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Apresentacao

O Brasil € um grande produtor e consumidor de frutas. Destaca-se no cenario mundial como o
maior produtor e exportador de suco de laranja. No entanto, uma significativa parcela da producao
se perde devido a doengas na pos-colheita. O principal agente causal dessas perdas € o fungo
Penicillium digitatum que provoca o bolor verde que se caracteriza inicialmente por uma podridao
mole na casca, que ganha tonalidade verde com a producao de esporos do fungo. Estes esporos
se desprendem facilmente ao movimentar a fruta durante o armazenamento e transporte, havendo
rapida disseminagao da doencga. Atualmente, a forma mais comum de se combater esta doenca é
por meio da aplicagao de fungicidas sintéticos. Entretanto, o uso pds-colheita destes produtos tem
sido bastante limitado, uma vez que o mercado consumidor cada vez mais exige frutas limpas e
saudaveis, livres de residuos quimicos, principalmente no exigente mercado importador de frutas
frescas. Para isso, é essencial a disponibilizagdo de estratégias de controle alternativas ao uso de
fungicidas no tratamento pds-colheita.

Este trabalho apresenta os recentes avangos de pesquisa obtidos pela equipe da Embrapa Meio
Ambiente (Jaguariuna, SP) nesta tematica, com alternativas que incluem tratamento hidrotérmico
por aspersao e escovagao (THAE), radiacao ultravioleta C (UV-C), agentes de biocontrole e uso
de compostos bioativos. Os resultados demonstram que quando estes métodos sao aplicados de
maneira integrada € possivel obter um desempenho similar ao controle quimico, sugerindo um
processo limpo e sustentavel de manejo integrado do bolor verde da laranja.

A adogao desse modelo tecnoldgico agregara sustentabilidade a cadeia da citricultura e contribuira
com o Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel da ONU (ODS 12), que prevé assegurar padroes
de produgéo e de consumo sustentaveis e, mais especificamente, reduzir o desperdicio de alimentos
per capita mundial, nos niveis de varejo e do consumidor e, também reduzir as perdas de alimentos
ao longo das cadeias de producao e abastecimento, incluindo as perdas na pds-colheita.

Marcelo Boechat Morandi
Chefe-geral da Embrapa Meio Ambiente
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Introducao

A laranja é uma importante commodity agricola brasileira. O Brasil exporta, anualmente, cerca de
30.000 t de laranjas in natura, com receita de US$ 11 milhdes, e exporta, aproximadamente, 2
milhdes de t de suco com receita em torno de US$ 2 bilhdes (Brasil, 2020), colocando-se no ranking
mundial como o maior produtor exportador de suco de laranja, exportando 98% de sua produgéo, o
que representa 85% do mercado mundial.

Considerada uma das frutas preferidas do consumidor brasileiro, é importante fonte de vitaminas
e fibras, além de conter metabdlitos secundarios, antioxidantes como acido ascoérbico, compostos
fendlicos, flavonoides e limonoides que sdo importantes para a nutricdo humana (Jayaprakasha;
Patil, 2007).

A FAO estima que um tergo das frutas e olericolas se perdem depois de colhidas (Gustavsson et
al., 2011) e dentre as principais causas estdo as doengas em pés-colheita, que reduzem, tanto a
quantidade como a qualidade de frutos comercializaveis. Atualmente, o controle dessas perdas tem
sido feito utilizando-se fungicidas no tratamento de pds-colheita de frutas, que deixam residuos
toxicos perigosos ao ser humano. Portanto, o controle de contaminantes quimicos nas frutas € um
importante e complexo desafio nacional, com enorme impacto na saude publica, bem como de
grande relevancia nas questdes socioambientais. Assim, é fundamental para o sistema produtivo
a disponibilizagcao de tecnologias limpas e alternativas ao uso de fungicidas para o controle de
doencgas pos-colheita em frutas.

A doenca

O bolor-verde é a principal doenga pdés-colheita da laranja em todos os paises produtores e sua
ocorréncia depende das condigbes climaticas e do manuseio dos frutos, desde o pomar até a
chegada ao consumidor O agente causal é o fungo Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. e os sintomas
se manifestam, principalmente, durante o armazenamento e o transporte do produto, a partir de
infecgbes quiescentes presentes em frutas sem sintomas no momento do embarque do produto.
Em principio, manifesta-se por uma podriddo mole na epiderme da fruta que, posteriormente, fica
coberta por um micélio branco e, gradativamente produz grande quantidade de esporos de coloragéo
esverdeada, dando a tonalidade caracteristica da doenga (Figura 1). Esses esporos maduros
soltam-se com grande facilidade a qualquer movimento ou impacto sobre os frutos afetados. Assim,
sdo facilmente dispersos durante o manuseio e com a exposi¢ao das frutas em correntes de ar. A
infeccao € dependente de ferimentos, podendo ocorrer em qualquer etapa a partir da maturagéao
dos frutos (Laranjeira et al., 2005).

o)
®
@
'—
o
s
I
o
<]
i)
5]
s

Figura 1. Sintoma de bolor-verde em laranja
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Propostas de controle alternativo

O controle do bolor-verde € dificil uma vez que os propagulos do fungo permanecem quiescentes
nos frutos que se mostram aparentemente sadios. Os sintomas aparecem gradativamente durante
o periodo de armazenamento e transporte a medida que amadurecem, e trazem grande apreensao
aos atacadistas, varejistas e, principalmente, aos exportadores até que a fruta chegue ao destino
final.

A forma preventiva mais comumente usada para o controle dessa doenca é a aplicagdo de
fungicidas sintéticos, como o thiabendazole e imazalil, nos tratamentos pds-colheita. No entanto,
visando reduzir a quantidade de residuos, tanto para atender a crescente demanda do mercado
consumidor por produtos sadios, sem contaminantes quimicos, quanto para cumprir com as normas
cada vez mais rigorosas dos paises importadores, foram realizados estudos para disponibilizar
métodos alternativos ao uso de fungicidas no tratamento pés-colheita de laranja, que sejam mais
seguros para o consumo humano e para o ambiente. Dentre as op¢des disponiveis destacam-se os
compostos bioativos obtidos de plantas, os tratamentos fisicos, como os hidrotérmicos e radiacao
UV-C, e o controle bioldgico.

Métodos de controle alternativo

Compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo, normalmente, metabdlitos secundarios, isto é aqueles que nao
possuem funcao reconhecida na manutengao dos processos vitais da planta, como crescimento e
reproducéo, mas sao utilizados por ela como estratégia de defesa natural contra diversas pragas
(Miresmailli; Isman, 2014). Esses compostos tém sido considerados como alternativa promissora
no controle de doencgas pos-colheita de frutas (Copping; Menn, 2000), como aqueles presentes no
extrato de C. canadensis.

A Conyza canadensis (L.) Cronquist que pertence a familia Asteraceae (ou Compositae) é originaria
da América do Norte e esta amplamente distribuida pelo mundo. No Brasil € conhecida popularmente
como buva e ocorre, sobretudo, nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste em campos nativos e em
lavouras. E uma espécie de planta anual ou bianual, herbacea, de porte ereto que atinge até 2,5 m
com ramificacéo intensa apenas na parte superior, com folhas isoladas, simples, sésseis, e formato
linear-lanceoladas, com margem finamente denteadas. A inflorescéncia € do tipo panicula ereta e
muito ramificada na parte superior da planta (Lazaroto et al., 2008) (Figura 2).
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Foto: Daniel Terao

Figura 2. Plantas adultas de buva - Conyza canadensis (L.) Cronquist

A buva dissemina-se por intermédio de sementes muito pequenas, que sao produzidas em grande
quantidade, e s&o facilmente carregadas pelo vento e pela 4gua de irrigacdo. E uma planta daninha
que ataca pomares, vinhedos, culturas de campo, tais como soja, milho e algodao, e na entressafra
ocorre em areas de pouca cobertura vegetal ou pouca palhada (Gao, 2009; Lazaroto et al., 2008).
Por ser resistente aos herbicidas usados intensamente em grandes culturas, como o glifosato, o
paraquat e o atrazina, dificulta o controle quimico, e por isso a sua populacdo tem aumentado
nessas lavouras, resultando em perdas na qualidade e na produtividade das culturas infestadas
(Lamego; Vidal, 2008; Moreira et al., 2007).

Apesar de ser uma planta invasora € muito utilizada na medicina popular em Portugal e nos paises de
origem como Canada e Estados Unidos, para combater diarreias persistentes, para tratar inflamacoes
das mucosas, enterites, bronquites, estomatites, cistites, inflamacdes vaginais, reumatismo e gota.
Em virtude de sua propriedade diurética é, também, util em situacdes de edemas e obesidade
acompanhada de retencao liquida. Contém taninos, limoneno, citronelal, terpinol, farneceno, acido
galico, flavonoides e esterois. Os taninos tém agao adstringente e antidiarreica e os flavonoides séo
antissépticos, anti-inflamatodrios e diuréticos (https://revistajardins.pt/conheca-a-avoadinha/).

A C. canadensis € uma planta alelopatica e produtora de substancias bioativas. Shakirullah et al.
(2011) destacam as propriedades antimicrobianas de dois compostos isolados de C. canadensis,
conyzolide e conyzaflavone, no controle das bactérias, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, dos fungos, Aspergillus flavus, Fusarium solani e das
leveduras, Candida albicans e C. glaberata. Por outro lado, Veres et al. (2012) observaram que os
Oleos essencias de C. canadensis obtidos da parte aérea (limoneno, constituinte majoritario) e da
raiz (2Z, 8Z-matricaria ester, constituinte majoritario) ndo apresentaram atividade para bactérias
Gram negativas e positivas. No entanto, apresentaram atividade elevada para o fungo Trichophyton
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interdigitale e para a levedura Cryptococcus neoformans. Edziri et al. (2011) observaram que o
extrato de C. canadensis, contendo etil acetato, cloroférmio, butanol e metano apresentaram potente
atividade antiviral contra os virus humanos, citomegalovirus (HCMV) e o enterovirus Cox-B3.

Queiroz et al. (2012) realizaram o fracionamento sistematico guiado por bioensaios nos extratos de C.
canadensis e identificou trés substancias com atividade antifungica, dentre elas (4Z)-lachnophyllum
lactona (LACH) (Figura 3).

%//

Figura 3. Férmula estrutural da substancia bioativa isolada de Conyza canadensis: (4Z)-lachnophyllum lactona (LACH).

Segundo Porto et al. (2016), esta substancia possui atividade significativa contra Penicillium
digitatum, causador do bolor-verde na laranja. Neste trabalho os autores apresentam um método
de extracdo dos compostos bioativos da planta, utilizando um processo em consonancia com a
quimica verde, que gera extratos que podem ser aplicados diretamente nas frutas em tratamentos
pos-colheita.

Tratamentos fisicos

Os meios fisicos de controle podem atuar diretamente sobre os patdgenos, removendo ou destruindo
esporos € micélio da epiderme das frutas, bem como, de maneira indireta, interferindo na sua
fisiologia, retardando os processos bioquimicos de amadurecimento e senescéncia, reduzindo a
taxa respiratdria e a transpiragdo. Atuam, também, como indutores de resisténcia na supressao do
desenvolvimento de microrganismos (Benato et al., 2006). Dentre eles, a radiagdo ultravioleta C
(UV-C) e o tratamento hidrotérmico por aspersao de agua quente destacam-se com potencial de
adocéo pratica no tratamento pés-colheita da laranja.

Radig¢ao UV-C

Dentre os métodos fisicos de controle, a luz UV-C, de comprimento de onda entre 190 e 280 nm,
por exercer agdo germicida a microrganismos, apresenta perspectivas de aplicagdo no controle de
doengas poés-colheita de frutas e de vegetais (Figura 4). Além disso, pode induzir mecanismos de
resisténcia e aumentar a defesa natural da fruta contra o ataque de fitopatégenos, sem contaminar
o produto (Usall et al., 2016).
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Foto: Daniel Terao

Figura 4. Irradiador para tratamento com radiagao UV-C

Ademais, a radiagdo UV-C desacelera o processo de maturagao, preserva a integridade da fruta,
aumenta o tempo de vida prateleira (Yang et al., 2014) e eleva a quantidade de vitaminas e
substancias antioxidantes (Liu et al., 2012).

O grau de tolerancia de cada espécie fungica a radiacao UV-C é bastante especifico, assim como a
espéciefruticola, ja que cada uma apresenta niveis diferenciados de tolerancia da epiderme. Portanto,
para obter resultados adequados ao utilizar esta tecnologia é importante definir, previamente, a
dose eficaz para o controle de cada espécie fungica e ao mesmo tempo compativel com o grau de
sensibilidade da epiderme da fruta que recebera airradiagao. Doses elevadas provocam queimadura
da casca, e resulta em ferimentos que favorecem a penetracido e colonizacdo do fungo, o que
acelera o processo de infecgao (Terao et al., 2015, 2018).

Estas informagdes precisas e especificas estdao pouco disponiveis. Por exemplo, em manga,
Gonzalez-Aguilar et al. (2007) observaram que a dose de UV-C entre 2,46 e 4,93 kJ m controlaram
podriddes, e o tratamento colaborou para a manutengao da qualidade e aumentou o tempo de vida
de prateleira da fruta. Para controlar podridao causada por Botryosphaeria dothidea, nas condicdes
climaticas brasileiras, Terao et al. (2015, 2018) recomendaram a dose de 2,5 kJ m no tratamento
pos-colheita de manga Tommy Atkins.

Ao testar o meldo Huang et al. (2015) obtiveram controle eficaz de doencgas pds-colheita provocadas
por Fusarium oxysporum e Alternaria alternata aplicando doses de UV-C de 4 kJ m?, que preservou
os aspectos qualitativos da fruta.

Algumas frutas, como o0 mamao, apresentam epiderme muito sensivel a luz UV-C havendo, portanto,
necessidade de maior investigacdo para definir a dose e a forma de aplicagdo mais adequada para
o tratamento da fruta (Cia et al., 2007).

Stevens et al. (2005) obtiveram resultados similares de eficiéncia do tratamento no controle de
doencgas pos-colheita de macga, péssego e tangerina, aplicando-se a luz UV-C, direcionada apenas
ao pedunculo ou aplicando em toda a superficie. Estes dados indicam que a indugao de resisténcia
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tem participacao importante no processo de controle exercido pela luz UV-C, e sugere uma forma
bastante pratica de irradiar a fruta, sem a necessidade de cobrir toda a epiderme.

Tratamentos hidrotérmicos

No Brasil o tratamento hidrotérmico mais comumente adotado é por imersédo das frutas em agua
aquecida em torno de 52 °C durante 5 min. No entanto, esta forma de tratamento, além de usar
grande volume de agua quente nao renovavel, e do alto consumo de energia elétrica, ndo tem
apresentado bons resultados. Ademais, acumula grande quantidade de detritos, matéria organica
e propagulos dos fitopatdgenos ao longo do dia. Ja o tratamento hidrotérmico por aspersao e com
escovacgao (THAE) € um processo que trata as frutas, enquanto giram sobre escovas rolantes, com
spray de agua quente em temperaturas mais elevadas que a imersao (de 55 °C a 70 °C), por um
periodo curto de tempo (de 10 a 60 s), seguido imediatamente de aspersdo com agua fria a 15 °C,
para cessar o efeito do calor (Figura 5).

Foto: Daniel Terao

Figura 5. Tratamento hidrotérmico por escovacéo e aspersao

Este método é inovador porque permite o ajuste exato de temperatura e de tempo adequados
para cada espécie fruticola e fitopatdégeno alvo, e possibilita um controle mais eficaz da doenca. A
chance de aplicar temperaturas mais elevadas em curto espaco de tempo da maior agilidade na
linha de processamento e faculta a renovagao continua, disponibilizando agua limpa ao tratamento
durante todo o dia de processamento, além da reciclar a agua quente, proporcionando significativa
economia de energia. O uso de escovas rolantes faz a remocgao eficiente de sujeiras e esporos dos
fungos que se acumulam, principalmente no calice das frutas. Apesar de ser pouco conhecida no
Brasil essa tecnologia vem sendo amplamente adotada em Israel (Figura 6). No entanto, existem
poucas informagdes técnicas especificas sobre o efeito do THAE no controle de fungos que atacam
as frutas tropicais na pds-colheita.
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Figura 6. Tratamento hidrotérmico por aspersao e escovagéo - THAE

Terao et al. (2018) observaram em manga Tommy Atkins controle acima de 90% da podridao
peduncular, causada por B. dothidea, com o tratamento THAE a 65 °C por 15 s. O tratamento
proporcionou a preservacao da qualidade visual da fruta, retardou o processo de amadurecimento
e senescéncia, e aumentou o tempo de vida util de prateleira. Os autores também verificaram que
a inducéo de enzimas relacionadas a defesa foi um importante mecanismo envolvido no controle
da doenca. Prusky et al. (1999) também observaram controle eficaz da podriddo causada por A.
alternata em manga Tommy Atkins, aplicando THAE na faixa de temperaturas entre 56 a 64 °C
durante 15-20 s.

Fallik et al. (2000) ao utilizar THAE a 59 °C por 15 s, em meldo, observaram controle superior a 90%
de podriddes pos-colheita, reduziu a populagdo de microrganismos na epiderme da fruta tratada,
preservando, assim, sua qualidade geral.

Controle integrado

A estratégia para aumentar a eficacia dos controles alternativos é integrar diversos métodos a fim
de se obter um desempenho similar ao controle quimico, pois ha compensacgao das limitacbes
apresentadas no uso individual destes (Wisniewski et. al., 2016), além de explorar os efeitos aditivos
e sinérgicos que ocorrem entre eles (Droby et al., 2016).

Resultados de pesquisas tém demonstrado que o THAE é potencializado quando combinado com a
radiacao ultravioleta no controle de podridées em diversas espécies de frutas, como em citros (Ben-
Yehoshua, Mercier, 2005), manga (Sripong et al., 2015; Terao et al., 2018), maca (Bartinicki et al.,
2011), mamao (Terao et. al, 2019), morango e cereja (Marquenie et al., 2003).
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Em pés-colheita, o uso de agentes de controle bioldgico integrado a outras medidas de controle
vem sendo preconizado, e a combinacao de diferentes estratégias apresentaram efeitos aditivos
na reducao da intensidade de doencas (Wisniewski, 2016). Além disso, apresenta como aspecto
desejavel a redugéo ou até a eliminacao da necessidade de uso de agroquimicos (Terao et al.,
2017a, 2017b). Um fator importante a ser considerado é que as condigdes pds-colheita, por muitas
vezes, permitem que o produto seja mantido em temperatura e umidade controladas, favorecendo
o estabelecimento e a acdo do agente de controle biolégico durante o transporte, o periodo de
maturacao e a estocagem. Adicionalmente, a auséncia de residuos quimicos constitui uma vantagem
adicional em mercados que consideram este fator na regulagéo do seu comércio exterior.

Estudos desenvolvidos na Embrapa Meio Ambiente

A seguir sera apresentada e discutida uma compilagdo dos resultados obtidos em estudos
relacionados ao controle alternativo do bolor-verde da laranja, desenvolvido pela equipe de
pesquisadores da Embrapa Meio Ambiente. Com o objetivo de avaliar a eficié€ncia de um composto
bioativo no controle da incidéncia do bolor-verde em laranja, Souza et al. (2018) avaliaram a
aplicacgao isolada de trés doses (10, 50 e 100 ug mL™") da substancia LACH (presente no extrato de
C. canadensis), aspergindo-se 2 mL da solu¢ao aquosa na epiderme da fruta. A substancia (LACH)
demonstrou atividade no controle do bolor-verde, aumentou a eficiéncia, gradativamente, a medida
que acresceu-se a dose, de 23% na dose de 10 yg mL" para 43% na dose de 100 ug mL". Além
disso, a dose de 100 pg mL" retardou em dois dias o aparecimento de sintomas da doenga.

No estudo de THAE foram avaliadas quatro temperaturas: 55, 60, 65 e 70 °C, durante 30
s. Os resultados revelaram que todas as temperaturas foram igualmente eficazes portanto,
€ recomendada a menor delas, de 55 °C por 30 s, em fungdo da economia de energia. Houve
reducéo de aproximadamente 67% na severidade de mofo-verde em laranja Valéncia tratada com
THAE usando este binbmio temperatura x tempo, e observou-se aumento no tempo de vida util de
prateleira dos frutos tratados. O tratamento, além de controlar a doenca, prolongou a firmeza da
fruta, sem alterar as caracteristicas qualitativas fisico-quimicas. (Terao et al., 2017a).

Porat et al. (2000) observaram que o tratamento THAE promoveu a formacdo de uma barreira
natural ao ataque de fungos, pelo derretimento da cera epicuticular, reduzindo para menos de 1%
o desenvolvimento do mofo-verde em tangerinas Minneola, laranja Shamouti e grapefruit Ruby. Ao
analisarem com microscopia eletrénica a superficie da casca de frutas que receberam o tratamento,
verificaram que o uso do THAE permitiu, além de reduzir a microflora epifitica, um espalhamento
natural da cera epicuticular na epiderme da fruta, cobrindo e selando estbmatos, e aberturas
naturais, que servem como locais de penetragao e infecgédo pelo fungo.

Com relagdo a radiagdo UV-C verificou-se que a dose ideal para o controle de mofo-verde em laranja
é de 1,5 kd m2 (Terao et al., 2017a). A irradiagao de laranjas com a luz UV-C, apds a aplicagdo da
substancia LACH, melhorou o nivel de controle, e sugeriu a ocorréncia de sinergismo. Aos 15 dias
de armazenamento constatou-se um nivel de controle da doencga ao redor de 70% com a dose de
100 ug mL-" combinada a radiagdo UV-C. Além disso, a aplicagdo da substancia LACH, seguida da
irradiacdo UV-C retardou em sete dias a manifestagdo de sintoma do bolor-verde (Figura 7) (Souza
et al., 2018).
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Figura 7. Sintoma de bolor-verde em laranjas aos 15 dias de armazenamento a 20 + 2 °C.
(A) Testemunha; (B) tratamento com fungicida thiabendazole (C) tratamento com a substancia LACH isolada de Conyza
canadensis (100 yg mL™"), combinado com irradiagdo UVC (1,5 kdm-?)

Segundo Ben-Yehoshua et al (1998), os tratamentos fisicos induzem a expressao de genes ligados
a resisténcia natural da fruta. Esta resisténcia esta associada ao aumento na lignina, proteinas de
choque de calor, fitoalexinas e com a manutengdo de compostos antimicrobianos pré-formados,
como as quitinases que auxiliam na defesa natural da fruta ao ataque de fungos.

Para controlar o bolor-verde, a combinagao do THAE com a levedura Candida membranifaciens
estirpe CMAA-1112 demonstrou que a pulverizagdo deste microrganismo nos frutos, apos a
aspersao de agua a 55 °C e escovacgao por 30 s, com posterior irradiagao com luz UV-C a 1.5 kJ
m~2, promoveu incremento da capacidade de controle da doenca (Terao et al., 2017a). Embora
a levedura ndo tenha mostrado capacidade antagbnica ao patégeno, foi capaz de incrementar o
aumento na atividade das enzimas polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase, indicadoras do
estado de inducgdo de resisténcia, contribuindo aditivamente aos demais tratamentos na reducao da
intensidade da doenca.

Consideracoes finais

O extrato de C. canadensis, por meio da substancia (LACH), apresenta atividade no controle do
bolor-verde em laranja. O THAE e a radiagdo UV-C sao, também, métodos alternativos eficazes no
controle da doencga. No entanto, como estes tratamentos alternativos apresentam limitagées quando
aplicados individualmente, a recomendagéo € a combinagao destes em um manejo integrado. Os
resultados apresentados sugerem que a integracdo de tratamentos fisicos combinados com a
levedura C. membranifaciens ou com o extrato de C. canadensis poderao ser métodos alternativos
ao uso de fungicidas no tratamento pés-colheita para o controle do bolor-verde da laranja.
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