teores proteicos foram feitas pelo método de BRADFORD (1976). Para as 

análises foram retiradas amostras de frutos apenas inoculados (P.d.= P. digitatum), frutos 

inoculados e tratados com quitosana (Quitosana 2% + P.d.), e frutos não tratados e não 

inoculados. 

Para determinação da atividade da fenilalanina amônia-liase (FAL) foi adaptada a 

técnica de YOUSSEF et al. (2014). Amostras de cascas (0,1 g) foram homogeneizadas 

mecanicamente em almofariz de porcelana na presença de 2,0 ml de tampão acetato 50 mM 

(pH 5,6) (tampão de extração), com posterior centrifugação (17.000 g / 30 min, a 4 °C). Os 

sobrenadantes foram coletados e a reação se desenvolveu misturando-se 10 μl do extrato com 

300 μl de L-fenilalanina 0,1 M, 590 μl de 0,1 M do tampão borato de sódio (pH 8,8) (meio de 

reação). Após 3 h de incubação a 30 °C, a reação foi paralisada pela adição de 300 μl de HCl 

(6N) e os tubos colocados em gelo por 5 minutos e re-centrifugados (10.000 g/ 5 minutos). A 
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quantidade de ácido cinâmico produzida foi medida espectrofotometricamente a 290 nm e a 

atividade de FAL foi expressa como ng de ácido cinâmico µg-1 de proteína total h-1. 

A atividade da polifenoloxidases (PFO) foi determinada adaptando-se o método usado 

por RAPUSSI et al. (2009). Amostras de cascas (0,1 g) foram homogeneizadas 

mecanicamente em almofariz de porcelana na presença de 2,0 ml de tampão acetato 100 mM 

(pH 5,0) (tampão de extração), com posterior centrifugação (20.000 g / 60 min, a 4°C). O 

sobrenadante se constituiu no extrato enzimático, mensurarando-se a oxidação do catecol 

convertido em quinona, reação esta mediada pela enzima em estudo. O substrato foi composto 

por catecol na concentração de 20 mM dissolvido em tampão fosfato de sódio 100 mM (pH 

6,8). A reação se desenvolveu misturando 900 μl do substrato e 100 μL do extrato enzimático. 

A temperatura de reação foi de 30 ºC, sendo as leituras em espectrofotômetro (420 nm) 

realizadas de forma direta por um período de 2 min. O diferencial entre a última e a primeira 

leitura foi utilizado para determinação da atividade. Os resultados foram expressos em 

unidades de PFO sendo que uma unidade de PFO foi definida como um incremento de 

absorbância de 0,001 por min de reação por mg de proteína total. 

A atividade da peroxidase (POD) foi determinada segundo a metodologia adaptada de 

KAR & MISHRA (1976), a 25 °C, através de método espectrofotométrico direto, pela medida 

da conversão do guaiacol em tetraguaiacol. Amostras de cascas (0,2 g) foram 

homogeneizadas mecanicamente em almofariz de porcelana na presença de 2,0 ml do meio de 

extração (tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 6,8), EDTA 0,1 mM, fluoreto de 

fenilmetilsulfônico 1 mM) com posterior centrifugação (4.000 g / 15 min, a 4°C). O meio de 

reação foi composto por 50 µL do extrato enzimático, 375 µL do tampão fosfato de potássio 

25 mM (pH 6,8), 635 µL de água, 200 µL de pirogalol 20,0mM e 240 µL do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) 20,0 mM. A leitura foi feita em espectrofotômetro a 420 nm durante 1 

minuto. A atividade da enzima foi expressa em μmol tetraguaiacol min-1 mg-1 proteína. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetições 

compostas por quatro frutos como unidade experimental. Os dados obtidos nos experimentos 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. Para tanto, foi empregado o programa estatístico ASSISTAT. 

 

 

4 RESULTADOS 
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4.1 Avaliação do tratamento térmico e da quitosana sobre o desenvolvimento in vitro de 

Penicillium digitatum 

 

4.1.1 Germinação de Esporos 

 

O tratamento térmico reduziu significativamente a germinação de esporos de P. 

digitatum nas combinações temperaturas x tempos de 45 °C / 5 min, 50 °C por 30 s, 1, 2 e 5 

min e 55 °C por 30 s, 1, 2 e 5 min. As maiores temperaturas e tempos de exposição 

acarretaram na maior porcentagem de redução da germinação de esporos, destacando-se as 

combinações de 50 °C / 5 min e 55 °C / 2 e 5 min. Essas combinações reduziram em 68%, 

74% e 78% a germinação de esporos, respectivamente, quando comparados com a testemunha 

(Figura 1). 
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Figura 1 – Germinação de esporos de Penicillium digitatum cultivado em batata-dextrose, 

submetido ao tratamento térmico e mantido em seguida a 25 ºC por 21 h em câmara BOD. 

Médias seguidas de mesma letra, não diferem significativamente entre si (Tukey ≥ 0,05). 

 

Com relação a quitosana não houve germinação de esporos em nenhuma das 

concentrações avaliadas quando comparado com a testemunha em água; no entanto, quando o 

fungo foi exposto somente ao ácido acético também não se observou germinação de esporos 

(Figura 2). 
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Figura 2 – Germinação de esporos de Penicillium digitatum , cultivado em batata-dextrose 

incorporado com diferentes concentrações de quitosana e mantido em seguida a 25 ºC por 21 

h. Médias seguidas de mesma letra, não diferem significativamente entre si (Tukey ≥ 0,05). 

 

4.1.2 Crescimento Micelial 

 

O tratamento térmico reduziu significativamente o crescimento micelial de P. 

digitatum, especialmente nas temperaturas de 50 °C e 55 °C, pelo tempo de exposição de 5 

min. Essas combinações de temperatura x tempo reduziram em 60% e 48%, respectivamente, 

o índice de crescimento micelial de P. digitatum, quando comparados à testemunha (Figura 

3). 
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Figura 3- Índice de crescimento micelial (ICM) de Penicillium digitatum submetido ao 

tratamento térmico, cultivado em BDA e mantido em seguida a 25 ºC por oito dias em câmara 

BOD. Médias seguidas de mesma letra, não diferem significativamente entre si (Tukey ≥ 

0,05).  

Com relação à quitosana, constatou-se que o cultivo do fungo em BDA, acrescido com 

o produto nas concentrações de 0,5 %, 1,0% e 2,0%, inibiu completamente o crescimento 

micelial de P. digitatum quando comparados com a testemunha (BDA) e com o meio foi 

acrescido somente de ácido acético (Figura 4). 
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Figura 4-  Índice de crescimento micelial (ICM) de Penicillium digitatum, cultivado em BDA 

incorporado com diferentes concentrações de quitosana e mantido em seguida a 25 ºC por oito 

dias em câmara BOD. Médias seguidas de mesma letra, não diferem significativamente entre 

si (Tukey ≥ 0,05). 

 

4.2 Avaliação do tratamento térmico e da quitosana sobre o desenvolvimento de 

Penicillium digitatum em tangor ‘Murcott’ 

 

4.2.1 Avaliação do efeito curativo do tratamento térmico sobre o desenvolvimento do 

bolor verde em Tangor ‘Murcott’ 

 

O tratamento térmico, a 50 e 55 °C por 5 min, reduziu significativamente a incidência 

e a severidade do bolor verde em tangor ‘Murcott’, em frutos inoculados 4 h antes dos 

tratamentos. Os frutos tratados a 50 °C/5 min apresentaram maior redução do 

desenvolvimento da doença quando comparados aos frutos imersos em água sob temperatura 

ambiente. O tratamento dos frutos a 50 °C por 5 minutos reduziu em 63% e 75% a AACPD 

para incidência e severidade do bolor verde, respectivamente, quando comparado à 

testemunha (Figuras 5 e 6). 
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Figura 5-  Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) para incidência (A) e 

severidade (B) do bolor verde em Tangor ‘Murcott’, inoculado com P. digitatum, submetido 

ao tratamento térmico e armazenado a 25 ± 2 °C / 80 ± 5 %UR durante quatro dias. Médias 

seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si (Tukey ≥ 0,05). 

 

Figura 6- Sintomas do bolor verde em Tangor ‘Murcott’ inoculado com P. digitatum e 

submetido ao tratamento térmico, após quatro dias de armazenamento a 25 °C / 80% UR.   
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4.2.2 Avaliação do efeito curativo da quitosana no controle do bolor verde em Tangor 

‘Murcott’ 

 

A quitosana, nas concentrações de 2 e 3% aplicada pela imersão dos frutos por 1 

minuto, reduziu significativamente a severidade do bolor verde em Tangor ‘Murcott’, em 

frutos inoculados 4 h antes dos tratamentos. Em ambas as concentrações estudadas os frutos 

tratados apresentaram redução de 67% da AACPD para severidade do bolor verde quando 

comparados à testemunha, porém não reduziram de maneira significativa a incidência da 

doença (Figuras 7 e 8). Frutos testemunha, tratados com ácido acético, não diferiram 

significativamente dos frutos tratados somente com água tanto para incidência quanto para a 

severidade do bolor verde. 
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Figura 7 - Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) para incidência (A) e 

severidade (B) do bolor verde em tangor ‘Murcott’ imerso em quitosana (0,5; 1; 2 e 3%), por 

1 min, 4 horas após a inoculação com P. digitatum, e armazenado a 25 ± 2 °C / 80 ± 5 %UR 

durante quatro dias. Médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si 

(Tukey ≥ 0,05). 
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Figura 8 - Sintomas do bolor verde em tangor ‘Murcott’ inoculado com P. digitatum e 

imersos em quitosana durante 1 min, após quatro dias de armazenamento a 25 °C / 80% UR.  

 

4.3 Avaliação do efeito curativo do tratamento térmico e da quitosana, aplicados 

isoladamente e em combinação, no controle do bolor verde em Tangor ‘Murcott’ 

  

O tratamento térmico (50 °C / 5min) e a quitosana (2% / 1min), aplicados 

isoladamente, reduziram significativamente a incidência e a severidade do bolor verde em 

tangerinas armazenadas sob refrigeração; a 5 °C, frutos tratados termicamente apresentaram 

redução de 93% da incidência e de 89% do tamanho das lesões, quando comparados com a 

testemunha; para a quitosana, a redução do número de frutos apresentando sintomas da 

doença foi de 39% e para a severidade a redução foi de 57% quando comparados com a 

testemunha. A combinação dos tratamentos reduziu em 90% e em 92%, respectivamente, a 

severidade e a incidência do bolor verde em frutos armazenados a 5 °C, porém não diferiu 

significativamente dos tratamentos aplicados isoladamente. Após a transferência dos frutos 

para 25 °C observou-se redução significativa da severidade das lesões em frutos submetidos 

ao tratamento térmico (48%), bem como para os frutos tratados com quitosana, com redução 

de 65% na severidade, quando comparados com a testemunha. Quando aplicados em 

combinação, a redução da severidade da doença foi de 70% (Tabela 1 e Figura 9).  
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Tabela 1-  Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) para incidência e 

severidade do bolor verde em tangor ‘Murcott’ inoculado com P. digitatum, submetido aos 

agentes alternativos [quitosana (2%/1 min), tratamento térmico (50 ºC / 5 min), e Quitosana+ 

Tratamento Térmico] e armazenado a 5 °C ± 1 °C / 90 ± 5 %UR, por 15 dias, seguido de mais 

cinco dias a 25 ± 2 °C / 80 ± 5 %UR.  

            AACPD  

Tratamentos Incidência  Severidade 

 

Testemunha 

Quitosana 

TT 

TT+ Quit 

5 °C 25 °C 5 °C 25 °C 

380 a 400 a 14,7 a 52,6 a 

230 b 340 a    6,3 b 18,5 b 

  25 c 255 a    1,6 c 27,5 b 

  30 c 280 a    1,5 c 16,0 b 

CV (%) 30 27 30 22 
Médias de cinco repetições com quatro frutos como unidade experimental. Médias seguidas de mesma letra, na 

coluna, não diferem significativamente entre si (Tukey ≤ 0,05).   

 

 

Figura 9 - Sintomas do bolor verde em Tangor ‘Murcott’ inoculado com P. digitatum e 

submetido aos tratamentos: testemunha (água), quitosana (Quit., 2%/1 min), tratamento 

térmico (TT, 50 ºC / 5 min), e Quitosana+ Tratamento Térmico (Quit. + TT). A: frutos 

armazenados por 15 dias a 5 °C/ 90% UR; B: frutos armazenados por 15 dias a 5 °C/90% UR 

+ 5 dias a 25° C/ 80% UR.  

A avaliação dos atributos de qualidade revelou que após 15 dias de armazenamento 

refrigerado (5 °C), os frutos tratados termicamente, com quitosana, bem como aqueles que 

receberam os tratamentos combinados não diferiram significativamente dos frutos testemunha 

para nenhum dos aspectos avaliados. Após a transferência dos frutos para 25 °C, 

comportamento semelhante foi observado; constatou-se que os diferentes tratamentos não 

influenciaram a cor de casca, o teor de sólidos solúveis, a acidez titulável, o teor de ácido 

ascórbico e a perda de massa (Tabela 2 e Figura 10).  
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Tabela 2- Sólidos solúveis (SS, °Brix), acidez titulável (Ácido cítrico, %), ácido ascórbico 

(mg AA 100 g-1 polpa) e cor da casca (°Hue, Chroma e L*) em tangor ‘Murcott’ imerso em 

quitosana (Quit., 2% / 1 min), tratados termicamente (TT, 50 °C/ 5 min) e aplicados em 

combinação (Quitosana + Tratamento Térmico), armazenados a 5 °C ± 1 °C / 90 ± 5 %UR 

por 15 dias, seguidos de mais 5 dias a 25 ± 2 °C / 80 ± 5 %UR. 

Atributos de qualidade 

Tratamentos Sólidos solúveis 

(°Brix) 

Acidez 

(% ácido cítrico) 

Ácido ascórbico 

(mg AA/100 g 

polpa) 

 

Testemunha 

Quitosana 

TT 

TT+ Quit 

5 °C 25 °C 5 °C 25 °C 5 °C 25 °C 

13,50 a 12,46 a 0,52 a 0,47 a 20,5 a 22,3 a 

12,46 a 11,30 a 0,48 a 0,45 a 20,9 a 23,8 a 

12,90 a 12,70 a 0,49 a 0,49 a 21,1 a 23,8 a 

12,56 a 12,10 a 0,47 a 0,45 a 22,3 a 24,9 a 

CV (%) 7,13 8,19 9,47 9,57 7,64 7,67 

Cor da casca 

Tratamentos                Chroma Hue (°Hue) Luminosidade 

(L*) 

 

Testemunha 

Quitosana 

TT 

TT+ Quit 

5 °C 25 °C 5 °C 25 °C 5 °C 25 °C 

67,60 a 60,40 a 72,34 a 73,54 a 64,04 a 60,14 a 

67,44 a 58,50 a 76,20 a 72,70 a 63,64 a 60,18 a 

69,44 a 60,14 a 76,88 a 72,88 a 64,50 a 59,84 a 

65,10 a 59,90 a 74,62 a 73,06 a 64,90 a 61,10 a 

CV (%) 6,57 2,47 5,92 2,14 2,46 2,55 
Média de cinco repetições, com seis frutos como unidade experimental. Médias seguidas de mesma letra, na 

coluna, não diferem significativamente entre si (Tukey ≥ 0,05). Caracterização: SS (°Brix) = 13,0; Acidez 

titulável (Ácido cítrico, %) = 0,53; Ácido ascórbico (mg AA 100 g-1 polpa) = 28,0 e Cor da casca, °Hue = 75,0, 

Chroma = 65,0 e L*= 63,0. 
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Figura 10 - Perda de massa (%) em tangor ‘Murcott’ imerso em quitosana (Quit., 2% / 1 

min), tratado termicamente (TT, 50 °C/ 5 min) e com a combinação quitosana + tratamento 

térmico (Quit. + TT), armazenados a 5 °C ± 1 °C / 90 ± 5 %UR por 15 dias, seguidos de mais 

5 dias a 25 ± 2 °C / 80 ± 5 %UR. Médias seguidas de mesma letra não diferem 

significativamente entre si (Tukey ≥ 0,05). 
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4.4 Avaliação do efeito protetor do tratamento térmico e da quitosana no controle do 

bolor verde em Tangor ‘Murcott’ 

 

A avaliação do efeito protetor, inoculando-se os frutos em diferentes intervalos de 

tempo após os tratamentos, revelou que a interação entre os diferentes tempos de inoculação e 

os tratamentos não foi significativa para severidade e incidência do bolor verde em frutos 

tratados termicamente (Figuras 11 e 13). 
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Figura 11 - Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) para incidência e 

severidade do bolor verde em tangor ‘Murcott’ tratado termicamente (50 °C / 5 min) e 

inoculados com P. digitatum 24 h e 48 h após o tratamento. Médias seguidas de mesma letra 

minúscula, para tempo, e maiúscula, para tratamento, não diferem significativamente entre si 

(Tukey ≥ 0,05). 

 

Para frutos tratados com quitosana observou-se redução do diâmetro das lesões 

quando inoculados 24 ou 48 h após os tratamentos (Figuras 12 e 13), não havendo redução do 

número de frutos apresentando sintomas da podridão ou interação significativa entre os 
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Figura 12 - Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) para incidência e 

severidade do bolor verde em tangor ‘Murcott’ tratado com quitosana (2%/1 min) e inoculado 

com P. digitatum 24 h e 48 h após o tratamento. Médias seguidas de mesma letra minúscula, 

para tempo, e maiúscula, para tratamento, não diferem significativamente entre si (Tukey ≥ 

0,05). 
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Figura 13- Tangor ‘Murcott’ submetido à quitosana (2% / 1 min) e ao tratamento térmico (50 

°C / 5 min) e inoculado com P. digitatum 24 h (A) e 48 h (B) após o tratamento.  

 

4.4.1 Análises bioquímicas 

 

A quitosana (2%/1 min) proporcionou diminuição na severidade da doença indicando 

a possibilidade da indução de respostas de defesa (Figura 11) nos frutos. Assim, foram 

avaliadas a atividade das enzimas fenilalanina-amônialiase (FAL), polifenoloxidase (PPO) e 

peroxidase (POD). Para as análises foram retiradas amostras da casca de frutos apenas 

inoculados (P.d.= P. digitatum), de frutos inoculados e tratados com quitosana (Quitosana 2% 

+ P.d.), e frutos não tratados e não inoculados (Não inoculado). 

Para frutos inoculados 24 h após a aplicação de quitosana, não se observou efeito 

significativo sobre a atividade das enzimas FAL, PPO e POD em nenhum dos tempos 

avaliados (Figura 14). No entanto, em frutos inoculados 48 h após o tratamento constatou-se 

um aumento significativo de 59% na atividade da FAL, 72 horas após a inoculação; a 

testemunha apresentou 3,18 ng ácido cinâmico g proteína-1 h-1 e os frutos imersos em 

quitosana, 5,38 ng ácido cinâmico g proteína-1 h-1 (Figura 15A). Com relação à POD 

observou-se um aumento de 71% na atividade de enzima em amostras retiradas 12 h após a 

inoculação dos frutos; a testemunha apresentou 3,56 μmol mg proteína-1 h-1   e os frutos 

tratados, 4,99 μmol mg proteína-1 h-1 (Figura 15C). Para PPO, não houve aumento 

significativo na atividade da enzima em nenhum dos tempos avaliados (Figura 15B).  
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Figura 14- Atividade da fenilalanina-amônialiase (A), polifenoloxidase(B) e peroxidase (C) 

em cascas de tangor ‘Murcott’ submetido à quitosana (2%/1 min), e inoculado com P. 

digitatum 24 h após o tratamento. Barras representam a média ± erro padrão. 
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Figura 15- Atividade da fenilalanina-amônialiase (A), polifenoloxidase (B) e peroxidase (C) 

em cascas de tangor ‘Murcott’ submetido à quitosana (2%/1 min), e inoculado com P. 

digitatum 48 h após o tratamento. Barras representam a média ± erro padrão. 
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5 DISCUSSÃO 

 

O controle de doenças pós-colheita por meio do uso de agentes alternativos é de suma 

importância quando o objetivo é a diminuição do uso irracional de fungicidas, e 

consequentemente dos resíduos acumulados em frutos, como as tangerinas. No Brasil, para o 

controle do bolor verde, o tratamento químico ainda é o método mais utilizado, sendo 

registrados os fungicidas dos grupos químicos benzimidazol e imidazol (AGROFIT, 2016) 

para o tratamento dos frutos em pós-colheita. No entanto, FISHER et al. (2013) relataram que 

quando populações dos patógenos (P. digitatum ou P. italicum) são submetidas a exposições 

repetitivas de fungicidas “sítio-específicos”, isolados resistentes podem ser prontamente 

selecionados, e observaram isolados de P. digitatum resistentes à fungicidas do grupo dos 

benzimidazóis. Agentes alternativos de controle que contribuam para a redução dos 

agrotóxicos, vão de encontro com a preocupação mundial com relação aos resíduos em frutos, 

bem como com a sustentabilidade do setor de produção e do meio ambiente. 

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro demonstraram que as diferentes 

combinações tempo x temperatura reduziram a germinação dos esporos e o índice de 

crescimento micelial de P. digitatum (Figuras 1 e 3), especialmente para a combinação 50 °C 

/ 5 min. Corroborando com os resultados obtidos in vitro, verificou-se in vivo, que o 

tratamento térmico (50 °C / 5 min) reduziu significativamente a severidade e a incidência do 

bolor verde em Tangor ‘Murcott’ em frutos mantidos a 25 °C por quatro dias (Figuras 5 e 6). 

Quando os frutos foram armazenados sob refrigeração (5 °C), por 15 dias, constatou-se que o 

tratamento térmico reduziu o número de frutos apresentando sintomas do bolor verde, bem 

como o tamanho das lesões; após transferência para 25 °C, onde permaneceram por mais 

cinco dias, constatou-se redução da severidade das lesões, mas não da incidência (Tabela 1 e 

Figura 9). A avaliação dos atributos de qualidade revelou que esta combinação tempo x 

temperatura não promoveu alterações no teor de sólidos solúveis, ácido ascórbico, acidez 

titulável, cor de casca e perda de massa (Tabela 2 e Figura 10). Vários são os autores que 

relataram a eficiência do tratamento térmico na redução do desenvolvimento de doenças sem 

prejuízos na qualidade dos produtos avaliados, corroborando com os resultados obtidos no 

presente trabalho. STRANO et al. (2014) submeteram laranjas sanguíneas inoculadas com P. 

digitatum ao tratamento térmico a 56 °C por 20 s e obtiveram redução no desenvolvimento da 

doença, sem prejuízos à qualidade dos frutos. 

Portanto, o tratamento térmico reduz o desenvolvimento do bolor verde dos citros 

atuando diretamente no controle do patógeno. NAFUSSI et al. (2001) observaram que a 
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exposição de P. digitatum a 52 e 53 °C por 2 min acarretou em um efeito inibitório transitório 

sobre o patógeno, interrompendo seu crescimento por 24 a 48 h, evidenciando um efeito 

fungistático e não fungicida, semelhante ao observado no presente trabalho. PORAT et al. 

(2000) verificaram que os conídios de P. digitatum têm a germinação inibida quando 

submetidos a temperaturas elevadas (59 e 62 ºC) por curtos períodos (15 a 20 s, 

respectivamente), mas a 56 ºC a germinação é apenas reduzida.  

USALL et al. (2016) afirmaram que para a maioria dos frutos, o tratamento térmico 

causa inibição direta da germinação de esporos e do crescimento micelial de fungos, presentes 

nas primeiras camadas celulares da superfície vegetal, diminuindo as infecções. O provável 

mecanismo responsável pela morte de fungos em altas temperaturas é resultante da 

desnaturação de proteínas e enzimas, importantes para o metabolismo celular do patógeno. O 

estresse térmico afeta a estabilidade de várias proteínas, membranas e estruturas do 

citoesqueleto além de alterar a eficiência enzimática na célula, causando desequilíbrio 

metabólico pela perda de eletrólitos celulares (MCCLUNG & DAVIS, 2010).  

Além de atuar diretamente no controle de patógenos, o tratamento térmico pode 

reduzir as podridões pós-colheita em frutos pela indução de substâncias antifúngicas, como a 

síntese de fitoalexinas e de proteínas relacionadas à patogênese (LURIE, 1998). Para se 

avaliar a possibilidade de o tratamento térmico proteger tangor ‘Murcott’ contra a infecção 

por P. digitatum, inocularam-se os frutos em diferentes intervalos de tempo (24 e 48 h) após 

os tratamentos. Verificou-se que quando aplicado anteriormente à inoculação dos frutos, o 

tratamento térmico (50 °C/ 5 min) não reduziu a incidência e/ou a severidade do bolor verde 

nos frutos (Figuras 11 e 13), evidenciando a ação direta da alta temperatura sobre P. 

digitatum. 

O tratamento térmico dos frutos em pós-colheita tem atraído o interesse como uma 

alternativa promissora para substituir ou reduzir o uso de produtos químicos para o tratamento 

dos frutos (AHARONI et al., 2010). É um dos métodos físicos empregados no controle 

alternativo de podridões pós-colheita, sendo utilizado comercialmente para o controle de 

podridões em manga (55 ºC/5 min) e mamão (49 ºC/20 min) (BENATO et al., 2001b; 

NASCIMENTO et al., 2002). Esta eficiência também pode ser comprovada em outros 

patossistemas. BENATO et al. (2001b) relataram a eficiência do tratamento térmico em 

reduzir a incidência de podridões pós-colheita em maracujás imersos a 42,5 e 45 °C, por 8 

min, armazenados em condições ambiente ou sob refrigeração. KARABULUT et al. (2004) 

trataram uvas inoculadas com Botrytis cinerea em agua aquecida a 50, 55 e 60 °C por 30 e 60 

s e observaram  redução na incidência da doença, após armazenamento dos frutos por 30 dias 
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a 1 °C. LIU et al. (2010) avaliaram o tratamento térmico por ar quente (36 °C por 10 min) e 

Pichia guilliermondii, aplicados isoladamente ou em combinação, na redução da antracnose 

em nêspera e os resultados mostraram que a combinação dos tratamentos reduziu 

significativamente a antracnose (C. acutatum) tanto nos frutos naturalmente, quanto 

artificialmente inoculados, após 10 dias de armazenamento a 20 °C. LIU et al. (2012) 

concluíram que a imersão de pêssegos em água a 40 °C por 5 ou 10 min foi eficiente no 

controle da podridão parda (M. fructicola) em frutos armazenados a 25 ºC por oito dias.  

Por sua vez, a quitosana tem sido relatada como um método alternativo aos 

agrotóxicos para o controle de doenças pós-colheita em diferentes espécies de frutos 

(ZHANG et al., 2011), agindo por meio da formação de um filme protetor, que pode atrasar 

os processos de senescência dos tecidos, ou ainda pela ativação de mecanismos de resistência, 

além de seu comprovado efeito direto sobre patógenos. 

Inicialmente, nos ensaios in vitro constatou-se que a quitosana (0,5 a 2%) inibiu o 

crescimento micelial de P. digitatum e a germinação de esporos (Figuras 2 e 4); porém, a 

utilização de ácido acético, utilizado para a diluição do produto, também mostrou efeito 

inibitório sobre a germinação de esporos do fungo. In vivo, a quitosana aplicada após a 

inoculação do patógeno reduziu significativamente o diâmetro das lesões, mas não a 

incidência do bolor verde em tangor ‘Murcott’ (Figuras 7 e 8), em frutos mantidos a 25 °C. 

Quando os frutos foram armazenados sob refrigeração (5 °C), por 15 dias, constatou-se que a 

quitosana (2% / 1 min) reduziu o número de frutos apresentando sintomas do bolor verde, 

bem como o tamanho das lesões; após transferência para 25 °C, onde permaneceram por mais 

cinco dias, constatou-se redução da severidade das lesões, mas não da incidência (Tabela 1 e 

Figura 9). A avaliação dos atributos de qualidade revelou que a quitosana não promoveu 

alterações no teor de sólidos solúveis, ácido ascórbico, acidez titulável, cor de casca e perda 

de massa (Tabela 2 e Figura 10). De forma semelhante, EL GUILLI et al. (2016) submeteram 

frutos cítricos ao tratamento com diferentes concentrações de quitosana inoculados com P. 

digitatum e observaram redução no desenvolvimento da doença sem alteração nos atributos de 

qualidade avaliados.  

Vários são os exemplos encontrados na literatura que evidenciam o efeito da quitosana 

no controle de doenças por meio da ativação de respostas de resistência, como o acúmulo de 

proteínas relacionadas à patogênese (proteínas-RP) e de fitoalexinas, pelo efeito direto sobre 

microrganismos, ou ainda pelo atraso no processo de senescência promovido pela habilidade 

da cobertura formar um filme protetor e alterar as concentrações gasosas ao redor do fruto 

(SHAO et al., 2015). BAUTISTA-BAÑOZ et al. (2006) afirmaram que a quitosana pode 
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desorganizar moléculas das células fúngicas, induzir barreiras estruturais no local da 

penetração do patógeno, como a suberização e a lignificação, restringindo, em parte, a 

penetração fúngica ou ainda induzir o acúmulo de quitinase e a síntese de calose.  

WAEWTHONGRAK et al. (2015) realizaram ensaios in vitro com diferentes 

concentrações de quitosana (0, 1 a 5%) e obtiveram aproximadamente 100% de redução do 

crescimento micelial do P. digitatum a partir de 0,5% do produto incorporado ao meio de 

cultura. Resultados semelhantes foram observados com o uso da quitosana em outros 

patossistemas; LIU et al. (2007) relataram que o crescimento micelial de B. cinerea foi 

reduzido com a incorporação da quitosana ao meio de cultura e o crescimento do fungo foi 

completamente inibido pela aplicação do produto a 0,5%, confirmando que a quitosana pode 

exercer um forte efeito inibitório sobre o crescimento de fungos ao danificar as membranas 

plasmáticas das hifas e esporos. ROMANAZZI et al. (2013) relataram a diminuição da 

incidência e severidade do mofo azul, cinzento e da podridão mole em morangos ‘Camarosa’ 

com a aplicação de quitosana (1%) em frutos armazenados a 20 °C. 

Para se avaliar a possibilidade da quitosana proteger tangor ‘Murcott’ contra a 

infecção por P. digitatum, inocularam-se os frutos em diferentes intervalos de tempo (24 e 48 

h) após o tratamento (2% / 1 min). Os resultados evidenciaram que a quitosana reduziu 

significativamente a AACPD para severidade do bolor verde (Figuras 12 e 13). Assim, 

amostras da casca dos frutos tratados ou não com quitosana a 2% foram retiradas com o 

objetivo de se determinar a atividade das enzimas relacionadas à defesa (fenilalanina-

amônialiase, polifenoloxidase e peroxidase). Em frutos inoculados 48 h após o tratamento, 

observou-se aumento significativo da atividade da FAL em tangor ‘Murcott’ tratado com 

quitosana, 72 h após a inoculação, bem como na atividade da POD, 12 horas após a 

inoculação, enquanto que a atividade da PPO não foi influenciada significativamente em 

nenhum dos tempos avaliados (Figura 15), não se observando aumento na atividade dessas 

enzimas em frutos inoculados 24 h após o tratamento. A proteção induzida é dependente do 

intervalo de tempo entre o tratamento com o indutor e a subsequente inoculação do fruto 

(tratamento provocador ou desafiador). O sistema de defesa vegetal é multicomponente, 

atuando de maneira dinâmica e coordenada, no momento e local apropriados e com 

magnitude adequada (PASCHOLATI & LEITE, 2005). Essa complexidade funcional, 

espacial e temporal inicia-se com o reconhecimento, pelo hospedeiro, de sinais exógenos 

provenientes do patógeno, continua com os mecanismos de transdução desses sinais e resulta 

em extensa reprogramação do metabolismo celular vegetal, envolvendo mudanças na 
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atividade gênica que necessitam de um determinado tempo para ocorrer (WALTERS et al., 

2014). 

Portanto, a aplicação de quitosana em tangor ‘Murcott’ pode atuar diretamente no 

controle do patógeno, bem como proteger os frutos contra a infecção por meio da ativação de 

mecanismos de defesa. O efeito protetor pode ser explicado pela ativação do metabolismo de 

defesa nos frutos, evidenciado pelo aumento da atividade da peroxidase, logo após inoculação 

do patógeno e, posterior aumento da atividade da enzima FAL, com pico observado após 72 h 

da inoculação de P. digitatum. Este aumento na atividade das enzimas devido ao tratamento 

com a quitosana para o controle do bolor verde também foi encontrado por 

WAEWTHONGRAK et al. (2015), que constataram a atividade antifúngica do produto contra 

P. digitatum e o seu envolvimento na ativação de enzimas de defesa (FAL e POD) em 

tangerinas. Uma das primeiras respostas detectadas em muitas interações patógeno-

hospedeiro, que leva à resistência dos tecidos, é a explosão oxidativa caracterizada por um 

aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio (EROS) (KUMAR et al., 2009). Esta 

explosão precede a síntese de compostos antimicrobianos, alterações na síntese de proteínas 

estruturais de parede celular e a ativação de genes específicos que codificam proteínas 

relacionadas à patogênese (PR), tais como quitinases, β-1,3-glucanases e peroxidases 

(BALLESTER et al., 2006). O metabolismo dos fenilpropanóides também tem sido associado 

às interações patógeno-hospedeiro (STANGARLIN et al., 2010). A fenilalanina-amônialiase 

catalisa o primeiro passo da biossíntese dos fenilpropanóides e participa na defesa de plantas 

contra patógenos. Nos frutos cítricos, esta via conduz à síntese de metabólitos secundários, 

como os flavonoides (IGLESIAS et al., 2011) e derivados de ácido cumárico 

(DHANASEKARAN et al., 2015), que podem contribuir para a proteção dos frutos ao ataque 

de patógenos. A indução da atividade da FAL foi relatada em citros em resposta à aplicação 

de agentes que podem induzir resistência (BALLESTER, 2006), como a quitosana. 

De forma semelhante, BAUTISTA-BAÑOZ et al. (2003) constataram o controle da 

antracnose em mamão com a aplicação de quitosana a 1,5 % antes da inoculação do patógeno. 

RAPUSSI et al. (2009) observaram que a aplicação de quitosana foi eficiente no controle da 

mancha preta em laranjas Valência armazenadas a 25 °C, sendo que o produto estimulou 

alguns mecanismos de defesa na casca dos frutos, como quitinase, β-1,3-glucanase, 

peroxidase e polifenoloxidase. CHIEN et al. (2007) relataram que 0,2% de quitosana exibiu 

atividade antifúngica, reduzindo o crescimento de P. digitatum e P. italicum.  

Esses mesmos agentes de controle foram avaliados quando aplicados em combinação, 

para se investigar a possibilidade de efeito aditivo no controle do bolor verde em tangor 
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‘Murcott’, em frutos armazenados sob refrigeração (5 °C), seguido por período de 

transferência para 25 °C. Observou-se que o tratamento térmico e a quitosana, aplicados 

isoladamente, reduziram significativamente a incidência e a severidade do bolor verde em 

tangor ‘Murcott’; quando aplicados em combinação, o efeito foi ainda mais evidente, mas não 

diferiu estatisticamente dos tratamentos aplicados isoladamente (Tabela 1 e Figura 9). 

Constatou-se ainda que ambos os tratamentos não alteraram os atributos de qualidade dos 

frutos armazenados sob refrigeração, seguido de transferência para 25 °C. Como esperado, o 

patógeno se desenvolveu mais lentamente sobre refrigeração; no entanto, após a transferência 

dos frutos para 25 °C o crescimento foi retomado, evidenciado o efeito fungistático do uso de 

baixas temperaturas. SHAO et al. (2012) avaliaram a combinação do tratamento térmico e 

quitosana em maçãs armazenadas sob refrigeração e observaram que além de controlar o 

bolor azul e o mofo cinzento nos frutos, a aplicação dos tratamentos não influenciou nos 

atributos físico-químicos de qualidade.  

Assim, constatou-se que o tratamento térmico (50 °C / 5 min) e a quitosana (2% / 1 

min) reduzem o desenvolvimento do bolor verde em tangor ‘Murcott’ armazenados a 25 °C 

ou sob refrigeração (5 °C). Em tangor ‘Murcott’, o tratamento térmico atua diretamente no 

controle de P. digitatum, promovendo efeito curativo nos frutos contra a podridão. A 

quitosana, além de atuar curativamente no controle do bolor verde, também pode proteger 

frutos de tangor ‘Murcott’ contra o patógeno, induzindo respostas de defesa.  

 

 

6 CONCLUSÃO 

  

O tratamento térmico (50 °C / 5 min) e a quitosana (2% / 1 min) reduzem o 

desenvolvimento do bolor verde em tangor ‘Murcott’ armazenado a 25 °C ou sob refrigeração 

(5 °C). O tratamento térmico atua diretamente no controle do patógeno, enquanto a quitosana, 

além da ação direta sobre P. digitatum induz mecanismos de defesa nos frutos. 
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