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RESUMO 

Efeito de compostos orgânicos voláteis identificados a partir de Saccharomyces 
cerevisiae sobre Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum e no 

controle da antracnose em goiaba 

A antracnose, que tem como agentes causais os fungos Colletotrichum gloeosporioides e C. 
acutatum, é uma das principais doenças que afetam a cultura da goiabeira. Não há no Brasil, 
fungicidas registrados para o controle da doença em pós-colheita. Em vista disso e da 
preocupação em relação à saúde humana e o respeito ao ambiente vem crescendo pesquisas 
envolvendo a utilização de agentes alternativos para o controle de doenças. Foi verificado em 
trabalho prévio que a levedura S. cerevisiae, apresentou atividade antagônica in vitro contra 
vários fitopatógenos, dentre eles C. gloeosporioides. Essa inibição foi atribuída à produção de 
uma mistura de compostos orgânicos voláteis (COVs), sendo que os álcoois 3-metil-1-butanol 
(3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) foram apontados como os principais responsáveis por essa 
atividade. Considerando a importância do manejo pós-colheita e o potencial da utilização de 
COVs no controle da antracnose, os objetivos desse trabalho foram avaliar o efeito in vitro dos 
COVs 3M1B e 2M1B identificados a partir de S. cerevisiae no desenvolvimento de 
Colletotrichum sp, elucidar alguns dos possíveis mecanismos de ação atuantes no processo 
inibitório e  avaliar a utilização dos COVs no controle pós-colheita da antracnose em frutos de 
goiaba. Foi observado aumento da inibição do crescimento micelial dos fitopatógenos à medida 
que houve aumento da concentração dos compostos, chegando a 100% a partir da dose de 1µL 
mL-1 de ar. Os menores valores de MIC50 para C. gloeosporioides e C. acutatum, foram 0,34 e 
0,31 quando tratados com os compostos 3M1B e a mistura 3M1B:2M1B (10:1; v/v), 
respectivamente. Ambos os fitopatógenos retomaram o crescimento quando transferidos para 
novo meio na ausência dos COVs, caracterizando a natureza fungistática da inibição. A 
esporulação de C. acutatum também foi totalmente inibida nas doses testadas. Também foram 
observados efeitos negativos sobre a produção de biomassa fúngica por C. gloeosporioides e C. 
acutatum, em média 64,9% e 55,4% menores, respectivamente, após a exposição aos COVs. Com 
relação aos possíveis mecanismos de ação atuantes no processo inibitório, os ensaios indicam que 
os voláteis podem causar aumento na permeabilidade da membrana plasmática, tendo como 
consequência a perda de eletrólitos. Foram verificados maiores níveis de peroxidação dos lipídios 
de membrana quando expostos aos voláteis, indicando um possível processo de estresse 
oxidativo. Não foram verificadas alterações significativas no conteúdo de proteínas do micélio 
dos fitopatógenos. O potencial de utilização do 3M1B no controle da antracnose em pós-colheita 
foi avaliado em frutos inoculados com C. acutatum e posteriormente tratados com o volátil por 
10h. A incidência e a severidade da doença nos frutos tratados alcançaram valores 5 e 6,25 vezes 
maiores, respectivamente, quando comparado com o controle no último dia de avaliação. 
Também foi avaliado o efeito do tratamento sobre qualidades físico-químicas dos frutos, e não 
foram observadas alterações em nenhum dos parâmetros avaliados. Os COVs utilizados nesse 
estudo são capazes de interferir no desenvolvimento de C. gloeosporioides e C. acutatum, porém 
nas condições experimentais do trabalho, mostraram-se inadequados para o controle da 
antracnose em goiaba. 

 
Palavras-chave: Pós-colheita; Inibição; Controle alternativo; Mecanismos de ação  
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ABSTRACT 

Effect of volatile organic compounds identified from Saccharomyces cerevisiae on 
Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum acutaum and on the control of 

anthracnose of guava 
 

The anthracnose, which has as causal agents the fungi Colletotrichum gloeosporioides and 
C. acutatum, is one of the main diseases that affect guava plants. In Brazil, there are not 
fungicides registered for the control of the disease in post-harvest conditions. This aspect and the 
concern about human health and the environment, made increase researches involving the use of 
alternative agents to control diseases. In a previous study, it was shown that the yeast S. 
cerevisiae exhibited antagonistic activity in vitro against several pathogens, including C. 
gloeosporioides. This inhibition was attributed to the production of a mixture of volatile organic 
compounds (VOCs), and the alcohols 3-methyl-1-butanol (3M1B) and 2-methyl-1-butanol 
(2M1B) were identified as the main ones, responsible for the activity. Considering the importance 
of post-harvest management and the potential use of VOCs in the anthracnose control, the 
objectives of this study were the evaluation of the in vitro effect of 3M1B and 2M1B VOCs 
identified from S. cerevisiae on the development of Colletotrichum, the elucidation of some of 
the possible mechanisms acting during the inhibitory process and the evaluation of the use of 
VOCs in postharvest anthracnose control of guava fruits. An increased inhibition was observed in 
mycelial growth of the pathogens as the concentration of the compounds increased, reaching 
100% of inhibition in the dose 1μL mL-1 of air. The lowest values of MIC50 for C. 
gloeosporioides and C. acutatum were 0.34 and 0.31, respectively when treated with the 
compound 3M1B and the mixture 3M1B:2M1B (10:1; v/v). Both pathogens regained growth 
when transferred to a new medium in the absence of VOCs, thus characterizing the fungistatic 
nature of the inhibition. The sporulation of C. acutatum was also completely inhibited at all tested 
doses. There were negative effects on the production of fungal biomass by C. gloeosporioides 
and C. acutatum, being 64.9% and 55.4% lower on average, respectively, after exposure to 
VOCs. Regarding the possible mechanisms actinng in the inhibitory process, the results indicated 
that the volatiles could increase the permeability of the plasma membrane, resulting in the loss of 
electrolytes. It was observed higher levels of peroxidation of membrane lipids when exposed to 
volatiles, suggesting a oxidative stress process. There were not significant alterations in protein 
content of the pathogen mycelium. The potential use of 3M1B in postharvest anthracnose control 
was evaluated in fruits inoculated with C. acutatum and subsequently treated for 10h with the 
volatile. The incidence and severity of disease in the treated fruits showed values 5 and 6.25 
higher, respectively, when compared to the control treatment on the last day of evaluation. The 
effect of treatment was evaluated on the physico-chemical quality of the fruits, and no changes 
were observed in any of the parameters.  The VOCs used in this study are able to interfere on the 
development of C. gloeosporioides and C. acutatum, but, under the experimental conditions of 
the work, the VOCs were not adequate to control the anthracnose of guava. 
 
Keywords: Post-harvest; Inhibition; Alternative control; Mechanisms of action  
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1 INTRODUÇÃO 
 

A cultura da goiaba é de grande expressão no mercado brasileiro, sendo que no ano de 2007 

o país produziu cerca de 316 mil toneladas de frutos cultivados em 15 mil hectares (FNP, 2010). 

Esta produção está concentrada nos estados de Pernambuco e São Paulo que juntos respondem 

por cerca de 65% do volume produzido no país. O estado de São Paulo é o segundo maior 

produtor, com uma produção de 120 mil toneladas, responsável por 29,5% da produção nacional 

(INSTITUO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA - IBGE, 2009). Entretanto, a 

produção de goiabas destinadas ao mercado externo é inexpressiva. Em 2007, o país exportou 

somente 0,07% do total produzido, mas a procura por uma vida mais saudável está em evidência 

no comportamento dos principais consumidores do mundo, prova disso é o aumento da demanda 

por frutos exóticos por alguns países da Europa, em especial por frutos frescos (INSTITUTO 

BRASILEIRO DE FRUTAS - IBRAF, 2009; SECRETARIA DE COMÉRCIO EXTERIOR - 

SECEX, 2010). 

A antracnose, também conhecida como mancha chocolate é uma das principais doenças da 

goiabeira em todos os países produtores, causando perdas consideráveis em pós-colheita e por 

isso é um dos fatores limitantes à exportação de frutas. Na ausência de medidas de controle, sua 

incidência pode atingir 70 a 100 % dos frutos. Mesmo em frutos destinados à exportação, que 

recebem tratamento pós-colheita, a antracnose ainda é um importante problema (LIMA FILHO et 

al., 2003). Um único agente causal, Colletotrichum gloeosporioides (teleomorfo: Glomerella 

cingulata) (BOTELHO et al., 2000; PANDEY, 1988; MENEZES; HANLIN, 1966) esteve por 

muitos anos associado às lesões de antracnose, mas isolados de Colletotrichum acutatum 

(teleomorfo: Glomerella acutata) já foram encontrados atacando frutos na Índia (DAS; BORA, 

1998) e, mais recentemente no Brasil (PERES et al., 2002).  

Medidas de controle dessa doença na maioria das vezes são realizadas por meio de medidas 

culturais no campo. Além disso, pulverizações com fungicidas cúpricos são realizadas com a 

finalidade de reduzir o inóculo na área (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005). 

Atualmente não há produtos registrados para uso em frutos de goiaba no Brasil para o manejo 

pós-colheita. Dessa forma, vários cuidados podem ser adotados durante o manejo pós-colheita 

com intuito de reduzir as perdas e aumentar a vida de prateleira dos frutos, dentre eles o cuidado 

no manuseio, transporte e armazenamento adequado dos frutos. 
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A qualidade e o respeito ao ambiente são preocupações atuais do mercado internacional 

atual de frutas e hortaliças. Assim, a preocupação mundial com relação à poluição ambiental e 

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

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

utilização de agentes alternativos para o controle de doenças de pós-colheita (CIA et al., 2007). 

Compostos orgânicos voláteis (COVs) produzidos por microrganismos referem-se a produtos do 

metabolismo desses, que se apresentam como gases ou possuem alta pressão de vapor, e que em 

condições normais são liberados da célula. A diversidade de voláteis microbianos é muito 

extensa, ocorrendo em diferentes microrganismos e em diversas proporções. Apesar dos avanços 

no conhecimento sobre voláteis de origem microbiana, os mecanismos que governam as etapas 

desde o reconhecimento do volátil pelo microrganismo alvo até a expressão da resposta ainda não 

foram claramente explicados. A produção de COVs é dependente de diversos fatores, como 

disponibilidade de nutrientes, temperatura e fase de crescimento. Os fungos produtores de COVs 

mais estudados são os dos gêneros Muscodor e Trichoderma. Com relação ao modo de ação dos 

COVs, alguns autores sugerem que os mesmos atuam na alteração da expressão de proteínas e 

atividades de enzimas específicas, podendo refletir no crescimento. A busca por produtos livres 

de resíduos químicos faz com que agricultores e pesquisadores comecem a considerar o uso de 

métodos alternativos no combate a doenças. Em vista disso, a biofumigação de frutos utilizando 

microrganismos, ou mesmo a fumigação com misturas de voláteis pode ser uma alternativa viável 

no controle de fitopatógenos. Além do tratamento de frutos e vegetais, os compostos voláteis de 

origem microbiana podem ser utilizados no controle de patógenos associados a sementes e na 

fumigação de solos contaminados. 

Foi verificado em trabalho prévio que a levedura Saccharomyces cerevisiae, produz 

compostos voláteis de ação antimicrobiana capazes de inibir em até 87% o crescimento micelial 

de Guignardia citricarpa, agente causal da pinta preta do citros. Essa inibição foi atribuída à 

produção de uma mistura de compostos orgânicos voláteis (COVs), sendo que os álcoois 

superiores alifáticos 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) foram apontados 

como os principais responsáveis por essa atividade.  

Considerando a importância do manejo pós-colheita de frutos de goiaba e o potencial da 

utilização de COVs produzidos por S. cerevisiae, os objetivos desse trabalho foram: (i) avaliar o 

efeito in vitro dos COVs 3M1B e 2M1B identificados a partir de S. cerevisiae no 
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desenvolvimento de Colletotrichum sp, (ii) elucidar alguns dos possíveis mecanismos de ação 

atuantes no processo inibitório de Colletotrichum sp., (iii) avaliar a utilização dos COVs no 

controle pós-colheita da antracnose em frutos de goiaba.  
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2 DESENVOLVIMENTO 

 
2.1 Revisão bibliográfica 

 
2.1.1 Aspectos gerais da cultura da goiaba 

 

A goiabeira (Psidium guajava L.) é uma planta pertencente à família Myrtaceae e que 

possui cerca de 102 gêneros e 3.024 espécies conhecidas. É originária da América Tropical, 

possivelmente entre o México e o Peru, onde ainda pode ser encontrada em estado silvestre. No 

Brasil, a goiabeira encontra-se amplamente difundida da região Sul ao Nordeste. (MANICA et 

al., 2001; PEREIRA; MARTINEZ JÚNIOR, 1986). Essa grande difusão deve-se à sua facilidade 

em multiplicar-se por sementes, que são abundantes nos frutos, a rusticidade da planta, que se 

desenvolve sem dificuldades em solos com baixa fertilidade e com baixa retenção de umidade, 

além da larga disseminação graças à ação de pássaros, mamíferos e do homem. Os frutos são do 

tipo bagos globosos, com tamanho, forma e coloração da polpa variáveis, dependendo da cultivar 

(GONZAGA NETO; SOARES, 1995; MANICA et al., 2001). 

A goiaba é um fruto bastante apreciado devido às suas características como sabor e aroma e 

pelo seu elevado valor nutritivo, sendo considerada uma das frutas mais completas e equilibradas, 

pois é rica em zinco, fibras, niacina, vitamina E e licopeno. Contém quatro vezes mais vitamina C 

do que a laranja, perdendo somente para a acerola, camu-camu e o caju, além de apresentar altas 

concentrações de selênio, cobre, fósforo, magnésio, cálcio, ferro, ácido fólico e de vitaminas A e 

do complexo B. As excelentes propriedades organolépticas a tornam aproveitável tanto para o 

consumo in natura quanto para a industrialização (MANICA et al., 2001). 

O principal produtor comercial de goiaba no mundo é o Brasil, seguido pelo Chile, 

Argentina, México e Estados Unidos. Sua produção em escala industrial no País teve início na 

década de 70, quando grandes áreas tecnificadas foram implantadas com produção direcionada 

para os mercados nacional e internacional, na forma in natura, industrializada (doces e sucos) e 

desidratada (CHOUDHURY et al., 2001). Segundo dados do Agrianual (2010), no ano de 2007, o 

Brasil produziu cerca de 316 mil toneladas de frutos cultivados em 15 mil hectares. Esta 

produção está concentrada nos estados de Pernambuco e São Paulo que juntos respondem por 

cerca de 65% do volume produzido no país. O estado de São Paulo é o segundo maior produtor, 
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com uma produção de 120 mil toneladas, responsável por 29,5% da produção nacional (IBGE, 

2009).  

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Frutas - IBRAF (2009) e Secretaria de Comércio 

Exterior – SECEX (2010), a produção de goiabas destinadas ao mercado externo é inexpressiva. 

Em 2007, o país exportou somente 0,07% do total produzido. Mas a procura por uma vida mais 

saudável está em evidência no comportamento dos principais consumidores do mundo, prova 

disso é o aumento da demanda por frutos exóticos por alguns países da Europa, em especial por 

frutos frescos. Esse fato estimula os produtores brasileiros a investir na produção de goiaba, pois 

o país apresenta imensas áreas de clima e solo favoráveis à produção comercial da goiabeira. 

Dessa forma, o aumento na produção de goiaba em nosso país representa perspectivas potenciais 

no incremento da produção agrícola, geração de empregos, ampliação da atividade industrial e no 

potencial de exportação dessa fruta. 

A preferência do mercado externo é para o consumo de goiaba de polpa branca para mesa e 

do mercado interno, a opção é pela goiaba de polpa vermelha. Segundo Azzolini (2002), a alta 

perecibilidade da goiaba é o principal problema enfrentado pelos produtores na comercialização 

da fruta in natura, tanto no mercado nacional como internacional. A falta do emprego de 

tecnologias de conservação limita o período de comercialização e diminui a qualidade dos frutos, 

tendo por conseqüência, a redução do número de mercados consumidores. O incremento no 

consumo da goiaba como fruta fresca está condicionada à melhoria na qualidade dos frutos. Desta 

forma, a aplicação de tecnologias de conservação pós-colheita é prioridade para a cultura da 

goiaba. 

 

2.1.2 Antracnose 

O fungo filamentoso do gênero Colletotrichum, é considerado um dos principais 

fitopatógenos em todo mundo. Várias culturas de importância econômica em regiões temperadas, 

subtropicais e tropicais são acometidas por esse patógeno, causando significativas perdas. 

Cereais, legumes, plantas ornamentais e frutos podem ser seriamente afetados pelo patógeno. 

Embora muitas frutíferas cultivadas sejam infectadas por Colletotrichum, as perdas econômicas 

mais significativas ocorrem quando atacados em sua fase de frutificação (JUNQUEIRA et al., 

2001; JUNQUEIRA et al., 2002; PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005).  
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Também conhecida como mancha chocolate, a antracnose é uma das principais doenças 

da goiabeira em todos os países produtores, causando perdas consideráveis em pós-colheita. Essa 

doença mostra-se problemática em pomares mal conduzidos e em cultivos de goiaba para 

indústria. A doença é importante em condições de produção onde os agricultores utilizam sacos 

de papel ou plástico para proteção dos frutos, gerando uma câmara úmida artificial, favorável ao 

patógeno (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005). Por causar importantes perdas em pós-

colheita, é um dos fatores limitantes à exportação de frutas. Nos meses mais quentes do ano, na 

ausência de medidas de controle, sua incidência pode atingir 70 a 100 % dos frutos. Mesmo em 

frutos destinados à exportação, que recebem tratamento pós-colheita, a antracnose ainda é um 

importante problema (LIMA FILHO et al., 2003). 

Apesar do agente causal ser mundialmente aceito como sendo Colletotrichum 

gloeosporioides (teleomorfo: Glomerella cingulata) (BOTELHO et al., 2000; PANDEY, 1988; 

MENEZES; HANLIN, 1966), isolados de Colletotrichum acutatum (teleomorfo: Glomerella 

acutata) já foram encontrados atacando frutos na Índia (DAS; BORA, 1998) e, mais 

recentemente no Brasil (PERES et al., 2002). Assim, a antracnose da goiaba pode ser causada por 

infecções simples ou múltiplas dessas duas espécies fúngicas. 

Conídios são as mais importantes formas pelas quais o patógeno é disseminado no campo. 

Eles são produzidos em lesões necróticas no fruto, ramos mortos, folhas e outros tecidos doentes 

do hospedeiro (LIM; MANICOM, 2003). A produção de esporos por esse patógeno é favorecida 

por temperaturas médias próximas de 23 a 27º C. Como os propágulos desse fungo são 

disseminados por respingos de água, a ação do patógeno é favorecida por alta umidade, 

principalmente chuvas abundantes. Chuvas brandas favorecem o progresso da doença numa 

mesma planta já infectada, enquanto que chuvas acompanhadas de ventos tendem a transportar o 

fungo para outras plantas. Em períodos de temperaturas mais baixas, a importância da doença 

diminui, sendo pequena sua incidência nos meses de inverno, mesmo quando há ocorrência de 

chuvas. O patógeno sobrevive em restos culturais, no próprio hospedeiro ou em plantas 

hospedeiras vizinhas dos pomares (RUGGIERO et al., 1996). 

A infecção do hospedeiro pelo fungo se dá por ferimentos causados por insetos, por lesões 

que aparecem durante o manuseio do fruto ou também pode ser direta, com a formação de 

apressórios, os quais podem permanecer quiescentes até o momento mais favorável à infecção e 

colonização. A temperatura ideal para que ocorra a infecção situa-se entre 22 e 25º C. Em geral, a 
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podridão dos frutos processa-se em frutos maduros (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 

2005). 

Os sintomas nas folhas e frutos consistem em lesões de formato mais ou menos circulares 

e de coloração escura, amarronzado, que aumentam de tamanho e tornam-se deprimidas. Em 

condições prolongadas de umidade, é possível se observar, sobre as lesões, sinais do patógeno, de 

coloração alaranjada que corresponde a uma matriz mucilaginosa onde se encontram os conídios. 

Nos frutos, onde os sintomas são mais severos, pode-se observar o surgimento de pequenas 

manchas circulares de coloração marrom, que aumentam de tamanho e tornam-se deprimidas. As 

lesões podem coalescer, formando uma grande mancha de formato irregular. Em decorrência da 

penetração do patógeno pelo botão floral, os frutos também podem apresentar sintomas de 

podridão, ocorrendo um escurecimento a partir do pedúnculo (PICCININ; PASCHOLATI; DI 

PIERO, 2005). Em casos severos, os frutos se apresentam mumificados ou apodrecidos. Esses 

sintomas comprometem de maneira importante o mercado de frutas in natura. 

Os métodos de controle dessa doença muitas vezes são realizados por meio de medidas 

culturais ainda no campo, mantendo-se o bom arejamento das plantas, evitando a cobertura dos 

frutos com sacos de papel ou plástico, mantendo a limpeza do pomar e realizando a queima de 

todos os resíduos. Além disso, pulverizações com fungicidas cúpricos são realizadas com a 

finalidade de reduzir o inóculo na área (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005). 

Atualmente, não há produtos registrados para uso em pós-colheita para a cultura da goiabeira no 

Brasil. Dessa forma, vários cuidados simples podem ser adotados durante o manejo pós-colheita 

com intuito de reduzir as perdas, principalmente em se tratando de manuseio e transporte 

adequado dos frutos. 

 

 

2.1.3 Importância do manejo pós-colheita 

A demanda mundial por frutas e hortaliças vem crescendo significativamente nos últimos 

anos, em virtude, principalmente, da conscientização da população acerca da importância de uma 

alimentação saudável. Um dos principais entraves na produção e comercialização desses produtos 

são as expressivas perdas pós-colheita. 
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Pelo fato de serem suculentas, as frutas e hortaliças constituem-se em excelentes 

substratos ao desenvolvimento microbiano, ficando também, sujeitas a danos físicos e 

fisiológicos, e como conseqüência, a infecções pós-colheita.  

A grande perda de frutas e hortaliças após a colheita é uma realidade no mundo, 

principalmente nos países em desenvolvimento, como o Brasil. O nível das perdas poderia ser 

reduzido se práticas corretas de cultivo, de colheita e principalmente pós-colheita fossem 

adotadas. A falta de conhecimento dos processos fisiológicos dos frutos, a falta de infra-estrutura 

adequada e de uma logística de distribuição são os principais fatores responsáveis pelo elevado 

nível de perdas pós-colheita observados no Brasil (AZZOLINI, 2002).  

O potencial de conservação de um fruto está diretamente relacionado, não só com o 

manejo adequado após a colheita, mas também, com as condições climáticas durante a produção 

e com as práticas culturais adotadas (CHITARRA; CHITARRA, 1990). Desta forma, a qualidade 

de um fruto é dependente da adoção de um conjunto de medidas que se iniciam na formação do 

pomar e terminam com a distribuição do fruto no mercado consumidor. 

Em se tratando da comercialização de frutos de goiaba, o principal fator limitante é a alta 

perecibilidade dos frutos e, consequentemente, sua curta vida de prateleira (CARVALHO, 1994), 

pois seu processo de amadurecimento é rápido e caracterizado por acentuada elevação da taxa 

respiratória e de transformações bioquímicas. Nesse sentido, para manter a qualidade dos frutos e 

aumentar seu tempo de conservação após a colheita, as atenções têm sido dirigidas às operações 

de colheita e pós-colheita, que devem ser realizadas dentro de padrões específicos para cada 

espécie. Para frutos de goiabeira, a determinação do ponto ótimo de colheita e a realização de 

tratamentos pós-colheita dos frutos têm sido os principais aspectos estudados. 

Embora o Brasil seja um dos maiores produtores de goiaba, a exportação dessa fruta ainda 

é inexpressiva quando comparado a outras frutas tropicais, como a banana, a manga e o melão, 

mas existe uma grande perspectiva no aumento da produção e possível crescimento da exportação 

de goiabas em nosso país. Entretanto, sob o enfoque de exigências internacionais de um mercado 

importador concentrado e exigente, protegido por barreiras fitossanitárias, as frutas brasileiras de 

clima tropical são pouco conhecidas e apresentam baixo padrão de qualidade, devido ao 

inadequado uso de agrotóxicos e à tecnologia deficiente de pós-colheita (ALMEIDA, 2002). 

O mercado internacional atual de frutas e hortaliças valoriza cada vez mais a 

qualidade e respeito ao meio ambiente. Assim, a preocupação mundial com relação à 
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poluição ambiental e aos riscos à saúde promovidos pelos agrotóxicos, somado à resistência 

de patógenos a fungicidas e a retirada de alguns produtos do mercado, têm levado ao 

aumento das pesquisas envolvendo a utilização de agentes alternativos, para o controle de 

doenças de pós-colheita (CIA et al., 2007). 

 

2.1.4 Compostos Orgânicos Voláteis 

Os Compostos Orgânicos Voláteis (COVs) antimicrobianos receberam pouca atenção, 

quando comparados ao antagonismo causado por substâncias difusíveis (CHAURASIA et 

al., 2005). No entanto, recentemente uma série de trabalhos tem focado atenção nesses 

produtos do metabolismo, que se apresentam como gases ou possuem alta pressão de vapor, 

e que em condições normais são liberados da célula (TARKKA; PIECHULLA, 2007). Esses 

compostos geralmente possuem baixa massa molecular, são ativos em baixas concentrações 

e podem pertencer a diversas classes químicas (WHEATLEY, 2002). 

A diversidade de voláteis microbianos é extensa, ocorrendo em diferentes 

microrganismos e em diferentes proporções, não sendo possível encontrar uma tabela 

universal com todos os COVs. Entretanto, há um grupo de compostos que já foi estudado e é 

aceito como COVs. Esses compostos podem pertencer a diversas classes químicas como 

álcoois, aldeídos, cetonas, ésteres, lactonas, terpenos e compostos de enxofre (WHEATLEY, 

2002). 

Apesar dos avanços no conhecimento sobre os voláteis de origem microbiana, os 

mecanismos que governam as etapas que vão desde o reconhecimento do volátil pelo 

microrganismo alvo até a expressão da resposta ainda não foram claramente explicados. O 

fenômeno de estímulo e/ou inibição do crescimento micelial e a germinação de esporos 

fúngicos por compostos presentes na fase gasosa parece ser de caráter multifuncional, ou 

seja, depende de uma série de eventos somados. Apesar dos profundos efeitos causados na 

dinâmica das relações entre microrganismos patogênicos e não patogênicos, e destes com as 

plantas, as discussões tem sido meramente especulatórias (FRENCH, 1992). 

O primeiro fator a ser considerado para o entendimento da vulnerabilidade de estruturas 

fúngicas aos compostos voláteis é a relação das estruturas com o meio onde estão inseridas. 

Geralmente, os fungos possuem suas células vegetativas expostas ao ambiente onde 

desenvolvem parte do micélio e porções consideráveis dos órgãos reprodutivos no ar (FRIES, 
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1973), o que determina uma relação superfície/volume bastante alta. A interação via aérea tem se 

mostrado eficiente, visto que muitos compostos lipofílicos liberados diretamente no ar podem 

acumular-se mais rapidamente na membrana plasmática de uma célula receptora do que se 

estivessem na fase líquida (STOTZKY et al., 1976). 

Devido à volatilidade, estes compostos são menos suscetíveis do que compostos não 

voláteis em solução a várias formas de inativação, como solvatação, sorção e alterações causadas 

por reações químicas que ocorrem na presença de água. Além disso, compostos se difundindo em 

meio líquido provavelmente estão mais expostos a concentrações elevadas de substâncias 

químicas inativadoras, e o movimento será limitado pela descontinuidade do filme aquoso. 

Conseqüentemente, a esfera de influência (raio de difusão) de compostos voláteis é muito maior. 

Com base nessas características, os COVs são considerados “infoquímicos” ideais 

(WHEATLEY, 2002). 

Tem sido demonstrado que interações entre microrganismos mediadas por voláteis podem 

ser positivas, negativas ou neutras, para um ou mais microrganismos participantes da interação, 

podendo determinar vantagem seletiva para alguns membros da comunidade. Voláteis oriundos 

do metabolismo primário e secundário podem ultrapassar os limites do ambiente onde são 

produzidos, e interagir com um receptor sensível à apenas algumas poucas moléculas de um 

volátil particular, e afetar a fisiologia de um competidor ou outro membro da mesma espécie. 

Portanto, possuem papel importante durante a evolução dos microrganismos no contexto de 

comunidades, populações e dinâmica funcional (HUMPHRIS et al., 2002). 

A maioria dos estudos relacionados à atividade antimicrobiana de compostos voláteis sobre 

microrganismos fitopatogênicos e deterioradores de madeira é voltada para Muscodor albus 

(GRIMME et al., 2007; STROBEl, 2006), Trichoderma spp (BRUCE et al., 2000; HUMPHRIS 

et al., 2002) e Bacillus spp (BRUCE et al., 2004; LEELASUPHAKUL et al., 2008).  

 

2.1.4.1 Exemplos de microrganismos produtores de COVs e seus efeitos sobre outros 

organismos 

Muscodor albus é um fungo endofítico, inicialmente isolado da árvore de canela 

(Cinnamomum zeylanicum) em Honduras, sendo um reconhecido produtor de COVs com 

excepcional atividade antimicrobiana. A utilização do fungo ou da mistura artificial de voláteis 

inibiu ou matou uma ampla gama de patógenos (fungos, oomicetos e bactérias) de plantas e 
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humanos (STROBEL et al., 2001; WORAPONG et al., 2001), fitopatógenos associados ao solo 

(MERCIER; MANKER, 2005; STINSON et al., 2003), patógenos de frutos na pós-colheita 

(MERCIER; JIMÉNEZ, 2004; MERCIER; SMILANICK, 2005; SCHNABEL; MERCIER, 

2006), fungos em sementes armazenadas (EZRA; STROBEL, 2003), insetos praga (LACEY et 

al., 2008), fitonematóides (RIGA et al., 2008) e mofo tóxico em prédios e materiais de 

construção (MERCIER; JIMÉNEZ, 2007). Dentre os fitopatógenos controlados pelos voláteis 

produzidos por M. albus encontramos Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Pythium 

ultimum e Verticilium dahlie (STROBEL et al., 2001). Mercier e Jiménez (2004) verificaram que 

os voláteis de M. albus inibiram o desenvolvimento in vitro de Penicillium digitatum, P. 

expansum, C. acutatum e C. coccodes. 

O fungo produz uma mistura constituída por cerca de 30 COVs, pertencentes a cinco classes 

químicas (álcoois, ésteres, cetonas, ácidos e lipídios). O composto mais bioativo individualmente 

foi o éster 3-metil-1-butanol acetato (STROBEL et al., 2001), porém, a atividade antimicrobiana 

completa só foi alcançada quando os compostos naftaleno, ácido isobutirico e 3-metil-1-butanol 

foram utilizados em conjunto, mimetizando o efeito inibitório causado pelo fungo produtor sobre 

os fitopatógenos (EZRA et al., 2004). 

Com o objetivo de estudar a capacidade repelente do composto volátil naftaleno produzido 

por Muscodor vitigenus, Daisy et al. (2002) verificaram que o mesmo foi capaz de repelir Cephus 

cinctus, uma importante praga da cultura do trigo. Tanto os ensaios utilizando o fungo produtor 

de volátil, quanto o produto comercial foram capazes de repelir em média 80% dos insetos 

testados. 

Muscodor crispans, uma nova espécie de Muscodor, foi recentemente descoberto vivendo 

endofiticamente em plantas de abacaxi selvagem na Amazônia Boliviana. Os autores 

identificaram uma série de COVs produzidos por esse microrganismo com ação antimicrobiana 

contra uma ampla gama de fitopatógenos, dentre eles fungos dos gêneros Pythium, Phytophthora 

e Sclerotinia. Também foi verificada a ação desses COVs no desenvolvimento de 

Mycosphaerela fijiensis e Xanthomonas axonopodis pv. citri, agentes causais da sigatoka negra 

da bananeira e do cancro cítrico, consideradas hoje como doenças de grande  importância em 

todo mundo (MITCHELL et al., 2010). 

Gliocladium sp. é um fungo endofítico, com proximidade taxonômica a Trichoderma spp., 

isolado a partir de Eucryphia cordifolia. Possui um amplo espectro de atividade biológica, mas 
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geralmente não é observado efeito letal sobre os organismos alvo, com exceção de P. ultimum e 

V. dahliae. Alguns dos compostos bioativos produzidos por Gliocladium sp. são o 3-metil-1-

butanol, feniletilalcool, ácido acético 2-feniletilester e diversos ésteres de ácido propanóico. No 

entanto, o principal composto produzido por este fungo é o anuleno, um composto explosivo 

nunca identificado anteriormente em uma fonte natural (STINSON et al., 2003). 

Frutos produzidos por uma espécie de castanheira (Terminalia catappa) na Costa Rica são 

capazes de produzir substâncias aromáticas e essa aromaticidade foi atribuída à produção de 

vários ésteres e compostos orgânicos pelo endófito Oidium sp. (STROBEL et al., 2008). Os 

compostos voláteis produzidos por esse fungo, ao contrário de M. albus, não causaram efeito 

letal sobre os microrganismos avaliados, promovendo apenas uma redução no desenvolvimento 

destes. Foram identificados vários ésteres do ácido 2-metil propanóico, ácido 2-metil butanóico e 

ácido 3-metil butanóico (STROBEL et al., 2008). 

Trichoderma spp. são fungos saprófitas e os mais estudados microrganismos produtores de 

compostos voláteis, sendo que a maior parte dos estudos envolve a inibição de fungos 

deterioradores de madeira (BRUCE et al., 2000). Wheatley et al. (1997) evidenciaram que os 

compostos 2-propanona, 2-metil-1-butanol, decanal, heptanal e octanal, produzidos por isolados 

de T. pseudokoningii e T. viride, foram os responsáveis pela atividade antimicrobiana contra 

fungos deterioradores de madeira. Posteriormente, Humphris et al. (2001) confirmaram que 

diversos basidiomicetos foram totalmente inibidos por heptanal e octanal, mesmo em baixas 

concentrações (2,5 μg mL-1 de ar). 

Fusarium oxysporum (linhagem MSA 35) é um fungo não patogênico associado a solos 

supressivos para diferentes formae speciales causadoras de murcha. Minerdi et al. (2009) 

constataram que o antagonismo se deve a produção de compostos voláteis (sesquiterpenóides) 

capazes de inibir o crescimento micelial e reprimir a expressão de dois genes putativos 

relacionados a virulência (fmk1 e chsV). Segundo os autores, essa repressão ocorreu 

particularmente em virtude da produção do composto α-humuleno. 

Fialho (2008) e Fialho et al. (2010) relataram o potencial dos voláteis produzidos por seis 

linhagens de Saccharomyces cerevisiae, isoladas de processos fermentativos para produção de 

etanol. As leveduras produziram em meio BDA compostos voláteis de ação fungistática capazes 

de inibir em até 87% o crescimento micelial de Guignardia citricarpa, agente causal da pinta 

preta do citros. Posteriormente, foi identificada a produção de sete compostos pela linhagem CR-
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1 de S. cerevisiae, sendo etanol o componente majoritário constituindo 85% da mistura gasosa, 

além de 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol e feniletilalcool. Também foi constatada a presença 

dos ésteres acetato de etila e octanoato de etila. 

Uma mistura artificial de voláteis, mimetizou os efeitos causados pela levedura 

sobre G. citricarpa (FIALHO, 2008) e apresentou atividade sobre outros fitopatógenos 

pertencentes a uma ampla gama de grupos taxonômicos (basidiomicetos, zigomicetos, 

oomicetos e mitospóricos). Os fungos mais suscetíveis foram S. sclerotiorum, G. 

citricarpa, C. lindemunthianum, P. digitatum, Lasiodiplodia theobromae e Phomopsis citri 

(inibição acima de 50%). No entanto, A. niger, Cladosporium sp e P. italicum, e nenhuma 

das bactérias avaliadas (Bacillus subtilis, Erwinia caratovora, Pseudomonas syringae pv. 

tomato, Xanthomonas sp e X. axonopodis pv. phaseoli) foram inibidas.  

Os compostos 3-metil-1-butanol e 2-metil-1-butanol foram apontados como os 

principais envolvidos na inibição dos fitopatógenos fúngicos. O autor relatou ainda que 

sementes de feijão artificialmente inoculadas com S. sclerotiorum e fumigadas com a 

mistura artificial de voláteis exibiram redução na incidência fúngica de até 75% em relação 

ao tratamento controle. Além disso, a mistura também apresentou atividade nematicida 

sobre Meloidogyne javanica (FIALHO, 2008). 

Estudos conduzidos com isolados de rizobactérias revelaram que esses 

microrganismos possuem alta capacidade de produção de compostos voláteis. Vespermann 

et al. (2007) constataram que voláteis produzidos por espécies de Stenotrophomonas, 

Serratia e Bacillus inibiram o cescimento micelial de vários fungos, dentre eles 

fitopatógenos importantes como Rhizoctonia solani, Phoma betae, Sclerotinia 

sclerotiorum, Verticillium dahlie e espécies de Penicillium. 

Muito pouco é conhecido sobre o modo de ação dos compostos voláteis no controle 

de microrganismos. É provável que os voláteis atuem na alteração da expressão de 

proteínas (HUMPHRIS et al., 2002) e atividade de enzimas associadas a morfogênese 

(GRIFFITH et al., 1994; FIALHO, 2008), alteração no metabolismo oxidadtivo (FIALHO, 

2008) e efeito sobre a membrana plasmática (INGRAM;  BUTTKE, 1984; SEWARD, 

1996). 
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2.1.4.2 Possíveis aplicações dos compostos orgânicos voláteis no controle de fitopatógenos 

 

Diversos tipos de fungicidas sintéticos têm sido utilizados no intuito de prevenir o 

desenvolvimento de doenças em plantas, a despeito de muitos serem classificados como 

potencialmente carcinogênicos pela EPA (Agência Norte Americana de Proteção Ambiental), e 

serem tóxicos para a vida selvagem e organismos não alvo. Fatos esses que irão trazer diversas 

restrições e limitações ao uso no futuro. Um exemplo é o brometo de metila, um composto 

biocida, utilizado na esterilização de solo e no controle de patógenos em pós-colheita. Em 

virtude da sua alta toxicidade e efeito deletério sobre a camada de ozônio, o seu uso já não é mais 

tolerado. Isso torna o uso de produtos voláteis de origem natural uma alternativa atraente no 

intuito de substituir não apenas o brometo de metila, mas também outros fungicidas sintéticos 

(STROBEL et al., 2004). 

Uma gama limitada de fungicidas e fungistáticos têm uso permitido na pós-colheita, e 

apenas para algumas poucas commodities. Essa limitação deve-se ao nível residual nos produtos 

tratados ser de forma geral mais elevado quando comparado ao tratamento em pré-colheita. Esse 

fato ocorre primariamente devido ao curto período de tempo entre a aplicação e o consumo. Nas 

poucas circunstâncias em que fungicidas podem ser utilizados em pós-colheita, frutos ou 

vegetais são tratados através de aspersão, imersão ou ainda o fungicida pode ser aplicado 

associado à cera (STROBEL et al., 2004). O processo de aplicação é caro, demanda tempo e 

interrompe o fluxo do produto no armazenamento (SONG et al., 2000). 

A aquisição de resistência por parte de fitopatógenos e os riscos à natureza e saúde humana 

inerente a utilização de fungicidas (DEISING et al., 2008), contribuiu para a intensificação de 

pesquisas relacionadas a métodos alternativos de controle que eventualmente levaram ao registro 

de biofungicidas como o Aspire® e Biosave® para uso na pós-colheita nos EUA (JANISIEWICZ; 

KORSTEN, 2002). Leveduras e bactérias antagonistas são empregadas como biofungicidas 

primariamente para colonizar e proteger ferimentos presentes na superfície de frutos, resultando 

na exclusão ou inibição de fitopatógenos (JANISIEWICZ; KORSTEN, 2002). No entanto, 

agentes de biocontrole geralmente tem a desvantagem de carecer de atividade curativa, e seu 

estabelecimento pode ser negativamente afetado pelo ambiente físico e químico do local a ser 

colonizado (BROWN et al., 2000; MERCIER; WILSON, 1995). 



 30 

Após identificação dos COVs produzidos por S. cerevisiae, Fialho (2008) avaliou a ação 

antifúngica de cada composto individualmente contra vários fitopatógenos, dentre eles C. 

gloeosporioides. Foi constatado que os álcoois superiores alifáticos 3-metil-1-butanol (3M1B) e 

2-metil-1-butanol (2M1B) foram os que proporcionaram os melhores resultados quanto a inibição 

do desenvolvimento micelial desse fitopatógeno (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1 - Influência da adição de compostos orgânicos voláteis (50 µL/placa = 1 µL mL-1 de ar), identificados em 
S. cerevisiae, sobre o desenvolvimento micelial de C. gloesporioides. Os valores médios de 4 repetições 
(± DP) foram calculados como porcentagem de inibição, comparado as placas controle na ausência de 
voláteis. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,01). 
Adaptado de (FIALHO, 2008) 

 
Toffano (2010) utilizou os compostos 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, caprilato 

(octanoato de etila) e a mistura artificial dos COVs, identificados a partir de S. cerevisiae, no 

controle pós-colheita da mancha preta em laranja Valência. Os resultados revelaram que o 3-

metil-1-butanol foi o composto que apresentou maior eficiência na inibição do aparecimento de 

novas lesões em relação ao controle. O composto 2-metil-1-butanol também se mostrou eficiente 

seguido do caprilato. Por outro lado, a mistura dos COVs foi menos eficiente do que os 

compostos aplicados individualmente. 

A biofumigação de frutos utilizando microrganismos, ou mesmo a fumigação com misturas 

artificiais de voláteis, pode ser vantajosa no intuito de inibir ou matar patógenos em áreas 

fechadas durante o transporte e armazenamento. Os fumigantes são ideais para o tratamento na 
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fase de pós-colheita, visto ser um processo que minimiza a manipulação do produto. Além do 

dióxido de enxofre, há poucos fumigantes disponíveis para serem utilizados no controle de 

doenças na pós-colheita e esse gás não apresenta efetividade contra infecções pré-existentes 

(ADASKAVEG et al., 2002). Recentemente, tem-se verificado esforços no intuito de se 

descobrir fumigantes alternativos, como compostos naturais comumente reconhecidos como 

seguros. 

Por definição métodos não residuais de controle excluem o uso de fumigantes ou atmosfera 

modificada, visto que nenhum deles é totalmente livre de resíduos. Entretanto, é consenso que o 

gás penetre e sofra sorção pelo produto, e então ao final do tratamento de exposição, o gás sofra 

completa desorção e pode ser completamente removido com a aeração. Portanto, a fumigação é 

uma alternativa viável ao uso de procedimentos de controle residuais (DONAHAYE, 2000). 

Além do tratamento de frutos e vegetais, os compostos voláteis de origem microbiana podem ser 

utilizados no controle de patógenos associados a sementes e na fumigação de solos contaminados 

(REZENDE et al., 2010). 

 

2.2 Material e métodos 

 
2.2.1 Obtenção e manutenção dos isolados de Colletotrichum  
 

Os isolados de Colletotrichum acutatum e C. gloeosporioides foram obtidos a partir de 

lesões em frutos de goiaba da variedade Pedro Sato sintomáticos, coletados no Estado de São 

Paulo, os quais foram gentilmente cedidos pelo Laboratório de Micologia do Departamento de 

Fitopatologia e Nematologia (ESALQ/USP). Esses foram mantidos em meio Batata-Dextrose-

Ágar (BDA: Infusão de 200 g L-1 de batata, 20 g L-1 de dextrose e 15 g L-1 de ágar) a 25ºC e 

fotoperíodo de 12h.  

2.2.2 Obtenção dos compostos voláteis antimicrobianos 
 

Conforme resultados obtidos por Fialho (2008), os compostos voláteis produzidos por S. 

cerevisiae que apresentaram maior atividade antimicrobiana contra diferentes fitopatógenos 

foram os álcoois superiores alifáticos 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B). 

Dessa forma, padrões disponíveis comercialmente (SIGMA-ALDRICH) de ambos os compostos 

foram utilizados nos bioensaios.  
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2.2.3 Avaliação in vitro do efeito dos COVs sobre o desenvolvimento de Colletotrichum sp. 
 
2.2.3.1. Efeito sobre o crescimento micelial  
 

Foram utilizadas placas de poliestireno (60 mL de volume), disponíveis comercialmente, 

divididas ao meio. Em um dos lados da placa, contendo 10 mL de meio BDA, foi adicionado 

assepticamente, um disco de meio (5 mm) contendo micélio do fitopatógeno.  No outro lado da 

placa, foi adicionado em um algodão volumes de 10, 25, 50 e 75 μL (que correspondem as doses 

de 0,2; 0,5; 1,0 e 1,5 µL mL-1 de ar, respectivamente) dos compostos 3M1B e 2M1B 

individualmente ou em mistura nas proporções de 1:1 e 1:10 (v/v) de ambos os compostos.  O 

tratamento controle consistiu em placas contendo apenas algodão sem adição dos voláteis. As 

placas foram imediatamente vedadas com filme plástico e mantidas a 25 ºC sob fotoperíodo de 

12h.  

A avaliação do crescimento micelial foi realizada a cada 24 horas, através da média entre 

duas medições diametralmente opostas da colônia. O ensaio foi montado em delineamento 

inteiramente casualizado. Foram utilizadas quatro repetições por tratamento, sendo cada repetição 

constituída por uma placa. A última avaliação foi realizada quando as colônias das placas 

controle atingiram os bordos das mesmas. Nesse experimento também foram determinados os 

valores de MIC50, que corresponde a concentração inibitória mínima capaz de inibir o 

fitopatógeno em 50%. Ao término do experimento, os discos de meio contendo micélio (inóculo 

inicial) foram transferidos para placas contendo meio BDA na ausência dos compostos, a fim de 

se verificar a viabilidade do fitopatógeno. 

 

2.2.3.2 Efeito sobre a produção de biomassa 
 

Foram utilizadas placas de poliestireno (60 mL de volume), divididas ao meio, disponíveis 

comercialmente. Em um dos lados da placa, contendo 10 mL de meio BDA, foi adicionado 

assepticamente papel celofane e sobre este um disco de meio (5 mm) contendo micélio do 

patógeno.  As placas foram vedadas e mantidas a 25 ºC sob fotoperíodo de 12h. Decorridos 72h 

foi adicionado em um algodão, no lado oposto da placa, 50 μL (1,0 µL mL-1 de ar), os compostos 

3M1B e 2M1B individualmente ou em mistura nas proporções de 1:1 e 1:10 (v/v). O tratamento 

controle consistiu em placas contendo apenas algodão sem adição dos compostos. As placas 

foram novamente vedadas com filme plástico e mantidas por mais 72h. Em seguida, o papel 
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celofane juntamente com o micélio foram retirados e pesados, determinando-se, portanto a 

biomassa fresca produzida pelos fitopatógenos. 

 
2.2.3.3 Efeito sobre a esporulação 
 

Foram utilizadas placas de poliestireno (60 mL de volume), disponíveis comercialmente, 

divididas ao meio. Em um dos lados da placa, contendo 10 mL de meio de Aveia-Ágar (TUITE, 

1969), o qual favorece a esporulação (DHINGRA; SINCLAIR, 1985), foi adicionado 

assepticamente, um disco de meio (5 mm) contendo micélio do fitopatógeno.  No outro lado da 

placa, em um algodão, foram adicionados os compostos nas doses e proporções mencionadas no 

item 2.2.3.2. O tratamento controle consistiu em placas contendo apenas algodão, sem adição dos 

voláteis. As placas foram imediatamente vedadas com filme plástico e mantidas a 25 ºC sob 

fotoperíodo de 12h.  

Decorridos oito dias, foram adicionados 10 mL de água destilada sobre a cultura fúngica, 

onde os esporos foram removidos com auxílio de uma alça de Drigalsky, obtendo-se uma 

suspensão de esporos. Para determinação do número de esporos, 150 μL da suspensão foi 

transferida para uma câmara de Neubauer onde foi realizada a contagem dos esporos com auxílio 

de um microscópio de luz. O experimento foi montado em delineamento inteiramente 

casualizado, utilizando-se quatro repetições por tratamento, sendo cada repetição constituída por 

uma placa.   

 

2.2.3.4 Efeito sobre a germinação e formação de apressórios 

Foram adicionadas em placas de poliestireno (60 mL de volume) três gotas de 50 μL da 

suspensão de esporos de C. acutatum (5x105 esporos mL-1). No centro da placa foi adicionado um 

algodão contendo os compostos 3M1B e 2M1B, individuais e em misturas nas proporções 

mencionadas no item 2.2.3.1, nas doses de 0,2 e 1 µL mL-1 de ar. O tratamento controle consistiu 

de placas contendo apenas algodão sem adição dos compostos. As placas foram vedadas com 

filme plástico e mantidas a 25 ºC no escuro por 16h. Após este período, foi acrescida uma 

lamínula de vidro para avaliação. A porcentagem de esporos germinados e apressórios formados 

foram obtidas através da contagem desses com auxílio de microscópio de luz. Com a finalidade 

de investigar o efeito fungistático ou fungicida dos tratamentos sobre a germinação dos esporos, 
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após a contagem de 16h, as placas foram incubadas novamente sob as mesmas condições, agora 

na ausência dos compostos e reavaliadas após 24 e 48h. O experimento foi montado em 

delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se quatro repetições por tratamento, sendo 

cada repetição constituída por uma placa.   

2.2.4 Elucidação de alguns dos mecanismos de ação dos COVs  
 
2.2.4.1. Efeito sobre a permeabilidade da membrana plasmática 
 

Com o objetivo de avaliar as alterações provocadas pelos voláteis na permeabilidade da 

membrana plasmática das células fúngicas, foram utilizadas placas de poliestireno (60 mL de 

volume), divididas ao meio, disponíveis comercialmente. Em um dos lados da placa, contendo 10 

mL de meio BDA, foi adicionado papel celofane e sobre este um disco de meio (5 mm) contendo 

micélio do fitopatógeno.  As placas foram vedadas com filme plástico e mantidas a 25 ºC sob 

fotoperíodo de 12h. Decorridos 72h foi adicionado em um algodão 50 μL (1,0 µL mL-1 de ar), os 

compostos 3M1B e 2M1B individualmente ou em mistura nas proporções de 1:1 e 1:10 (v/v). As 

placas foram novamente vedadas com filme plástico e mantidas por mais 72h. Os tratamentos 

controle consistiram em placas contendo apenas algodão sem adição dos voláteis, sendo que para 

o controle negativo, além da adição da solução de sacarose, também foi adicionado 10 μL de 

detergente (Triton X-100). As placas foram novamente vedadas e mantidas por mais 72h. O 

experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se quatro 

repetições por tratamento, sendo cada repetição constituída por uma placa.   

O micélio foi coletado, pesado e colocado em copos plásticos (110 mL) contendo 10 mL de 

solução de sacarose 0,2 M. Decorrido 60 min, as soluções foram transferidas para tubos e 

realizada a medição da condutividade elétrica das soluções com auxílio de um condutivímetro 

(HI 9043, Hanna Istruments) com o objetivo de detectar a perda de eletrólitos por parte do 

micélio. O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se 

quatro repetições por tratamento, sendo cada repetição constituída por uma placa. Os resultados 

foram expressos em mS.g micélio-1. 

 

2.2.4.2 Peroxidação lipídica 
 

Foram utilizadas placas de poliestireno (60 mL de volume), divididas ao meio, disponíveis 

comercialmente. Em um dos lados da placa, contendo 10 mL de meio BDA, foi adicionado 
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assepticamente papel celofane e sobre este um disco de meio (5 mm) contendo micélio do 

fitopatógeno. As placas foram vedadas com filme plástico e mantidas a 25 ºC sob fotoperíodo de 

12h. Decorridos 72h foi adicionado em um algodão 50 μL (1,0 µL mL-1 de ar), os compostos 

3M1B e 2M1B individualmente ou em mistura nas proporções de 1:1 e 1:10 (v/v). As placas 

foram novamente vedadas com filme plástico e mantidas por mais 72h. O tratamento controle 

consistiu em placas contendo apenas algodão sem adição dos compostos. As placas foram 

novamente vedadas com filme plástico e mantidas por mais 72h. 

Objetivando avaliar as alterações provocadas pelos voláteis nos lipídeos constituintes da 

membrana plasmática das células fúngicas, a peroxidação de lipídeos foi avaliada através da 

produção de metabólitos reativos a ácido 2-tiobarbitúrico (TBA), principalmente malonaldeído 

(MDA), conforme descrito por de Heath e Packer (1968) e Cakmak e Host (1991). O micélio 

desenvolvido sobre o papel celofane foi coletado e pesado, sendo 300mg macerado em 1,3mL de 

ácido tricloroacético (TCA 0,1%) utilizando almofariz e pistilo congelados. Após a 

homogeneização, 1,4 mL foram transferidos para tubos tipo eppendorf para centrifugação a 

10000 g por 15 minutos a 4º C. Em tubos de vidro com tampa, contendo 1,5 mL da solução 

recém preparada de ácido tiobarbitúrico (TBA 0,5% em TCA 20%), foi adicionado 500 μL do 

sobrenadante. Na referência (branco), ao invés de amostra, foi adicionado 500 μL de TCA 0,1%. 

Os tubos foram incubadas a 90º C em banho-maria por 20 minutos e em seguida resfriados em 

banho de gelo. As amostras foram transferidas para tubos tipo eppendorf e centrifugadas a 16000 

g por 4 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 535 nm. A concentração de 

MDA foi determinada através da seguinte fórmula:  

Abs= B x C, onde 

B= Coeficiente de absortividade - para o MDA equivale a 155 mM-1 cm-1 

C= Concentração, assim 

C= (Abs/B) = mM MDA 

Portanto: 

MDA= {{[(Abs/155)*2]*(1700/500)}/MF}*1000, onde 

MF = massa fresca 
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Os dados foram expressos em nmol g-1 micélio fresco 

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se quatro 

repetições por tratamento, sendo cada repetição constituída por uma placa.  

 

2.2.4.3 Efeito sobre a síntese de proteínas 
 

Foram utilizadas placas de poliestireno (60 mL de volume), divididas ao meio, disponíveis 

comercialmente. Em um dos lados da placa, contendo 10 mL de meio BDA, foi adicionado 

assepticamente papel celofane e sobre este um disco de meio (5 mm) contendo micélio do 

fitopatógeno.  As placas foram vedadas com filme plástico e mantidas a 25 ºC sob fotoperíodo de 

12 h. Decorridos 72 h foi adicionado em um algodão 50 μL (1,0 µL mL-1 de ar), os compostos 

3M1B e 2M1B individualmente ou em mistura nas proporções de 1:1 e 1:10 (v/v). As placas 

foram novamente vedadas com filme plástico e mantidas por mais 72 h. O tratamento controle 

consistiu em placas contendo apenas algodão sem adição dos compostos. As placas foram 

novamente vedadas com filme plástico e mantidas por mais 72 h. 

A extração das proteínas solúveis foi obtida do micélio desenvolvido sobre o papel celofane 

através de maceração do mesmo na presença de nitrogênio líquido, seguido pela adição de 

tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM de EDTA e 3 mM de ditiotreitol, na 

proporção de 8 mL g-1 de micélio fresco. O material foi centrifugado a 4 ºC durante 45 min a 

15000 g. O sobrenadante constituiu o extrato protéico que teve a concentração de proteínas 

determinada segundo Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino (ASB) como 

padrão. O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se 

quatro repetições por tratamento, sendo cada repetição constituída por uma placa.   

 

2.2.5 Avaliação da utilização do volátil 3M1B no controle pós-colheita de frutos de goiaba 
 
2.2.5.1 Obtenção e inoculação dos frutos 
 

Foram utilizadas goiabas de polpa branca da variedade Kumagai oriundas da propriedade 

do Sr. Ricardo Kumagai, em Campinas, SP, selecionadas de acordo com o estádio de maturação, 

o qual foi relacionado com a cor do fruto. Os frutos foram higienizados com solução de 

hipoclorito de sódio a 0,5 % por 1 minuto e posteriormente lavados em água corrente, a fim de 
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retirar o excesso do produto e em seguida, deixados secar a temperatura ambiente. Cada fruto 

recebeu uma marcação em círculo com auxílio de caneta permanente, sendo que dentro dele foi 

realizado um ferimento com agulha histológica. Alíquotas de 30 μL de uma suspensão de 

conídios de C. acutatum, obtidos de cultura pura em placas de Petri contendo meio aveia-ágar, 

ajustadas para concentração de 106 conídios/mL foram depositadas sobre cada ferimento. Em 

seguida, os frutos foram acondicionados em caixas plásticas com tampa com capacidade de dois 

litros (dois frutos por caixa).  Foi adicionado no interior das caixas um pedaço de algodão 

umedecido com água destilada e em seguida os mesmos foram fechados hermeticamente e 

mantidos em incubadora tipo BOD a 25º C, no escuro por 24 h (Figura 2A). 

 

2.2.5.2 Tratamento dos frutos e avaliação do efeito sobre a taxa de expansão da lesão e a 

incidência da antracnose 

 

Após a inoculação e incubação dos frutos, o algodão de cada caixa foi retirado e 

substituído por um copo plástico contendo um chumaço de algodão onde foi adicionado 855 μL 

(0,5 μL-1 de ar) do volátil 3M1B. O tratamento controle consistiu em caixas contendo apenas 

algodão sem adição do volátil. As caixas foram vedadas com auxílio de fita adesiva e 

acondicionadas em incubadora tipo BOD, a 25º C durante 10 h. Após esse período, as caixas 

foram abertas e mantidas durante 12 h em sala (temperatura e UR médias de 20º C e 60%, 

respectivamente), contendo sistema de exaustão para facilitar a aeração e a saída do volátil. Em 

seguida, as caixas contendo os frutos tratados voltaram para incubadora a 25º C, onde 

permaneceram abertas até o fim do experimento (11 dias).  

A taxa de expansão das lesões da doença foi avaliada diariamente, a partir do 

aparecimento da primeira lesão até a senescência dos frutos e a incidência (porcentagem de frutos 

doentes) foi realizada no último dia de avaliação. Para determinação da taxa de expansão das 

lesões, as mesmas foram medidas com auxílio de paquímetro digital. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado consistindo de dois 

tratamentos, sendo um contendo o volátil 3M1B e outro o controle. Cada tratamento foi 

representado por 13 caixas contendo duas goiabas cada, perfazendo um total de 26 frutos por 

tratamento em um total de 52 frutos. O ensaio foi realizado duas vezes.  
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Figura 2 – Ilustração da metodologia utilizada nos ensaios in vivo. Disposição dos frutos de goiaba em caixas 

plásticas com adição do algodão umedecido após inoculação (A); após adição do algodão contendo o 
composto 3-metil-1-butanol (B); disposição das caixas durante a incubação dos frutos (C) 

 

 

2.2.5.3 Efeito do volátil na produção de etileno pelos frutos 
 

O ensaio foi realizado no Laboratório de Pós-Colheita de Produtos Hortícolas do 

Departamento de Produção Vegetal, ESALQ/USP. Para a determinação da produção de etileno, 

os frutos foram colocados em caixas plásticas (capacidade de 2L), hermeticamente fechadas com 

tampas contendo septos de silicone. As condições experimentais empregadas foram as mesmas 

descritas no item 2.2.5.2. Após 1 h, foram coletadas amostras de 1 mL de ar do interior das caixas 

através do septo de silicone, com auxílio de uma seringa de 2,5 mL (Hamilton, modelo Gastight). 

As amostras foram injetadas e analisadas em Cromatógrafo a Gás marca Thermo Finnigan, 

modelo Trace2000GC, equipado com detectores de ionização de chama (FID) regulados para 

250ºC, injetores regulados para 100º C e coluna Porapack N (coluna C2H4 - 1,8 m) reguladas para 

100ºC, tendo nitrogênio como gás de arraste. O tempo de corrida de cada amostra foi de 90 s e 

etileno comercial na concentração de 580 ppm foi utilizado como padrão. A produção de etileno 

foi calculada levando-se em consideração o volume da caixa, a massa do fruto e o tempo que as 

 

A 

B 

C 
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caixas permaneceram fechadas (60 minutos). Os resultados foram expressos em μL de etileno  

kg-1. h-1. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado consistindo de dois 

tratamentos, sendo um contendo o volátil 3M1B e outro o controle. Cada tratamento foi 

representado por 13 caixas contendo duas goiabas cada, perfazendo um total de 26 frutos por 

tratamento em um total de 52 frutos. 

 

2.2.5.4 Efeito do tratamento com o volátil sobre a qualidade físico-química de frutos de 

goiaba  

As análises físico-químicas dos frutos foram realizadas no Laboratório de Tecnologia Pós-

Colheita, CEA-IAC, Jundiaí, SP. Os frutos foram higienizados com solução de hipoclorito de 

sódio a 0,5 % por 1 minuto, a seguir, lavados em água corrente para retirar o excesso do produto 

e em seguida, deixados secar a temperatura ambiente. Foram utilizadas caixas plásticas com 

capacidade de dois litros e com tampas. Foram colocados dois frutos em cada caixa e adicionado 

um copo plástico contendo um chumaço de algodão onde foram adicionados 855 μL (0,5 μL-1 ar) 

do volátil 3M1B. O tratamento controle consistiu em caixas contendo apenas algodão sem adição 

do volátil. As caixas foram hermeticamente fechadas e acondicionadas em câmara a 25º C por 

10h. Após esse período, os frutos foram avaliados quanto aos atributos físico-químicos: coloração 

de casca e polpa, firmeza de polpa, sólidos solúveis, pH e acidez titulável, conforme as 

metodologias descritas a seguir: 

Cor de casca e polpa: em colorímetro Mini Scan XE PLUS 45/O-L, sistema L C H onde L 

representa luminosidade, C representa cromaticidade e H (Hue), o ângulo de cor em três pontos 

na região equatorial dos frutos, antes e após a retirada da casca.  

Firmeza: em Penetrômetro UNITEL FT 327, utilizando-se ponteira de 8 mm efetuadas em 

quatro pontos opostos na região equatorial dos frutos, após a retirada da casca. 

 Sólidos solúveis: determinado no suco da fruta, obtido pela centrifugação de dois frutos por 

repetição, utilizando-se refratômetro manual, marca Atago PAL-1, os dados foram obtidos em 

°Brix.  
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pH: determinado potenciometricamente em pHmetro Micronal B-274, no suco da fruta 

(1:9), obtido pela centrifugação de dois frutos por repetição, segundo a metodologia de Carvalho 

et al. (1990).  

Acidez titulável: determinada nas amostras anteriormente preparadas para determinação de 

pH, empregando-se NaOH (0,2 N) para titulação até atingir pH 8,1. O resultado foi expresso em 

% de ácido cítrico (CARVALHO et al., 1990).   

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado consistindo de dois 

tratamentos, sendo um contendo o volátil 3M1B e outro o controle. Cada tratamento foi 

representado por 6 caixas contendo duas goiabas cada e três dias de avaliação, perfazendo um 

total de 12 frutos por tratamento em um total de 36 frutos.   

 
 

2.3 Resultados e discussão 

 

2.3.1 Efeito dos compostos orgânicos voláteis sobre o crescimento micelial de C. 

gloeosporioides e C. acutatum 

O presente trabalho evidenciou que a exposição de C. gloeosporioides e C. acutatum a 

diferentes concentrações dos compostos 3M1B e 2M1B, inibiu significativamente o crescimento 

micelial (Figuras 3 e 4). 
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Figura 3 - Inibição do crescimento micelial de C. gloeosporioides (A) e C. acutatum (B) cultivados em meio BDA, 

quando expostos aos compostos orgânicos voláteis 3-metil-1-butanol e 2-metil-1-butanol. Os valores 
médios de quatro repetições foram calculados como porcentagem de inibição comparado às placas 
controle na ausência dos compostos 
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Figura 4 - Efeito dos compostos orgânicos voláteis 3-metil-1butanol e 2-metil-1butanol aplicados individualmente, 

sobre o crescimento micelial de C. gloeosporioides (A) e C. acutatum (B) após 72 e 96h, respectivamente 
 

A inibição causada pelos dois compostos foi semelhante para ambos os fungos e 

proporcional ao aumento da concentração. A inibição do desenvolvimento em resposta aos dois 

compostos foi observada a partir da concentração de 0,2 µL mL-1 de ar, variando entre 15 e 20%, 

além disso, a inibição total foi observada a partir da concentração de 1,0 µL mL-1 de ar. Como 

observado no presente trabalho, Fialho et al. (2010) também relataram que o crescimento micelial 

de Guignardia citricarpa foi inibido à medida que este foi tratado com doses crescentes da 

mistura artificial de COVs identificados a partir de Saccharomyces cerevisiae, alcançando 

inibição de 88% na concentração de 1,6 µL mL-1 de ar . 

Há na literatura diversos relatos sobre a eficiência de COVs produzidos por fungos e 

bactérias contra inúmeros microrganimos, principalmente fitopatógenos, demonstrando o 

potencial desses COVs no manejo de importantes enfermidades em plantas. Kai et al. (2007) 

estudaram o efeito de COVs produzidos por diversos isolados de rizobactérias sobre o 

 

A 
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crescimento micelial de Rhizoctonia solani. Os autores verificaram que a inibição do patógeno 

variou entre 8 e 94%, dependendo do isolado de rizobactéria utilizado. COVs produzidos pelo 

fungo Nodulisporium sp. CF016 inibiram e inviabilizaram uma ampla gama de fitopatógenos 

importantes na pós-colheita. Após três dias de exposição aos voláteis produzidos pelo fungo, o 

crescimento micelial de Botrytis cinerea foi totalmente inibido, no entanto, a inibição máxima de 

Penicilium expansum foi de 80% (PARK et al., 2010). Li et al. (2010) observaram a inibição 

completa do fitopatógeno P. italicum quando exposto aos  voláteis dimetil dissulfito, dimetil 

trissulfito e acetofenona, identificados a partir de Streptomyces globisporus, na dose de 0,1 µL 

mL-1 de ar, após cinco dias de exposição.  

A utilização dos dois compostos em mistura causou efeito inibitório semelhante sobre os 

fungos, quando comparado a inibição causada pelos compostos aplicados individualmente 

(Figuras 5 e 6). A inibição máxima (100%) também ocorreu a partir da concentração de 1,0 µL 

mL-1 de ar e a inibição mínima também foi verificada a partir da menor concentração avaliada 

(0,2 µL mL-1 de ar). Na concentração de 0,2 µL mL-1 de ar foi observado maior inibição do 

desenvolvimento de C. gloeosporioides quando exposto à mistura 3M1B:2M1B (1:1; v/v), 

seguido das misturas 3M1B:2M1B (10:1; v/v) e 2M1B:3M1B (10:1; v/v) , assumindo valores de 

25, 20 e 8%, respectivamente. Para C. acutatum, foi observado inibição crescente das misturas 

3M1B:2M1B (1:1; v/v), 3M1B:2M1B (10:1; v/v) e 2M1B:3M1B (10:1; v/v), variando de 20 a 

30%. Ao contrário do observado nesse estudo, Tunc et al. (2007), ao estudarem compostos 

orgânicos voláteis, etanol e carvacrol, verificaram que houve efeito sinergístico entre os 

compostos na inibição de P. notatum, indicando o potencial dessa combinação na conservação e 

manutenção das propriedades organolépticas de alimentos. Apesar do composto carvacrol ser 

obtido a partir de plantas e não de microrganismos, o etanol assim como o 3M1B e 2M1B, 

encontra-se no grupo dos álcoois e pode ser encontrado como componente de misturas de COVs 

produzidos por vários fungos, como os do gênero Muscodor (EZRA; STROBEL, 2003; 

MITCHELL et. al., 2010). 
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Figura 5 - Inibição do crescimento micelial de C. gloeosporioides (A) e C. acutatum (B) cultivados em meio BDA, 

quando expostos a mistura dos compostos orgânicos voláteis 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-
butanol (2M1B). Os valores médios de quatro repetições foram calculados como porcentagem de inibição 
comparado às placas controle na ausência dos compostos 
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Figura 6 - Efeito dos compostos orgânicos voláteis 3-metil-1butanol (3M1B) e 2-metil-1butanol (2M1B), 

aplicados em mistura, sobre o crescimento micelial de C. gloeosporioides (A) e C. acutatum (B) após 
72 e 96h de crescimento, respectivamente 
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B 
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Também foram determinados os valores de MIC50, que corresponde à concentração 

inibitória mínima da mistura artificial, em μL por mL de ar na placa, requerida para reduzir em 

50% o crescimento micelial (Tabela 1). Para C. gloesporioides, os valores de MIC50 para os 

compostos individuais foram 0,34 e 0,35 μL mL-1 de ar, para 3M1B e 2M1B, respectivamente, já 

para C. acutatum esses valores foram estimados em 0,33 e 0,37 μL mL-1 de ar, respectivamente. 

Portanto, os fungos apresentaram sensibilidade semelhante aos compostos. Para a combinação 

dos compostos, os valores de MIC50 também estão apresentados na Tabela 1. 

 
Tabela 1 - Valores de MIC50 dos compostos 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) sobre o 

crescimento micelial de C. gloeosporioides e C. acutatum  
 

Patógeno Tratamento MIC50* 

C. gloeosporioides 

3M1B 0,34 

2M1B 0,35 

  3M1B:2M1B (1:1; v/v) 0,52 

 3M1B:2M1B (10:1; v/v) 0,47 

 2M1B:3M1B (10:1; v/v) 0,57 

C. acutatum 

3M1B 0,33 

2M1B 0,37 

  3M1B:2M1B (1:1; v/v) 0,40 

 3M1B:2M1B (10:1; v/v) 0,31 

 2M1B:3M1B (10:1; v/v) 0,37 

*μL mL-1 de ar 

 

Com base nos resultados de crescimento micelial dos fitopatógenos (Figuras 3 e 5) e 

observando a Tabela 1, não foram verificadas diferenças significativas de inibição sobre os 

fitopatógenos, quando comparadas as diferentes combinações e proporções de misturas avaliadas. 

Entretanto, C. acutatum se mostrou mais sensível aos tratamentos quando comparado com C. 

gloeosporioides. Para ambos patógenos, os maiores valores de MIC50 foram observados quando 

os compostos foram combinados na proporção 1:1 (v/v), indicando que nessa situação, esses 

compostos apresentam menor efeito inibitório. Ambos fitopatógenos retomaram o crescimento, 

quando transferidos para meio BDA na ausência dos COVs testados, caracterizando a natureza 

fungistática dos mesmos. 
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Atmosukarto et al. (2005) avaliaram a sensibilidade de diversos fungos à mistura artificial 

de voláteis constituída por 20 compostos identificados em Muscodor albus. O MIC50 para C. 

gloeosporioides foi de 0,3 µL mL-1 de ar e o crescimento foi totalmente inibido na concentração 

de 1,2 µL mL-1 de ar, resultados semelhantes aos alcançados nesse trabalho. Heipieper et al. 

(2000), estudando a tolerância e adaptação dos ácidos graxos da membrana em mutantes de 

Kluyveromyces lactis ao etanol verificaram que o MIC para os isolados testados variou entre 8 e 

10% de etanol (w/v). 

Em função dos resultados obtidos nos ensaios de crescimento micelial, foi selecionada a 

dose de 1,0 µL mL-1 de ar no intuito de se avaliar o efeito dos compostos (individualmente e em 

mistura) sobre a produção de massa fresca pelos fitopatógenos (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 7 - Influência dos compostos 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) na concentração de 1,0 

µL mL-1 de ar, sobre a produção de biomassa por C. gloeosporioides e C. acutatum, cultivados em meio 
BDA, após 72h de exposição. Os valores são médias de 4 repetições (± DP). Médias seguidas pela mesma 
letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05) 

 

1- 3M1B 
2- 2M1B 
3- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) 
4- 2M1B:3M1B (10:1; v/v) 
5- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) 
6- Controle  
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Foi observado que o fungo C. gloeosporioides produziu maior quantidade de biomassa 

quando comparado com C. acutatum, no entanto, ambos os fungos foram inibidos de forma 

semelhante quando expostos aos voláteis (Figura 7). Além disso, não houve diferença 

significativa de resposta utilizando-se os compostos individuais ou em mistura. Para C. 

gloeosporioides, a inibição média causada pelos tratamentos foi de 64,9%, enquanto que para C. 

acutatum a inibição foi em média de 55,4%.  

Humpris et al. (2001) verificaram o efeito de COVs específicos produzidos por 

Trichoderma spp., contra fungos apodrecedores da madeira, dentre eles, o 2M1B. Os autores 

observaram que esse composto na concentração de 2500 µg mL-1 de ar foi capaz de reduzir em 

aproximadamente 80% a produção de biomassa de quatro isolados fúngicos (Neolentinus 

lepideus, Postia placenta, Gloeophyllum trabeum e Trametes versicolor). 

Trabalhos evidenciando o efeito antimicrobiano de COVs produzidos por outros 

microrganismos contra patógenos de importância na pós-colheita também se mostram 

promissores.  O estudo sobre o efeito de COVs e metabólitos secundários, produzidos por cepas 

de Bacillus subtilis, sobre o crescimento micelial de P. digitatum, revelou que a exposição do 

fungo aos voláteis produzidos pela bactéria causou inibição que variou entre 30 e 70%. No 

entanto, o patógeno recuperou o crescimento após o micélio ter sido transferido para placas 

contendo apenas meio BDA, demonstrando o efeito fungistático desses compostos 

(LEELASUPHAKUL et al., 2008).  

 

2.3.2 Efeito dos compostos orgânicos voláteis sobre a esporulação de C. gloeosporioides e C. 

acutatum 

 

Foi avaliada a capacidade de esporulação dos fitopatógenos C. gloeosporioides (Figura 8A) 

e C. acutatum (Figura 8B), quando expostos aos compostos individualmente. 
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Figura 8 - Influência dos voláteis 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) nas concentrações 0,2; 0,5; 

1,0 e 1,5 µL mL-1 de ar, sobre a esporulação de C. gloeosporioides (A) e C. acutatum (B), cultivados em 
meio Aveia-Ágar, após 8 dias de exposição. Os valores são médias de 4 repetições (± DP). Médias 
seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,0). *Dose em µL mL-1 

A 

B 

1- 3M1B - 1,5* 
2- 3M1B - 1 
3- 3M1B - 0,5 
4- 3M1B - 0,2 
5- 2M1B - 1,5 
6- 2M1B - 1 
7- 2M1B - 0,5 
8- 2M1B - 0,2 
9-  Controle 

1- M1B - 1,5* 
2- 3M1B - 1 
3- 3M1B - 0,5 
4- 3M1B - 0,2 
5- 2M1B - 1,5 
6- 2M1B - 1 
7- 2M1B - 0,5 
8- 2M1B - 0,2 
9-  Controle 
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É possível verificar que os compostos 3M1B e 2M1B, nas doses de 1,5 e 1,0 µL mL-1 de ar 

inibiram completamente a produção de esporos de ambos os fitopatógenos. A esporulação por C. 

gloeosporioides foi inibida completamente pelo composto 2M1B na dose 0,5 µL mL-1 de ar, 

enquanto que na dose de 0,2 µL mL-1 não houve diferença significativa com relação ao controle. 

Interessantemente, nas doses de 0,5 e 0,2 µL mL-1 o composto 3M1B estimulou a produção de 

esporos. Por outro lado, C. acutatum não teve a esporulação estimulada em nenhuma das doses 

avaliadas. Na dose de 0,2 µL mL-1 o número de esporos foi em média 2,5 vezes maior quando 

comparado a dose de 0,5 µL mL-1 para os dois compostos, enquanto que nas concentrações de 1 e 

1,5 µL mL-1 de ar,  a esporulação foi completamente inibida pelos compostos. 

Não é possível encontrar na literatura, o efeito de COVs fúngicos específicos, como 3M1B 

e 2M1B sobre a produção de esporos de fitopatógenos. No entanto, trabalho demonstrando o 

efeito de VOCs produzidos por bactéria contra importante enfermidade em pós-colheita de 

laranja apresentou resultados interessantes. Oito COVs, identificados a partir de Streptomyces 

globisporus, aplicados em diferentes concentrações, foram testados sobre a esporulação de P. 

italicum. A produção de esporos pelo fitopatógeno foi afetada à medida que se aumentou a 

concentração dos COVs, ocorrendo inibição total quando expostos aos compostos dimetil 

dissulfeto, dimetil trissulfeto e acetofenona a partir da dose de 0,1 µL mL-1 de ar (LI et al., 2010). 

No presente trabalho, a exposição de ambos os patógenos às diferentes combinações dos 

compostos 3M1B e 2M1B, inibiu completamente a produção de esporos nas doses de 1,5 e 1,0 

µL mL-1 (Figura 9).   

A esporulação de C. gloeosporioides foi estimulada pelos compostos 3M1B e 2M1B na 

menor dose avaliada (0,2 µL mL-1 de ar), no entanto, a partir da dose de 0,5 µL mL-1 a 

esporulação foi inibida, sendo inversamente proporcional ao aumento da concentração (Figura 

9A). Esse resultado, assim como aqueles obtidos para o composto 3M1B, testado 

individualmente nas doses 0,2 e 0,5 µL mL-1 (Figura 8A), pode estar associado a um mecanismo 

de sobrevivência do fungo, onde o mesmo pode passar a produzir maior quantidade de esporos 

quando submetido a uma condição de estresse e desta maneira, garantir a perpetuação da 

espécie. Por sua vez a esporulação por C. acutatum também foi reduzida à medida que as doses 

dos compostos foram aumentadas. A produção de esporos nas placas controle foi em média 1,7 

vezes maior quando comparada a menor dose avaliada (0,2 µL mL-1 de ar) (Figura 9B). 
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Arrebola et al. (2009) estudaram o potencial de controle de COVs produzidos por 

bactérias sobre podridão pós-colheita em citros. Os autores verificaram redução significativa 

na produção de esporos por P. crustosum, quando exposto aos COVs produzidos por B. 

subitilis, B. amyloliquefaciens e pela combinação dos antagonistas, após três dias de 

incubação quando comparado ao controle. Entretanto, não foi observada diferença 

significativa na esporulação do patógeno na presença de COVs produzidos pelas bactérias ou 

pela combinação delas do segundo ao décimo dia de incubação. O efeito de metabólitos 

voláteis produzidos por bactérias sobre a esporulação de vários fungos onde foi avaliado por 

Moore-Landeker e Stotzy (1972), Agrobacterim radiobacter reduziu em 66 e 53% a 

produção de esporos por F. oxysporum f. sp. conglutinans e Penicillium viridicatum, 

respectivamente. Enquanto que, Aerobacter aerogenes reduziu apenas 7% da esporulação de 

F. oxysporum f. sp. conglutinans. Os voláteis produzidos por Sarcina lutea não interferiram 

na produção de esporos por P. viridicatum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9 - Influência dos compostos voláteis 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) nas 

doses de 0,2; 0,5; 1,0 e 1,5 µL mL-1 de ar, nas proporções de 1:1 e 1:10 (v/v) sobre a 
esporulação de C. gloeosporioides (A) e C. acutatum (B) cultivados em meio Aveia-Ágar, após 
8 dias de exposição.  Os valores são médias de 4 repetições (± DP). Médias seguidas pela 
mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey         (p ≤ 0,05). *Dose em µL mL-1 

 

 

1- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 1,5* 
2- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 1,0 
3- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 0,5 
4- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 0,2 
5- 2M1B:3M1B (1:1; v/v) - 1,5 
6- 2M1B:3M1B (1:1; v/v) - 1,0 
7- 2M1B:3M1B (1:1; v/v) - 0,5 
8- 2M1B:3M1B (1:1; v/v) - 0,2 
9- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 1,5 
10- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 1,0 
11- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 0,5 
12- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 0,2 
13- Controle 

1- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 1,5* 
2- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 1,0 
3- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 0,5 
4- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 0,2 
5- 2M1B:3M1B (1:1; v/v) - 1,5 
6- 2M1B:3M1B (1:1; v/v) - 1,0 
7- 2M1B:3M1B (1:1; v/v) - 0,5 
8- 2M1B:3M1B (1:1; v/v) - 0,2 
9- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 1,5 
10- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 1,0 
11- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 0,5 
12- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 0,2 
13- Controle 

A 

B 
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2.3.3 Efeito dos compostos orgânicos voláteis sobre a germinação e formação de apressórios  
 

A germinação dos conídios de C. acutaum foi totalmente inibida por todos os compostos e 

suas combinações em todas as doses testadas, após 16 h de incubação (Tabela 2). Com o intuito 

de verificar a ação fungicida ou fungistática dos compostos, os mesmos foram retirados das 

placas e essas foram novamente incubadas por mais 48 h. Não foi observado conídios 

germinados, o que indica efeito fungicida dos compostos 3M1B e 2M1B, sugerindo o potencial 

do uso desses compostos num sistema de fumigação em pós-colheita, onde atuariam sobre a 

germinação de esporos que se encontram na superfície dos frutos. 

 
Tabela 2 – Efeito dos compostos 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butano (2M1B), aplicados individualmente 

ou em mistura nas doses de 0,2 e 0,3 µL mL-1 de ar, durante 16h, sobre a germinação e formação de 
apressórios de C. acutatum 

 

 
Tratamento  

Conídios 

germinados (%)x 

Apressórios 

formados (%)x 

 3M1B - 0,2* 0 a 0 a 

C. acutatum 

3M1B - 0,5 0 a 0 a 

2M1B - 0,2 0 a 0 a 

2M1B - 0,5 0 a 0 a 

3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 0,2 0 a 0 a 

3M1B:2M1B (10:1; v/v) - 0,5 0 a 0 a 

2M1B:3M1B (10:1; v/v) - 0,2 0 a 0 a 

2M1B:3M1B (10:1; v/v) - 0,5 0 a 0 a 

3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 0,2 0 a 0 a 

3M1B:2M1B (1:1; v/v) - 0,5 0 a 0 a 

Controle 76 b 61 b 
x Média de quatro repetições. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente entre si    
(P ≤ 0,05). 
*Dose aplicada em µL mL-1 de ar 
 

Resultados semelhantes foram observados por Ramin et al. (2005), onde o efeito dos 

compostos voláteis produzidos por M. albus e de outros três compostos, incluindo 2M1B, foram 

testados contra a germinação de esporos de patógenos pós-colheita. Nos tratamentos utilizando 
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maiores concentrações do antagonista aliado ao sistema de circulação de ar, houve inibição de 

100% da germinação dos conídios de B. cinerea e P. expansum. O 2M1B mostrou-se eficiente na 

inibição da germinação dos conídios desses mesmos patógenos, causando inibição completa 

quando expostos a dose de 100 µL L-1 de ar. Da mesma forma, Goates e Mercier (2009) 

verificaram que COVs produzidos por M. albus foram capazes de inviabilizar completamente a 

germinação de teliósporos de três espécies do gênero Tilletia, agentes causais da cárie do arroz e 

trigo e carvão do trigo. Segundo os autores, esse resultado encoraja a possível utilização desses 

voláteis no tratamento de sementes ou até mesmo de formulações que poderiam ser aplicadas em 

sulcos no campo para o controle dessas doenças.  

 

2.3.4 Avaliação dos possíveis mecanismos de ação dos COVs 

 

Após a confirmação da atividade inibitória do 3M1B e 2M1B sobre o desenvolvimento de 

C. gloeosporiodes e C. acutatum, a próxima etapa do trabalho foi verificar possíveis mecanismos 

de ação desses compostos sobre os fitopatógenos.   

Muito pouco é conhecido sobre o modo de ação dos compostos voláteis no controle de 

microrganismos. É provável que os voláteis atuem na alteração da expressão de proteínas 

(HUMPHRIS et al., 2002) e atividade de enzimas específicas (WHEATLEY, 2002), podendo 

refletir no crescimento. Os mecanismos de ação de COVs produzidos por espécies de Muscodor, 

dentre eles 2M1B e 3M1B, contra fungos e bactérias é desconhecido. Entretanto, resultados 

preliminares indicam que os COVs possuem capacidade de induzir algum tipo de dano ao DNA 

das células do organismo alvo (MITCHELL et al., 2010). 

Splivallo et al. (2007) investigaram os possíveis mecanismos de ação de COVs produzidos 

por trufas, dentre eles o 3M1B, sobre o crescimento de Arabidopsis thaliana. Os autores 

verificaram que alguns dos COVs induziram a produção de espécies reativas de oxigênio, 

demonstrando que esses voláteis fúngicos são capazes de inibir o desenvolvimento e modificar o 

metabolismo oxidadtivo de A. thaliana. Embora plantas e microrganismos sejam organismos 

filogeneticamente distintos, algumas características desses organismos são semelhantes e por essa 

razão alguns alvos de ação dos COVs podem coincidir. 

Por se tratar de álcoois superiores alifáticos, seria pertinente sugerir que os compostos 

3M1B e 2M1B pudessem estar envolvidos com a desorganização da bicamada lipídica 
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constituinte da membrana plasmática, alterando, portanto sua permeabilidade. Frente a essa 

hipótese, foram realizados ensaios para se determinar a perda de eletrólitos e a peroxidação dos 

lipídios da membrana dos fitopatógenos em estudo (Figuras 11 e 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 
Figura 11 - Influência dos compostos 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) na dose de 1,0 

µL mL-1 de ar, sobre a perda de eletrólitos de micélio de C. gloeosporioides e C. acutatum 
cultivados em meio BDA, após 72h de exposição. Os dados estão expressos em micro-Simens 
(mS) em função das diferenças na condutividade da membrana na solução de sacarose onde o 
micélio foi imerso; controle (+) representa somente micélio e (-) micélio imerso em detergente 
(Triton X-100). Os valores são médias de 4 repetições (± DP). Médias seguidas pela mesma letra 
não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05) 

 
 
Em condições normais, C. gloeosporioides apresentou condutividade elétrica de 

aproximadamente 150 mS, enquanto que nos demais tratamentos, a condutividade elétrica variou 

de 200 a 300 mS. O mesmo ocorreu com C. acutatum, onde a condutividade elétrica dos 

tratamentos atingiu em média valores três vezes maiores quando comparadas ao controle. Esses 

resultados forneceram subsídio à hipótese levantada a respeito da alteração da permeabilidade da 

1- 3M1B 
2- 2M1B 
3- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) 
4- 2M1B:3M1B (10:1; v/v) 
5- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) 
6- Controle +  
7- Controle -  
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membrana plasmática. Heipieper et al. (2000) relatam que o principal alvo da toxicidade de 

álcoois é a membrana. Assim como outros solventes orgânicos, eles inibem o crescimento celular 

por desarranjar a integridade das membranas, levando a permeabilização não específica. 

Com relação à peroxidação lipídica dos componentes da membrana plasmática pode ser 

observado, na Figura 12 que, a peroxidação de lipídios aumentou em C. gloeosporioides, após o 

tratamento como os voláteis variando entre 10 e 13 mmol de MDA g -1 micélio fresco. O mesmo 

padrão também foi observado para C. acutatum, apresentando maiores valores de peroxidação 

lipídica, quando exposto aos voláteis, variando entre 25 e 36 mmol de MDA g-1 mf. Esses 

resultados sugerem que esses álcoois superiores são capazes de desorganizar a estabilidade da 

membrana plasmática dos fungos comprometendo, portanto o desenvolvimento dos mesmos. 

As espécies reativas de oxigênio (EAOs) são produtos gerados pelo metabolismo dos 

organismos aeróbios e provocam estresse oxidativo devido à ação tóxica e mutagênica sobre as 

células. As EAOs são altamente reativas e citotóxicas, podendo reagir com os ácidos graxos 

insaturados da membrana, promovendo a peroxidação lipídica (ANGELOVA et al., 2000; 

MALLICK; MOHN, 2000). A peroxidação da membrana celular pode afetar sua funcionalidade 

resultando em danos irreversíveis às funções celulares. Desse modo, a peroxidação lipídica pode 

ser um indicativo de que há indução de danos na membrana e que pode estar havendo supressão 

da atividade de enzimas antioxidantes, como peroxidase, catalase (CAT) e superóxido dismutase 

(SOD) (SCANDALIOS, 1994).  

Fialho (2008) verificou aumento da atividade das enzimas SOD e CAT em micélio de G. 

citricarpa quando exposto a mistura artificial de voláteis identificados a partir de S. cerevisiae. 

Malolepsza (2004) verificou que a CAT é um importante fator na infecção de B. cinerea em 

plantas de tomate. Um flavonóide comumente presente no hospedeiro inibiu em até 50% a 

atividade da CAT, no fungo reduzindo sua capacidade em detoxificar o H2O2 gerado no 

hospedeiro. 
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Figura 12 - Influência da mistura artificial de voláteis 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) 
na dose de 1,0 µL mL-1 de ar, sobre a peroxidação lipídica de micélio de C. gloeosporioides e C. 
acutatum cultivados em meio BDA, após 72h de exposição. Os dados estão expressos em 
quantidade de MDA (mmol/g-1 mf) de micélio. Os valores são médias de 4 repetições (± DP). 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05) 

 

O efeito dos álcoois sobre microrganismos foi sumarizado por Ingranm e Buttke (1984). 

O autor descreve que em eucariotos, esses são capazes de interferir no crescimento, 

morfogênese, sistema de transporte, perda de metabólitos, composição e biossíntese de lipídeos. 

Álcoois de cadeias longas e curtas como pentanol e metanol, respectivamente, podem causar 

aumento na fluidez da membrana de microrganismos.  

Redução no número de células viáveis foi observado em trabalho sobre o efeito de álcoois 

no crescimento de leveduras (SEWARD et al., 1996). Interferência no pH intracelular e redução 

na produção de energia foram observados, indicando efeitos negativos dos álcoois na integridade 

1- 3M1B 
2- 2M1B 
3- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) 
4- 2M1B:3M1B (10:1; v/v) 
5- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) 
6- Controle  
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da membrana plasmática desses organismos.  Ingram (1976), estudando o efeito de álcoois nos 

lipídios componentes da membrana plasmática de Escherichia coli K-12, verificou que altas 

concentrações de álcoois causaram inibição de 30 a 40% do crescimento da bactéria. Esse mesmo 

autor também observou que a cultura bacteriana exposta a etanol, voltava a crescer quando 

ocorria a recuperação da alteração da composição dos ácidos graxos da membrana. 

No presente trabalho, não foi constatado diferença significativa na produção de proteínas 

do micélio por ambos os patógenos (Figura 13). Embora não haja diferença significativa, nota-se 

uma tendência de aumento na concentração de proteínas dos fitopatógenos, quando os mesmos 

foram expostos aos compostos, individualmente ou em mistura, com relação aos controles. 

Entretanto, Fialho (2008) observou menor conteúdo de proteínas no micélio de G. citricarpa, 

quando exposto a mistura artificial de voláteis, constituída por seis compostos, incluindo 3M1B e 

2M1B, quando comparado ao controle. Esse resultado poderia sugerir que algum componente da 

mistura dos voláteis, não utilizado no presente estudo, é capaz de interferir na produção de 

proteínas podendo ainda haver um efeito sinergístico desses compostos sobre o microrganismo 

quando esses são utilizados em mistura. Além disso, Colletotrichum e Guignardia tratam-se de 

fungos de gêneros diferentes, podendo dessa forma responder de maneira distinta frente aos 

tratamentos. Duas espécies de Penicillium exibiram respostas distintas quando expostos a mistura 

artificial de COVs identificados em S. cervisiae, onde o crescimento micelial de P. italicum não foi 

inibido, e a inibição de P. digitatum foi de 60% (FIALHO, 2008). De maneira geral, os resultados 

desse estudo revelam que, de alguma forma, os compostos 3M1B e 2M1B são capazes de interferir 

no metabolismo protéico desses fungos. 

Estudando o efeito de compostos orgânicos voláteis, produzidos por três espécies de 

Trichoderma, sobre o crescimento micelial e a síntese de proteínas de dois isolados do 

basidiomiceto Serpula lacrymans, Humpris et al. (2002) verificaram a redução do 

desenvolvimento fúngico associada à inibição da síntese de proteínas de 29,1 kDa, desencadeada 

por T. aureoviride e T. viride. Por outro lado, T. pseudokoninii não foi capaz de reduzir o 

crescimento micelial e a síntese protéica de S. lacrymans. 
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Figura 13 - Influência dos compostos 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) na dose de 1,0 µL mL-1 

de ar, sobre o conteúdo de proteínas solúveis de C. gloeosporioides e C. acutatum cultivados em meio 
BDA, após 72h de exposição. Os valores são médias de 4 repetições(± DP). Médias seguidas pela mesma 
letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1- 3M1B 
2- 2M1B 
3- 3M1B:2M1B (10:1; v/v) 
4- 2M1B:3M1B (10:1; v/v) 
5- 3M1B:2M1B (1:1; v/v) 
6- Controle  
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2.3.4 Avaliação da utilização do volátil 3M1B no controle pós-colheita de frutos de goiaba 
 
 
2.3.4.1 Efeito do volátil na incidência e severidade da antracnose 
 

O volátil 3M1B, na concentração de 0,5 µL mL-1 de ar, aplicados em frutos de goiaba 

expostos durante 10h, não foi efetivo no controle da antracnose, não sendo capaz de reduzir a 

severidade e a incidência da doença nos frutos (Tabelas 3 e 4).  A incidência da doença e o 

tamanho das lesões aumentaram em função do tratamento com o composto, quando comparado 

ao controle no decorrer do tempo. Após sete dias de incubação, a incidência e a severidade 

aumentaram 2 e 2,5 vezes, respectivamente, em relação ao controle. Após 11 dias, a incidência e 

a severidade aumentaram 5 e 6,25 vezes, respectivamente, em relação ao controle. 

 
Tabela 3 - Severidade (tamanho da lesão) da antracnose em goiabas ‘Kumagai’ inoculadas com C. acutatum e tratadas 

com 3-metil-1-butanol (3M1B) na dose de 0,5 µL mL-1 de ar, por 10h, e armazenadas a 25 °C por onze dias 

Tratamento 
Severidade (cm)x 

7 dias 8 dias 9 dias 10 dias 11 dias 

Controle 0,20 a 0,34 a 0,49 a 0,81 a 1,30 a 

3M1B 0,50 a 2,00 a 4,18 b 5,56 b 8,13 b 

x Média de 13 repetições compostas de dois frutos como unidade experimental. Médias seguidas de mesma letra, na 
coluna, não diferem significativamente entre si (P≥0,05) 
 
 

Tabela 4 - Incidência da antracnose em goiabas ‘Kumagai’ inoculadas com C. acutatum e tratadas com 3-metil-1-

butanol (3M1B) na dose de 0,5 µL mL-1 de ar, por 10h, e armazenadas a 25 °C por onze dias 

Tratamento 
Incidênciax 

7 dias 8 dias 9 dias 10 dias 11 dias 

Controle 3,84 7,69 11,53 11,53 11,53 

3M1B 7,69 23,00 46,15 53,84 57,69 

X Média de treze repetições, compostas de dois frutos como unidade experimental. 
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Diferente do resultado obtido neste trabalho, Mercier e Jiménez (2004) observaram que a 

micofumigação de maçãs, utilizando COVs produzidos por M. albus que apresenta em sua 

composição compostos como 2M1B, foi capaz de reduzir em 100% o mofo azul causado por P. 

expansum e em 93% o mofo cinzento causado por B. cinerea. Trabalho similar foi conduzido por 

Park et al. (2010), que testaram compostos voláteis produzidos por Nodulisporium sp. e que 

apresentaram atividade antifúngica contra B. cinerea e P. expansum também em maçãs. Houve 

supressão de 35 a 68% das lesões causadas por B. cinerea e 38 a 76% das lesões causadas por P. 

expansum após a micofumigação com Nodulisporium sp.  

Voláteis de M. albus também se mostraram eficientes no controle de duas doenças pós-

colheita em limões, o bolor verde e a podridão ácida, causadas por P. digitatum e Geotrichum 

citri-aurantii, respectivamente. Verificou-se que em frutos fumigados imediatamente após a 

inoculação, houve controle de 100% do bolor verde em limões, enquanto que baixos níveis de 

infecção foram encontrados em frutos fumigados 24 h após inoculação com os patógenos 

(MERCIER; SMILANICK, 2005). O mesmo ocorreu com frutos de maçã tratados com M. albus 

contra espécies de Penicillium causadoras do bolor cinza e azul. Não foi observada nenhuma 

infecção em frutos fumigados logo após a inoculação com os patógenos (MERCIER; JIMÉNEZ, 

2004). Esses resultados corroboram com os resultados obtidos no ensaio in vitro de germinação e 

formação de apressórios por C. gloeosporioides e C. acutatum, onde a menor dose dos compostos 

voláteis 3M1B e 2M1B foi capaz de inibir 100% da germinação dos conídios de ambos os 

patógenos. Portanto, esses resultados demonstram o potencial antimicrobiano dos COVs sobre 

esporos que podem se encontrar na superfície do fruto, prontos para iniciar o processo de 

infecção. 

Arrebola et al. (2009), estudando o efeito de compostos voláteis produzidos por bactérias, 

dentre eles 3M1B, contra podridão pós-colheita em citros, verificaram redução significativa na 

incidência e severidade da doença em frutos biofumigados com espécies de Bacillus. 
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2.3.4.2 Efeito do volátil na produção de etileno pelos frutos 

 

Os resultados revelaram que o composto volátil 3M1B altera a fisiologia dos frutos de 

goiaba. Maiores concentrações de etileno foram observadas nos frutos tratados, comparados aos 

frutos do controle, favorecendo o amadurecimento mais rápido dos mesmos (Figura 14). O 

avanço no amadurecimento de frutos climatéricos leva a redução na concentração de compostos 

antifúngicos, como compostos fenólicos, desencadeando o processo de quebra de quiescência de 

esporos de vários patógenos, dentre eles, espécies do gênero Colletrotrichum. Desse modo, o 

etileno, conhecido como hormônio do amadurecimento, pode atuar também como um sinalizador 

para o processo da quebra de quiescência, participando da ativação de genes envolvidos nos 

processos de germinação, formação de apressórios e fatores de patogenicidade de fitopatógenos 

(PRUSKY, 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14 - Concentração de etileno produzido por frutos de goiaba tratados com 0,5 µL mL-1 de ar do volátil 3-

metil-1-butanol (3M1B), durante 10h e armazenados em a 25ºC por 7 dias. Os valores são médias de 
treze repetições (± EP). ** indica os valores que diferem significativamente do controle pelo teste de 
Tukey (p ≤ 0,05) 
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2.3.4.3 Efeito na qualidade físico-química de frutos de goiaba após tratamento com o 

composto volátil 3M1B 

 

Alterações na coloração da casca e da polpa, na textura, nos níveis de ácidos e na síntese 

dos compostos voláteis, normalmente ocorrem durante o amadurecimento do fruto, 

concomitantemente com o período climatérico (PAULL, 1993). O ângulo de cor (Ho) pode variar 

de 0o a 360o, sendo que 0o corresponde a cor vermelha, 90o corresponde ao amarelo, 180o ao 

verde e 270o ao azul. Em goiabas, o ângulo de cor expressa de forma significativa as mudanças 

da cor da casca. As goiabas verdes apresentam ângulo de cor maior do que goiabas maduras. A 

coloração da casca é um importante atributo de qualidade, contribuindo para uma boa aparência e 

influenciando a preferência do consumidor (CLYDESDAL, 1993).  

Observa-se na Tabela 5 que, 1, 3 e 6 dias após a aplicação do volátil em frutos de goiaba 

armazenados a 25ºC, não houve diferença significativa entre os valores de luminosidade (L), 

ângulo de cor (H°) e cromaticidade (Chroma)  da casca quando comparados ao controle. A partir 

desses resultados, pode-se inferir que embora havendo grande produção de etileno pelos frutos 

tratados nos dois primeiros dias após a aplicação do volátil, o mesmo não interferiu na qualidade 

visual dos frutos. 
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Tabela 5 - Cor de casca e de polpa de goiabas ‘Kumagai’ tratadas com o volátil 3-metil-1-butanol (3M1B) na dose de 
0,5 µL mL-1 de ar, por 10h e armazenadas a 25 °C por seis dias 

 

Tratamentos 

Cor da casca x Cor da polpa x 

  

L Ho Chroma L Ho Chroma 

  Dia 0    

59,35 40,98 107,95 78,70 38,83 105,91 

   Dia 1    

Controle 60,24 a 42,70 a 107,28 a 77,97 a 33,86 a 106,77 a 

3M1B 58,59 a 41,73 a 107,41 a 77,64 a 34,58 a 105,74 a 

   Dia 3    

Controle 70,87 a 48,78 a 108,04 a 94,14 a 35,37 a 103,57 a 

3M1B 72,54 a 47,87 a 106,70 a 93,26 a 35,01 a 104,44 a 

   Dia 6    

Controle 62,38 a 45,67 a 104,78 a 82,81 a 27,53 a 94,41 a 

3M1B 59,59 a 42,40 a 104,92 a 76,93 b 32,68 b 105,24 b 
xEm colorímetro Mini Scan XE PLUS 45/O-L, sistema L C H, onde L* representa luminosidade (0=preto a 
100=branco), C representa cromaticidade e H (Hue), o ângulo de cor (0° a 360° - 0°: vermelha, 90°: amarelo, 180°: 
verde e 270°: azul). Média de seis repetições. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, no mesmo dia, não 
diferem significativamente entre si (P ≤ 0,05). 
 

A ação do etileno promove aumento na atividade das enzimas clorofilase e oxidase, e 

resulta na degradação da clorofila (SHIMOKAWA; SHIMADA; YAEO, 1978; YAMAUCHI et 

al., 1997). Ao mesmo tempo, o etileno estimula a carotenogênese, o que promove o aparecimento 

da cor amarela ou laranja (STEWART; WHEATON, 1972). A coloração é utilizada como 

parâmetro para a seleção de muitos produtos em classes ou categorias comerciais, entretanto, a 

quantificação dos pigmentos, ou de outros constituintes pode prover uma melhor forma 

indicadora de qualidade, pois se relaciona mais diretamente com a percepção da aparência pelo 

consumidor, ao passo que a concentração dos pigmentos pode estar mais diretamente relacionada 

com a maturidade do produto (CHITARRA; CHITARRA, 2005). 

Não foi possível observar diferença significativa na coloração da polpa entre os frutos 

tratados e não tratados nos dias 1 e 3 após a aplicação do volátil (Tabela 5). No entanto, após 6 

dias de armazenamento, houve diferença nos três parâmetros analisados, L,C e Ho. Frutos tratados 
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com o 3M1B apresentaram maiores valores de L, C e Ho comparados aos frutos do controle, 

indicando que os mesmos permaneceram verdes por mais tempo. Esse resultado contradiz com os 

resultados encontrados no ensaio de incidência e severidade de frutos tratados e não tratados com 

o volátil, onde esse fato pode ser explicado pela ausência do patógeno no ensaio de qualidade 

físico-química, pois com o patógeno presente nos tecidos esses são submetidos a maior estresse e 

como conseqüência sua fisiologia é alterada, ou pela diferença de maturidade entre os frutos 

utilizados no ensaio. 

Os teores de ácido ascórbico, sólidos solúveis (SS) e acidez são características importantes 

na qualidade organoléptica e nutricional de frutos. Dessa forma, esses atributos foram avaliados 

após tratamento dos frutos com o volátil 3M1B (Tabela 6).  

Os sólidos solúveis indicam a quantidade dos sólidos como açúcares, vitaminas, ácidos, 

aminoácidos e algumas pectinas que se encontram dissolvidos no suco ou polpa das frutas. Não 

foi observada diferença significativa no teor de SS entre o tratamento e o controle nos três dias de 

avaliação (Tabela 6). Esse resultado revela que não houve interferência do 3M1B na produção de 

SS pelos frutos e que os valores desse atributo aumentaram à medida que os frutos 

amadureceram. Comumente, a porcentagem de sólidos solúveis apresenta tendência de aumento 

com o avanço da maturação (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os açúcares solúveis 

representam de 50% a 90% do teor de sólidos solúveis em goiabas (CHITARRA et al., 1981; 

RATHORE, 1976), tendo como principal açúcar a frutose, e portanto, fatores que afetam a 

síntese da frutose, podem afetar o teor de SS. O amido poderia ser outra fonte de variação dos SS, 

mas, em goiabas representam apenas 1-3% do total dos carboidratos não estruturais (ALI; 

LAZAN, 1997). A partir dessas informações, pode-se inferir que o volátil 3M1B não possui a 

capacidade de interferir na síntese de frutose e amido em frutos de goiaba, pois não houve 

diferença significativa entre os tratamentos e o controle, em nenhuma das avaliações. 

A acidez titulável de um fruto é representada pela presença de ácidos orgânicos. A goiaba 

apresenta sabor moderado e bem aceito para consumo de mesa, sua acidez é devida à presença do 

ácido málico e cítrico e em menores quantidades, dos ácidos galacturônico e fumárico 

(GERHARDT et al., 1997). Embora os valores obtidos nesse estudo tenham apresentado um 

ligeiro aumento ao longo dos dias, Chitarra e Chitarra (1990) relataram que esses valores, com 

poucas exceções, diminuem com o amadurecimento, em decorrência do processo respiratório ou 

de sua conversão em açúcares, sendo o período do amadurecimento o de maior atividade 
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metabólica. Houve diferença significativa entre frutos tratados e não tratados apenas no último 

dia de avaliação (6º dia de incubação), onde menor valor de acidez titulável foi observado nos 

frutos tratados com 3M1B comparado ao controle. Como já discutido anteriormente, os frutos 

tratados com o volátil apresentam amadurecimento precoce em relação ao controle, devido à 

maior produção de etileno pelos mesmos. Desse modo, menores valores de acidez eram 

esperados nos frutos expostos ao 3M1B (Tabela 6). 

O amadurecimento dos frutos é acompanhado pelo amolecimento dos tecidos (HUBER, 

1983; FICHER; BENNETT, 1991). Esse amolecimento é o resultado das modificações das 

texturas que ocorrem durante o amadurecimento pós-colheita para praticamente todas as frutas 

(MANRIQUE; LAJOLO, 2004), devido às mudanças estruturais da pectina, hemicelulose e 

celulose, que juntas, são responsáveis pelas modificações na estrutura da parede celular (HUBER, 

1983; SEYMOUR et al., 1990). Não houve diferença significativa entre os valores de firmeza dos 

frutos tratados e não tratados nos dias 1 e 3 (Tabela 6). Embora fosse esperada redução da 

firmeza nos frutos tratados, no último dia de avaliação foi observado o contrário. Frutos expostos 

ao 3M1B apresentaram maior valor de firmeza, possivelmente porque os frutos utilizados nesse 

tratamento apresentavam-se menos maduros do que os demais. 
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Tabela 6 - Sólidos solúveis (SS), acidez titulável, pH e firmeza de polpa de goiabas ‘Kumagai’ tratadas com 0,5 µL 
mL-1 de ar o volátil 3-metil-1-butanol (3M1B), por 10h, e armazenadas a 25 °C por seis dias 

 

Tratamento SS (%)x 
Acidez titulável 

(% ác. cítrico)x 
pHx Firmeza (N)x 

  Dia 0   

 7,80 0,59 3,92 87,82 

  Dia 1   

Controle 7,83 a 0,62 a 3,85 a 84,72 a 

3M1B 7,85 a 0,61 a 3,83 a 92,85 a 

  Dia 3   

Controle 8,46 a 0,71 a 4,01 a 90,16 a 

3M1B 8,54 a 0,71 a 3,81 b 87,32 a 

  Dia 6   

Controle 9,04 a 0,78 a 3,94 a 55,79 a 

3M1B 8,31 a 0,68 b 3,96 a 84,44 b 
x Média de seis repetições. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, no mesmo dia, não diferem 
significativamente entre si (P ≤ 0,05). 
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3 CONCLUSÕES 

 

Os compostos orgânicos voláteis 3-metil-1-butanol (3M1B) e 2-metil-1-butanol (2M1B) 

possuem efeito inibitório sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides e C. acutatum. Alguns 

dos possíveis mecanismos de ação envolvem o aumento na permeabilidade seletiva da membrana 

plasmática, além da interferência no metabolismo oxidativo dos fitopatógenos. 

O composto volátil 3M1B, na dose de 0,5 µL mL-1 de ar, aumenta a incidência e a 

severidade da antracnose em frutos de goiaba, sendo que o composto também interfere na 

fisiologia dos frutos, promovendo o amadurecimento precoce dos mesmos. Por outro lado, as 

qualidades físico-químicas não são afetadas pelo tratamento com o volátil.  

Trabalhos envolvendo diferentes condições experimentais, como menores doses e tempos 

de exposição aos compostos 3M1B e 2M1B, podem ser conduzidos a fim de se verificar o 

potencial de controle de fitopatógenos em frutos por meio de fumigação durante o transporte e 

armazenamento. 
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