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RESUMO 

 

As doenças pós-colheita em uvas causam perdas consideráveis de frutos durante o transporte e 

armazenamento. Os fungicidas sintéticos são métodos usualmente usados para controlá-los. No 

entanto, a tendência recente consiste na utilização de métodos mais seguros e sustentáveis para o 

controle da deterioração pós-colheita. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo propor 

uma estratégia sustentável e eficaz para o controle de R. stolonifer em uvas, por meio da 

utilização de leveduras antagonistas isoladas do fruto, assim como associar o controle biológico 

das leveduras a substâncias GRAS. Foram isoladas leveduras epifíticas de amostras de uvas da 

espécie Vitis vinifera BRS Carmem e de mosto na fase inicial e final da fermentação. A seleção 

das leveduras antagonistas biocontroladoras constou da avaliação de teste de crescimento a 4, 10, 

25, e 37°C, avaliação da produção das enzimas pectinase e celulase e avaliação da produção de 

substâncias antagônicas contra o fitopatógeno. Foi testado o efeito antifúngico de diferentes 

substâncias GRAS contra R. stolonifer e verificada a capacidade das leveduras crescerem em 

diferentes concentrações de sustâncias GRAS. Após a seleção, foi avaliado a eficácia do 

biocontrole desenvolvido pela levedura em uvas contra R. stolonifer, através do biocontrole 

tradicional e integrado. Foi obtido um total de 38 isolados de leveduras sendo agrupados em 14 

morfotipos distintos. Dentre estas, foram selecionadas duas leveduras para utilização como 

possíveis agentes de biocontrole, sendo identificadas molerculamente como Hanseniaspora 

guilliermondii e Saccharomyces cerevisiae. Nos testes in vivo de controle biológico 

Saccharomyces cerevisiae conseguiu reduzir sozinha a incidência da doença causada por R. 

stolonifer em cerca de 56% e 70% a severidade, já no biocontrole integrado a substância GRAS 

(bicarbonato de sódio) em conjunto com a S. cerevisiae reduziu 80% a incidência e 84% a 

severidade. O isolado identificado como H. guilliermondii reduziu sozinho a incidência em 64% e 

74% a severidade, sendo que no teste integrado com bicarbonato de sódio reduziu a incidência da 

doença em 80% e a severidade a 88%. Isso demonstra que a seleção destas leveduras podem 

constituir uma estratégia promissora de biocontrole utilizada para o controle da podridão mole em 

uvas. 

 

Palavras-chave: Controle biológico, podridão mole, leveduras antagonistas, Vitis vinifera.
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ABSTRACT 

 

Post-harvest diseases, which affects grape cultures, can cause considerable damage to the 

fruits during transportation and storage. Synthetic fungicides are commonly used methods 

able to control these diseases. However, there is a growing tendency of using more reliable 

and sustainable methods to control post-harvest deterioration. Thus, the present study aimed 

to present a sustainable and efficient strategy for the control of R. stolonifer in grapes through 

the use of antagonist yeasts isolated from the fruit as well as the association of the biological 

control of yeasts to GRAS substances. For this purpose, epiphytic yeasts from samples of 

grapes of Vitis vinifera BRS Carmen and must in the initial and final phase of fermentation 

were isolated. The selection of the antagonist yeasts for biological control was based on 

growing tests for 4, 10, 25, and 37ºC, on the assessment of the production of pectinase and 

cellulase enzymes, and on the evaluation of the production of antagonistic substances against 

the phytopathogen. The antifungal effect of various GRAS substances against R. stolofiner 

was assessed and the ability of yeasts to grown under different concentrations of GRAS 

substances was verified. Following the selection, the effectiveness of the biocontrol developed 

by the yeast in grapes against R. stolofiner applying the traditional and integrated biocontrol. 

It was obtained a total of 38 isolated yeasts grouped in 14 different morphotypes. Among 

these, two yeasts, identified as Hanseniaspora guilliermondii and Saccharomyces cerevisae, 

were selected as possible biocontrol agents. For the biocontrol in vivo tests, Saccharomyces 

cerevisiae managed to reduce alone the incidence of the disease caused by R. stolofiner by 

56% and 70% the severity. On the other hand, for the biocontrol integrated to the GRAS 

substance (sodium bicarbonate) associated to the S. cerevisae the incidence was reduced in 

80% and the severity in 84%. The isolated identified as H. guilliermordii decreased alone the 

disease incidence by 64% and the severity by 74%, and, for the integrated test with sodium 

bicarbonate, the incidence reduced by 80% and the severity 88%. The results attests that the 

use of these yeasts may constitute a promising biocontrol strategy able to control soft rot of 

grapes. 

 

Keywords: Biological control, soft rot, yeast antagonists, Vitis vinifera. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O controle de doenças durante a fase pós-colheita de frutos é essencial para impedir as 

perdas ocasionadas durante o armazenamento e comercialização dos frutos. O controle de tais 

doenças é baseado, tradicionalmente, na aplicação de fungicidas químicos (VERO et al., 

2016). Todavia, o uso indiscriminado de fungicidas sintéticos têm um efeito prejudicial à 

saúde humana e ambiental (SANCHEZ et al., 2019) e pode ocasionar várias doenças ao 

homem, dentre essas pode-se destacar: insuficiência renal crônica (VALCKE et al., 2017), 

câncer no colo do útero, desenvolvimento de leucemia mielóide (SOUZA et al., 2019) e 

alterações dos hormônios da tireóide (LERRO et al., 2018; SHRESTHA et al., 2018). 

O Brasil, junto com EUA, União Européia e China está entre um dos quatro maiores 

consumidores de agrotóxicos do mundo (PAUMGARTTEN, 2020). A utilização de pesticidas 

atinge todos os continentes, abrangendo desde pequenas áreas urbanas, aldeias até atingir 

grandes propriedades rurais (SEEMA PATEL e SUSHREE SANGEETA, 2019). O número 

de registros de intoxicação por agrotóxicos aumentou duas vezes entre 2007 e 2016 (LARA et 

al., 2019). E várias agências ambientais e de saúde alertam sobre o perigo do uso 

indiscriminado de pesticidas, e isso leva a acreditar que se a política agrícola não for 

reformulada, o custo do uso de pesticidas por agricultores e consumidores e os danos 

ambientais serão maiores que a produção agricola (PIMENTA et al, 2019).  

Em detrimento ao uso abusivo de pesticidas químicos, métodos alternativos têm sido 

explorados como forma de controle a doenças pós-colheita, dentre aos quais podem ser 

aplicados métodos físicos, químicos e biológicos (BŁASZAK et al., 2019; ARRARTE et al. 

2017). 

 Dentre os métodos biológicos utilizados o controle biológico têm aumentado nos 

últimos anos no Brasil e no mundo. Sendo definido tradicionalmente pelo uso de uma ou mais 

espécies antagonistas, objetivando-se a redução da densidade de inóculos ou das atividades 

produtoras de enfermidades de um organismo patogênico (BAKER e COOK, 1974; 

FERREIRA et al., 2015a).  

Diversos microrganismos podem ser utilizados na aplicaçao de controle biológico, 

entretanto, o uso de leveduras antagonistas tem se destacado devido as características como: 

estarem presentes naturalmente nas superficie dos frutos, não produzirem esporos ou 

micotoxinas, além de possuirem pouca demanda nutricional levando uma rápida colonização 

na superficie de frutos, e serem tolerantes ao stresse gerado pelo uso de fungicidas. 

(FREIMOSER et al., 2019; SANCHEZ et al.,2019; SHEN et al., 2019).   

A eficiência do controle biológico tradicional pode ser melhorada pela associação de 
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leveduras antagonistas com substâncias GRAS (Generally Recognized As Safe) que são 

produtos de baixa toxicidade normalmente utilizados como conservantes de alimentos e são 

seguros para ingestão, além disso podem possuir efeitos antifúngicos (PALOU et al., 2016). E 

são isentos de intolerâncias de resíduos em todas as commodities agrícolas pelo Food and 

Drug Administration (FDA) (ZAMANI-ZADEH et al., 2014).  

A uva é um fruto típico não climatérico, que possui uma casca fina e alto teor de 

umidade e açúcares, devido a essas características são mais sensíveis às condições de 

armazenamento e transporte do que outros tipos de frutos. (ZAHEDIPOUR et al., 2019; 

XIAO et al., 2019). E podem possuir perdas que variam em torno de 20 a 95% durante a fase 

pós-colheita (CHOUDHURY e COSTA, 2017).   

Dentre os principais fatores de perdas, as doenças fúngicas representam prejuízos 

econômicos consideráveis no setor vitivinícola, sendo importante o controle dessas 

fitopatologias (DZEDZE et al., 2019). Além dos prejuizos acarretados a ocorrência de fungos 

durante a fase de armazenamento em uvas pode resultar na produção de micotoxinas, que 

podem efetivamente representar uma preocupação para as indústrias e a saúde dos 

consumidores (WELKE, 2019).  

Um dos principais fungos fitopatogênicos que acometem as uvas na fase pós-colheita é 

o Rhizopus stolonifer (VENDITTI et al., 2017; LORENZINI et al., 2019). Esse fungo pode 

ocorrer em todas as regiões de cultivo de frutos como uvas, maçãs (OGOSHI et al., 2019) e 

morangos (OLIVEIRA et al., 2019), desenvolvendo uma doença conhecida como podridão 

mole. O R. stolonifer apresenta maior ocorrência em uvas cultivadas e armazenadas em 

regiões e locais de climas quentes e úmidos (BAUTISTA-BAÑOS et al., 2014; 

TANČINOVÁ et al., 2017).  

O estado do Tocantins possui um clima propício para o desenvolvimento desse 

fitopatógeno, visto que possui um clima tropical de savanas, que é caracterizado por uma 

estação chuvosa (de outubro a abril) e outra seca (de maio a setembro), favorecendo portanto 

a contaminação e disseminação da podridão mole em uvas (EMBRAPA, 1988). 

Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo isolar, selecionar e identificar 

leveduras epifíticas provenientes da microbiota da casca da uva e do mosto destinado à 

fabricação de vinho tinto, e utilizá-las em protocolos de controle biológico tradicional e 

integrado a substâncias GRAS para o controle da doença pós-colheita produzida por R. 

stolonifer em frutos de uva.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Viticultura e uvas de mesa 

 

As primeiras vinhas que foram produzidas no Brasil eram de origem europeia trazidas 

pelos colonizadores portugueses em 1532. A variedade de uva americana “Isabel” foi introduzida 

por italianos imigrantes no século XIX, assim tornando-se a base para o desenvolvimento da 

vinificação comercial nos estados do Rio Grande do Sul e São Paulo. No início do século XX, a 

viticultura paulista substituiu as cultivares da variedade “Isabel” para “Niágara Branca” e “Seibel 

II” (WURZ et al., 2017). No mesmo período, com incentivos do governo, o Rio Grande do Sul 

intensificou o plantio de variedades de videira, tendo sua produção concentrada na região da Serra 

Gaúcha, território vitivinícola consolidado, em nível estadual e nacional, formado a partir de um 

processo socioeconômico histórico que teve início com a colonização do espaço geográfico pelo 

“colono” italiano (PIEROZAN, 2017). 

Conforme o Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN) a viticultura brasileira se tornou o 

quinto maior produtor de vinho do hemisfério Sul e é um dos ramos que mais cresce no mundo. A 

área de produção vitivinícola no Brasil corresponde a cerca de 83,7 mil hectares (OIV, 2019). 

Atualmente, existem mais de 1,1 mil vinícolas espalhadas pelo país, a maioria instalada em 

pequenas propriedades.  

A videira (Vitis spp.) tornou-se uma das espécies modelo para plantações perenes que 

acumularam uma enorme diversidade genética. Apesar da grande diversidade de genótipos 

existentes, atualmente, apenas um pequeno número de cultivares de uva são comercialmente 

cultivados em todo o mundo (SABIR e KUCUKBASMACI, 2020). 

A uva de mesa (Vitis vinifera L.) é uma das frutas mais cultivadas e consumidas (frescas 

ou em passas) no mundo. De acordo com as estatísticas anuais publicadas pela Organização 

Internacional da Vinha e do Vinho (OIV), a produção destinada ao consumo in natura aumentou 

nos últimos cinco anos. Esse consumo tem crescido, em parte, pela maior procura por uva de 

mesa “sem sementes” ou “apirênicas”. O crescimento tem sido acompanhado pelo aumento de 

exigência qualitativa por parte dos consumidores (MARTINS et al., 2019) e usado, 

principalmente, para a fabricação de vinhos e destilados (OIV, 2014; SANCHO-GALÁN et al., 

2020). 

A uva é uma fruta não climatérica com baixa atividade fisiológica. Além disso, é sensível 

à perda de água e à infecção fúngica durante o cultivo e armazenamento. É uma das principais 

fontes de polifenóis entre as frutas (KADER, 2002; L0’AY, et al., 2017). Além de polifenóis 

contém também, antocianinas, flavonóides, ácidos fenólicos, catequinas e estilbeno 
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(SAMOTICHA et al., 2017). É uma fruta rica em sabores, bem como fitonutrientes que fornecem 

alto valor nutricional e dietética. O armazenamento a baixas temperaturas, possibilitada pelo uso 

da tecnologia de refrigeração, é recomendada para reduzir a perda de qualidade e os riscos de 

contaminação das uvas de mesa durante toda a fase pós-colheita (FENG et al., 2014; QI, et al., 

2014; AKABERI e HOSSEINZADEH, 2016). 

Segundo a EMBRAPA (2020), a produção de uvas no Brasil em 2019, foi de 1.445.705  

toneladas. Os principais estados brasileiros produtores em 2019 foram o Rio Grande do Sul, 

Pernambuco, São Paulo e Bahia que produziram respectivamente 666.423, 420.830, 148.379 e 

74.142 toneladas.  

A produção de uva do estado do Tocantins foi de 12 toneladas em 2018 e 2019 (MELLO e 

MACHADO, 2020). As principais regiões de produção da cultura, no Tocantins, se encontram 

nos municipios de Porto Nacional e Lagoa da Confusão. As éspécies cultivadas no estado são 

Niágora Branca, Niágora Rosada, BRS Carmem, BRS Vitória, Isabel Precoce, Rede Globe e 

Itália. Segundo dados do Governo do Tocantins (2020), o cerrado do estado, produz uvas mais 

doces que outras regiões do Sul do país, na qual após oito meses de experimentação feita pelo 

Instituto Rural do Tocantins-Ruraltins, foi constatado que as boas condições de solo, com 

adubação correta e a alta temperatura ajudam na produção de um fruto com teor de açúcar mais 

elevado. Esses resultados estão relacionados às altas temperaturas e a grande luminosidade 

encontrada na região que favorecem a produção de um elevado teor de açúcar nos frutos e, 

concomitantemente, reduz a acidez do fruto, produzindo uvas mais doces e mais saborosas.  

 

 

2.2 Microbiota da uva 

 

A microbiota presente em frutos de uva é vasta e pode conter leveduras, bactérias da 

fermentação acética, bactérias do ácido láctico e fungos (PINTO et al., 2014). A variedade de 

microrganismos que coloniza a superfície das uvas varia entre as regiões geográficas 

(FELSOCIOVÁ, 2016). Os microrganismos residentes podem interagir dinamicamente, e isso 

determina a ecologia microbiana da superfície do fruto em seu tempo de colheita e a comunidade 

microbiana transferida para o vinho e o suco de uva (LI et al., 2010).  

O conhecimento acerca da microbiota presente em frutos de uva é importante para a 

produção de um vinho com melhor qualidade e atributos desejáveis, além de fornecer 

informações importantes sobre a população residente e possíveis aplicações biotecnológicas 

(BARATA et al., 2012). 

Alguns microrganismos são encontrados apenas na superfície das uvas, outros têm a 
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capacidade de sobreviver no vinho. Sendo assim, dentre os microrganismos presente nesse habitat 

as leveduras são mais estudadas porque são encontradas com mais frequência do que as bactérias, 

pois exercem papel fundamental na fermentação alcoólica.  

As levaduras Kloeckera, Metschnikowia, Torulaspora, Issatchenkia, Candida, Dekkera, 

Brettanomyces, Kluyveromyces e Pichia são normalmente encontradas na superfície das uvas 

(BARATA et al., 2012) incluindo o gênero Saccharomyces, Hanseniaspora. uvarum, Candida 

lusitaniae, Debaryomyces hansenii e Metschnikowia pulcherrima (OLIVA et al., 2020). Durante 

a fermentação alcoólica, complementam a ação da espécie Saccharomyces cerevisiae as espécies 

Hanseniaspora, Candida, Pichia, Zygosaccharomyces e Kluyveromyces que são responsáveis por 

oferecer aroma e sabor ao vinho (ROMANO et al., 2003). 

Resíduos de pesticidas podem afetar direta ou indiretamente o processo fermentativo 

realizado por leveduras. Alguns deles podem afetar negativamente a diversidade da comunidade, 

outros afetam o crescimento e as contagens finais de leveduras e, portanto, podem atrasar a 

fermentação. Esses efeitos também podem alterar as concentrações de certos compostos 

responsáveis pela qualidade sensorial de vinhos em geral e o aroma em particular (ARGABATI et 

al., 2019; REGUEIRO et al., 2015; BRIZ-CID et al., 2018). 

Devemos levar em consideração que a viticultura orgânica tem grande importância para se 

conseguir resultados satisfatórios na produção de uvas para consumo tanto de sucos como de 

vinhos, resultando assim em uma microbiota mais populosa e diversificada (EMBRAPA, 2020; 

BORSATO et al., 2020).  

 

 

2.3 Controle Biológico  

 

 O controle biológico é descrito por Fontes et al. (2020) como a redução das populações de 

organismos indesejáveis que ocorrem nos agroecossistemas nos quais inimigos naturais 

mantenham sob controle qualquer população com potencial nocivo à atividade humana, como as 

pragas e doenças da agricultura. Existem três formas de manipulação do controle biológico as 

quais podem ser usadas isoladamente ou combinadas, entre eles existe o controle biológico por 

importação ou controle biológico clássico que é quando um antagonista natural, originário de 

outra área geográfica e diferente da região do fitopatógeno é introduzido na região de ocorrência 

da doença tendo em vista o seu controle.  

 Estratégias, o controle biológico conservativo que é quando os agroecossistemas podem 

ser manejados com objetivo de preservar e aumentar as populações de inimigos naturais; controle 

biológico aumentativo, definido como a liberação em larga escala do número de indivíduos do 



15  

 

agente de controle biológico em campo com o objetivo de suprimir a praga num prazo 

relativamente curto para serem bem sucedidas dependem da disponibilidade de formulações 

efetivas do agente de biocontrole, da sobrevivência do organismo, durante a estocagem e de sua 

rápida multiplicação e da colonização após a inoculação (FONTES et al., 2020) 

O controle biológico é importante pois caracteriza uma nova opção no controle de 

patógenos que deterioram frutos assim como as uvas, e pode substituir completamente ou 

parcialmente ao uso de fungicidas químicos. Golge e Kabak (2018) encontraram 59,6% de um ou 

mais resíduos de agrotóxicos detectados em uvas de mesa coletadas em supermercados, feiras e 

mercearias. Isso mostra que os agrotóxicos ainda são utilizados de forma indiscriminada, levando 

assim, a saúde dos consumidores a riscos.  

Portanto, o objetivo principal no desenvolvimento e implementação de produtos de 

controle biológico é melhorar a capacidade dos antagonistas de sobreviverem e terem sucesso no 

controle de doenças pós-colheita sob uma ampla gama de condições e com variabilidade mínima 

(DROBY et al., 2009; MARÍN et al., 2016). A eficácia do controle biológico pode ser ainda 

potencializada pela associação de leveduras com substâncias GRAS, já que estas substâncias 

podem deter capacidade fungicida ou fungistática (HONG et al., 2014). 

Antagonistas, incluindo leveduras, fungos filamentosos e bactérias, são também usados 

como agentes de controle de doenças de pós-colheita contra patógenos, como B. cinerea e 

Penicillium spp., em frutos e vegetais e a podridão de Rhizopus, em diversos produtos 

(PARVEEN et al., 2016). Concomitantemente, alguns produtos à base de levedura são utilizados 

na proteção de frutas da deterioração fúngica pós-colheita e da extensão da vida útil de diversos 

produtos alimentícios. Essas aplicações bem-sucedidas sugerem que as leveduras podem ser 

consideradas uma alternativa também no manejo pré-colheita e outras doenças fúngicas de 

plantas (FERRAZ et al., 2019). 

As leveduras são mencionadas na literatura como agentes de controle biológico para tratar 

tais doenças em uvas. No trabalho de Ponsone et al. (2016) duas cepas de leveduras antagonistas 

de Lachancea thermotolerans isoladas de uvas viníferas na Argentina mostraram atividade de 

controle biológico in vitro reduzindo o crescimento de fungos ocratoxigênico e formação de 

ocratoxina A (OTA). Yang et al. (2017) estudou o efeito da levadura Yarrowia lipolytica e 

comprovou sua eficácia na decomposição de uvas na pós-colheita causada por Talaromyces 

rugulosus. 

Zhou et al. (2019) utilizou como controle biológico a Kombucha que é uma bebida 

fermentada por simbiose através de leveduras, resultando em rdução da deterioração da uva de 

mesa, durante o armazenamento refrigerado. 

Existem uma vasta opção de espécies de leveduras antagonistas disponíveis na literatura 
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com resultado eficaz no controle de doenças pós-colheita em uvas. Saccharomyces cerevisiae, 

Rhodosporidium paludigenum, Rhodosporidium fluviale e Wickerhamomyces anomalus contra 

Aspergillus japonicas, Aspergillus uvarum, Cladosporium cladosporioides, Aspergillus 

aculeatus, Talaromyces rugulosus, Penicillium georgiense, Penicillium expansum (SOLAIRAJ et 

al., 2020) e Pichia anomala contra Penicillium expansum (GODANA et al., 2020).  

Estudos demonstraram que o controle biológico utilizando antagonistas microbianos e 

produtos naturais podem ser eficazes no controle pós-colheita de doenças, demostrando o mesmo 

percentual de controle que os fungicidas comerciais (BAZIOLI et al., 2019). O estudo 

desenvolvido por Assaf et al. (2020) contra P. expansum em uvas de mesa, onde leveduras 

isoladas de diferentes locais foram eficazes no controle de P. expansum e reduziram a 

patogenicidade do fungo testado. Wang et al. (2019) também obtiveram resultados satisfatórios 

com uma levedura antagonista utilizada como controle biológico em deterioração pós-colheita de 

uvas de mesa causada por Penicillium rubens, onde a levedura Yarrowia lipolytica controlou 

significativamente a doença e reduziu significativamente o conteúdo de ocratoxina A (OTA) 

produzido pelo fungo. 

Exemplos de formulações comerciais de biofungicidas disponíveis no mercado nacional e 

internacional incluem espécies de Trichoderma usadas contra diversos patógenos de solo e de 

partes aéreas da planta, como R. solani, Pythium spp., Fusarium spp., Sclerotinia sclerotiorum, 

Sclerotium rolfsii, Botrytis cinerea, Phythophtora spp., Gaeumannomyces graminis, Verticillium 

dahliae, Alternaria spp., Phomopsis sp., Colletotrichum sp., Cercospora sp., Ascochyta sp., 

Macrophomina phaseolina (HARMAN, 2006; KAEWCHAI et al., 2009; HEYDARI; 

PESSARAKLI, 2010; PARVEEN et al., 2016). Também existem formulações com, Bacillus 

subtilis, Streptomyces griseoviridis e Gliocladium virens sendo relatados para aplicação contra 

diferentes patógenos fúngicos de plantas (BAZIOLI et al., 2019; SPADARO e DROBY., 2016; 

LIU et al., 2013). 

Botector, Remeo e Shemer são formulações comerciais à base de Aureobasidium 

pullulans, Saccharomyces cerevisiae e Metschnikowia fructicola respectivamente usadas para 

controlar Botrytis , Erysiphe, Plasmopara, Penicillium, Rhizopus e Aspergillus em uvas e 

morangos (WISNIEWSKI et al., 2016). 

O mecanismo de ação desses microrganismos apresenta um papel importante na atividade 

de biocontrole, entre eles estão: antibiose, micoparasitismo, produção de enzimas líticas, 

predação, indução de resistência, e competição por espaço e nutrientes. Muitas vezes, mais de um 

desses mecanismos estão envolvidos no processo (DROBY et al., 2016).  Sendo assim, todas 

essas espécies foram descritas na literatura como agentes inibitórios de doenças em uvas, 

demonstrando eficácia nos tratamentos e comprovando a utilização dos mesmos na intervenção 
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de doencas pós-colheita em frutas, especialmente em uvas. 

 

 

2.4 Doenças pós-colheita de uva  

 

 As doenças fúngicas são um dos maiores problemas durante a produção, manuseio e 

armazenamento da vinha (GRIMALT e DEHOUCK, 2016). Muitas espécies de fungos podem 

crescer à baixas temperaturas como também ocasionar doenças em uvas de mesa. Alguns fungos 

são danosos do ponto de vista econômico (OLIVEIRA et al., 2019) uma vez que causam 

infecções quiescentes e/ou adquiridas. As infecções quiescentes podem ser inibidas através de 

mecanismos de defesa fisiológica do fruto hospedeiro, impedindo o desenvolvimento dos 

fitopatógenos até a fase de maturação dos frutos e são ocasionadas normalmente por fungos dos 

gêneros Alternania, Colletotrichum, Lasiodiplodia e Botrytis, já as adquiridas são colonizadas por 

Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Rhizopus e, outros que precisam de ferimentos e 

degradam as bagas manifestando rapidamente indícios de podridões (TERAO et al., 2007). 

 As principais espécies de fungos fitopatógenos responsáveis por doenças pós-colheita em 

uvas são: Aspergillus niger, Apergillus flavus, Apergillus terreus, Apergillus ochraceus, 

Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Cladosporium sp., Mucor 

sp., Penicillium expansum, P. funiculosum, Phomopsis viticola, Lasioplodia theobromae e 

Rhizopus stolonifer (LICHTER et al., 2002).  

 

 

2.4.1 Rhizopus stolonifer  

 

 A podridão causada por Rhizopus é comum em frutas macias e, mais abundante em frutas 

cultivadas em regiões de climas quente e úmido, quando comparado com a viticultura de clima 

frio. Em condições de clima úmido, o fungo pode se espalhar para outras bagas em um cacho, 

causando uma podridão de cacho (KASSEMEYER, 2017). R. stolonifer apresenta micélio bem 

desenvolvido, hifas cenocíticas, esporângios escuros sustentados por esporangióforos longos, 

além de rizóides que fixam a hifa ao substrato para absorção de nutrientes (PINTO, 2013).  

 O fungo produz esporângios com muitos esporos – aplanósporos – e columela 

proeminente. O ciclo da doença se inicia quando os esporos são disseminados pelo vento e caem 

na superficie do fruto. Os esporos de R. stolonifer são comuns na atmosfera, e a infecção ocorre 

principalmente em lesões ocasionadas durante as fases de campo, colheita e embalagem (PINTO 

et al., 2013). 
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 Uma vez na superfície da uva, esse patógeno causa uma mancha circular aquosa e 

consequentemente uma deterioração da cutícula. O tecido afetado torna-se mole, correspondendo 

ao nome característico da doença que é denominada de podridão mole. A partir daí ocorre 

extravasamento do suco da baga e promove um odor fermentado. O suco carreia esporos e esse se 

dissemina infectando as bagas adjacentes (TERAO et al., 2007). Inicialmente o fungo coloniza o 

cacho produzindo micélio de coloração esbranquiçada, tornando-se com aspecto preto devido à 

esporulação. 

 Após o fruto ser infectado, R. stolonifer se multiplica resultando no apodrecimento total 

da fruta no período de três a quatro dias, por isso é considerado dentre os fitopatógenos existentes 

com maior potencial destrutivo (BAUTISTA-BAÑOS et al., 2014). Durante a colheita ou 

embalagem onde os frutos se encontram em temperaturas em torno de 5° C, o fungo coloniza 

pelas injúrias e se espalha rapidadamente pelo fruto, podendo se disserminar para as frutas 

adjacentes (BONATERRA et al., 2003). 

 

 

3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Propor uma estratégia eficaz de controle da podridão mole em uvas, através da utilização 

de leveduras antagonistas, associadas, ou não, com substâncias GRAS. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Isolar, purificar e caracterizar a diversidade de leveduras epifíticas obtidas da superfície 

das uvas (Vitis vinifera BRS Carmem) e do mosto destinado a produção de vinho tinto; 

• Selecionar os isolados de leveduras obtidos que apresentaram potencial de utilização 

como agentes de controle biológico em uvas, através de testes de temperaturas, teste para 

verificação da capacidade de produção de enzimas celulolíticas e pectinolíticas, e 

verificação da produção de substâncias antagônicas contra o fitopatógeno in vitro; 

• Testar o efeito antifúngico de diferentes substâncias GRAS contra R. stolonifer; 

• Verificar a capacidade das leveduras em crescerem em diferentes concentrações de 

substâncias GRAS selecionadas; 
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• Testar a eficiência biocontroladora das leveduras previamente selecionadas, através de 

testes de controle biológico in vivo contra o fungo R. stolonifer utilizando o controle 

clássico e integrado a substâncias GRAS selecionadas. 

• Verificar a capacidade das leveduras pré-selecionadas em permanecerem viáveis na 

superfície dos frutos inoculados com as leveduras. 

 

 

4 MATERIAL E METÓDOS  

 

4.1 Obtenção das amostras  

 

As uvas da espécie Vitis vinifera BRS Carmem e o mosto foram obtidos da fazenda 

Slongo (latitude 10°4527.60’S; longitude 49°3526.23’O), situada próximo à rodovia TO-255, Km 

515, zona suburbana, do município de Lagoa da Confusão, estado do Tocantins.  

Foram obtidos 20 cachos de uva, sem lesões e injúrias, em pontos distintos da parreira no 

mês de fevereiro de 2019, acondicionados em sacos plásticos estéreis. O mosto foi coletado de 

dornas de fermentação para a produção de vinhos. Foram realizadas uma coleta no início da fase 

de fermentação e outra no oitavo dia de fermentação, obtendo-se 3 amostras de cada fase. 

Todas as amostras coletadas foram transportadas sob refrigeração até o Laboratório de 

Microbiologia Geral e Aplicada- LMGA, da Universidade Federal do Tocantins – UFT, campus 

Palmas-TO, onde foram processadas.  A figura 1 indica o local da coleta das amostras. 
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Figura 1. Representação esquemática do ponto de coleta 

 

 

4.2 Obtenção do fitopatógeno 

 

Rhizopus stolonifer foi obtido da coleção de cultura Carlos Rosa do laboratório de 

Microbiologia Geral e Aplicada-LMGA. Para reativação, um disco do micélio fúngico foi 

retirado de uma cultura que estava armazenada em freezer a -80ºC e foi inoculado em meio de 

cultura Ágar Batata Dextrose (PDA, Difco), e posteriormente incubado a 25ºC por dois dias. 

 

 

4.3 Obtenção dos isolados de leveduras antagonistas 

 

4.3.1 Isolamento das leveduras epifíticas  

Os frutos de uva coletados foram lavados em água corrente, desinfetados em uma 

solução de 0,5% de hipoclorito de sódio durante 5 minutos, álcool a 70 % por 3 min., lavados 

com água estéril e deixados secar naturalmente. O isolamento foi realizado de acordo com a 
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metodologia proposta por Janisiewiscz et al. (2010) com adaptações. Após a desinfecção dos 

vinte cachos de uva, duas uvas foram retiradas de cada cacho, transferidas para Erlenmeyer e 

lavadas com solução salina a 0,85%. As uvas ficaram sob agitação manual durante 1 minuto e 

logo após a agitação, a solução foi descartada e adicionou-se uma nova solução salina ao qual foi 

sonicada em banho maria ultrassônico (Ultra cleaner 1600 A, UNIQUE) durante 1 min. Uma 

alíquota de 100µL da solução de lavagem obtida foi diluída até 10-3 e semeada em meio de 

cultura Ágar Nutriente Dextrose de Levedura- NYDA (0,3% extrato de carne, 0,5% extrato de 

levedura, 0,5 % peptona, 1% glicose e 1,8% ágar) em triplicata. As culturas foram incubadas a 

25ºC por um período de 72 h.  

 

4.3.2 Isolamento das leveduras do mosto  

Após a coleta, as três amostras do mosto do início da fermentação, sendo cada amostra 

acondicionada em um recipiente, foram processadas adicionando-se as três amostras num único 

frasco a fim de se obter uma maior homogeneidade, em seguida retirou-se uma alíquota de 100 

µL e posteriormente foram realizadas diluições seriadas conforme a metodologia citada 

anteriormente. Da mesma forma procedeu-se com as amostras do mosto do final da fermentação.  

O isolamento das leveduras obtidas encontra-se detalhados na Figura 2.  
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Figura 2. Isolamento epifítico e isolamento do mosto 

 

 

4.3.3 Identificação morfológica das leveduras 

A caracterização dos isolados foi realizada através da observação dos aspectos 

morfológicos, macroscópicos e microscópicos das colônias obtidas. As observações 

macroscópicas foram caracterizadas com relação ao tamanho, elevação, bordas, cor e aspecto das 

colônias características de leveduras (KURTZMAN et al., 2011b). As características 

microscópicas foram realizadas através de lâminas a fresco, sendo observadas características 
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como a formação de esporos de reprodução sexuada, brotamento, e a morfologia celular 

predominante. 

Amostras de cada isolado foi purificado e armazenados em tubos criogênicos, contendo 

caldo GYMP (Caldo glicose, extrato de levedura, malte e peptona) acrescido de 20% de glicerol e 

foram mantidos a –80 ºC e depositadas na coleção de culturas Carlos Rosa do Laboratório de 

Microbiologia Geral e Aplicada da Universidade Federal do Tocantins. 

 

 

4.4 Seleção das leveduras como agentes de controle biológico  

As leveduras foram testadas quanto às seguintes características: crescimento a 4º, 10º, 

25°e 37ºC, produção de enzimas pectinolíticas e celulolíticas, produção de compostos voláteis e 

difusíveis antagônicos ao fungo fitopatógeno e resistência a substâncias GRAS selecionadas. As 

leveduras que apresentaram características adequadas a um bom agente de controle biológico 

foram selecionadas e aplicadas nos testes in vivo.  

 

4.4.1 Teste para verificação da temperatura ideal de crescimento  

Todas as leveduras obtidas foram crescidas a 4º, 10º, 25°e 37ºC. Para tanto, todos os 

isolados foram inoculados em placas de Petri contendo o meio sólido NYDA e incubadas nas 

respectivas temperaturas. Para as temperaturas de 25°e 37ºC as placas foram mantidas por um 

período de 72h, no entanto, as cepas submetidas 4ºC e 10ºC foram armazenadas por um período 

de 5 dias. A avaliação do crescimento foi realizada de forma qualitativamente através da 

observação do surgimento de colônias (MARTINEZ et al., 2016). 

 

4.4.2 Teste da produção de enzimas celulolíticas e pectinolíticas  

O teste de enzimas pectinolíticas e celulolíticas foi realizado conforme metodologia 

descrita por Carrasco et al. (2012) com adaptações. Foi realizado um pré-crescimento das 

leveduras em meio NYDA por 48 h antes do início dos testes de enzimas pectinolíticas e 

celulolíticas. Para o teste de enzimas celulolíticas, as leveduras foram inoculadas em meio de 

cultura sólido YNB-Yeast Nitrogen Base (0,67%) suplementado com 1% de celulose. As placas 

foram então incubadas a temperatura de 10ºC por 5 dias e a 25°e 37ºC durante 72h. Decorrido o 

período de incubação foi realizada a detecção da presença da enzima, usando uma solução 

reveladora de vermelho congo (0,1%) sobre a placa, com posterior lavagem com solução de NaCl 

1M. A atividade enzimática foi definida como positiva quando houve formação de um halo claro 

em torno das colônias em um fundo vermelho.  
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Para verificar a produção das enzimas pectinolíticas as leveduras foram cultivadas em 

meio de cultura sólido YNB- Yeast Nitrogen Base (0,67%) suplementado com 1% de pectina e 

pH ajustado 6,0. Foram incubadas a 10ºC por um período de cinco dias e a 25°e 37ºC por 72 h. 

Posteriormente ao período de incubação, as culturas foram avaliadas quanto à atividade 

enzimática através de um banho com uma solução de lugol a 1%. A atividade foi determinada 

como positiva quando houve formação de um halo claro em torno das colônias em um fundo 

marrom  

 

4.4.3 Teste de verificação da produção de compostos difusíveis e voláteis  

O teste de antagonismo para a produção de compostos difusíveis, no meio de cultura, foi 

realizado entre os isolados de leveduras e o fungo fitopatógeno. Para tanto as leveduras foram 

crescidas previamente em meio NYDA na forma de estrias em um dos lados da placa de Petri, e 

foram incubados a temperatura de 25 °C por 48 h. Após o período de incubação um disco de 5 

mm de diâmetro contendo micélio do fungo R. stolonifer foi inoculado do lado oposto da placa. O 

fitopatógeno cultivado isoladamente foi utilizado como controle. As culturas foram incubadas a 

25ºC por 2 dias. O crescimento radial do patógeno foi medido em relação ao antagonista e 

posteriormente comparado ao raio da colônia controle. Para tanto, empregou-se a seguinte 

fórmula: Crescimento micelial (%) = [(C- T) / C] x 100, onde: C=controle e T=tratamento. Os 

experimentos foram repetidos três vezes (MARI et al., 1996). 

Para determinação dos compostos voláteis, uma cultura da levedura cultivada 

previamente por 48 h foi inoculada através de 50 μL de uma suspensão de células a 1x10⁷ 

células/mL, determinada previamente por câmara de Neubauer e espalhada uniformemente com 

ajuda de uma alça de Drigalski estéril em placas de Petri que continham meio NYDA. Em uma 

outra placa, um disco de 5 mm de diâmetro foi inoculado da cultura de R. stolonifer com um dia 

de crescimento e sem apresentar esporulação. Ambas as placas de Petri foram unidas (patógenos e 

leveduras inoculadas) e foram lacradas com duas camadas de Parafilme® com a finalidade de 

unir os conjuntos de placas contendo o patógeno e a levedura, criando uma câmara fechada 

(ARRARTE et al., 2017).  

O diâmetro das colônias foi mensurado na placa que continha o patógeno com auxílio de 

um paquímetro digital. Os diâmetros estimados foram comparados com os diâmetros observados 

nos controles. Para o cálculo da porcentagem de inibição do crescimento micelial, foi aplicada a 

mesma fórmula do teste de compostos difusíveis.  
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4.5 Atividade inibitória de substâncias GRAS in vitro ao fitopatógeno Rhizophus 

stolonifer 

 

O efeito do carbonato de sódio, bicarbonato de sódio, ácido propiônico, ácido acético e 

ácido lático no crescimento micelial radial de Rhizophus stolonifer foi avaliado de acordo com a 

metodologia de Karaca et al. (2014) com modificações. Placas de Petri foram previamente 

preparadas com meio NYDA e suplementadas com sais e ácidos nas concentrações de 0,5%, 1% e 

3% (v/v).  O fungo R. stolonifer foi reativado previamente em meio de cultivo NYDA e incubado 

a 25°C em BOD por 24h. Após este tempo, um disco de 5 mm de diâmetro do fungo foi 

inoculado no centro de cada placa contendo o meio NYDA acrescido das substâncias GRAS, nas 

três concentrações indicadas. Para o controle foram usadas placas com meio NYDA contendo o 

fitopatógeno, porém sem a presença das substâncias GRAS. As culturas foram incubadas a 25°C 

por 72 horas. O teste foi realizado em triplicata e a avaliação se deu pela medição do diâmetro da 

colônia do fungo e, comparado com o diâmetro da cultura do fungo no tratamento controle. 

Os resultados foram expressos como porcentagem da inibição do crescimento micelial: 

[(dc−dt) / dc] X 100, em que dc = média do diâmetro da colônia de fungos nas placas de controle 

e dt = diâmetro médio da colônia de fungos em placas acrescidas das substâncias GRAS 

(KARACA et al., 2014).  

 

 

4.6 Teste de resistência das leveduras a substâncias GRAS selecionadas  

 

As mesmas substâncias utilizadas para testar a resistência do fitopatógeno foram utilizadas 

para testar a sensibilidade dos isolados de leveduras selecionados. As leveduras foram crescidas 

previamente em meio de cultivo NYDA e incubadas a 25°C por 48 horas. Com o auxílio de uma 

alça foram inoculadas em meio NYDA acrescido das substâncias GRAS carbonato de sódio, 

bicarbonato de sódio, ácido propiônico, ácido lático e ácido acético nas concentrações (0,5%, 1% 

e 3%). As culturas foram incubadas a 25°C em BOD por 5 dias. O ensaio foi realizado em 

triplicata. 

 

 

4.7 Testes de controle biológico in vivo utilizando o controle clássico e integrado 

a substância GRAS  
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4.7.1 Controle biológico clássico  

As leveduras previamente selecionadas que apresentaram boas características de agentes 

de controle biológico, conforme os critérios elegidos nesse estudo foram utilizadas nesse teste. 

Usou-se 45 uvas para cada tratamento (controle positivo, controle negativo, e as concentrações de 

1x10⁷, 1x108 e 1x109 células/mL das leveduras). As uvas foram previamente lavadas, sanitizadas e 

após a secagem natural, efetuou-se inicialmente uma lesão de aproximadamente 3 mm de largura 

e 3 mm de profundidade em cada fruto onde foram depositados os inóculos dos tratamentos 

empregados. Inicialmente foram inoculados 10µL da suspensão de células na concentração de 

1x10⁷, 1x108 e 1x109 células/mL das leveduras nos frutos lesionados a fim de se observar quais 

das concentrações seria a mais eficaz contra o fitopatógeno.  

Posteriormente a inoculação das leveduras foi realizada a inoculação do fitopatógeno 

realizada através da deposição de 10µL da suspensão de conídios do fungo R. stolonifer na 

concentração de 1x10⁵ esporos/mL no local do ferimento. Os frutos foram dispostos em bandejas 

de plástico, contendo chumaços de algodão embebidos em água estéril, as bandejas foram 

fechadas com parafilme para conservar a umidade relativa e foram então incubados em câmara 

úmida a 25°C por 3 dias e o teste também foi realizado em refrigerador a temperatura de 1°C, 

incubados por 14 dias. 

O controle positivo foi efetivado pela inoculação de 10µL da solução de esporos do 

(1x10⁵ esporos/mL). Enquanto que o controle negativo foi produzido pela inoculação somente de 

10µL de água estéril sem a presença do patógeno ou levedura. Após o período de incubação 

avaliou-se o a efetividade da incidência e severidade do controle biológico através da interação do 

patógeno com a levedura.  

A porcentagem de redução da incidência e da severidade da doença foram calculadas 

segundo equações propostas por Assis et al. (1999): A redução da incidência foi baseada na 

seguinte equação: RID (%) = (N°Fd−N°Ft)/N°Fd x 100, onde: N°Fd= número de frutos afetados 

pela doença e N°Ft= número de frutos tratados. Já a redução da severidade baseou-se nesta: RSD 

(%) = (DLC−DLT)/DLC x 100. Onde: RSD = Redução da Severidade da Doença, DLC= 

diâmetro da lesão no controle positivo e DLT= diâmetro das lesões dos frutos tratados. 

As variáveis quantitativas referentes aos testes in vivo foram submetidas aos testes de 

normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das variâncias (Levene). O teste Kruskal-

Wallis, seguido do teste post-hoc de Dunn foi realizado entre os tratamentos. Os dados são 

apresentados em forma de frequência, bem como média±desvio padrão. Um valor de p<0,05 foi 

considerado significativo. 
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4.7.2 Controle biológico integrado a substâncias GRAS   

A concentração da levedura selecionada nos testes prévios foi avaliada quanto a eficácia 

de realizar biocontrole integrado a substancias GRAS também previamente selecionada contra o 

fitopatógeno em frutos de uvas. Para tanto 45 frutos foram inoculados para cada tratamento, 

conforme a metodologia citada no item 4.7.1.  As uvas foram dispostas em bandejas de plástico, 

contendo chumaços de algodão embebidos em água estéril, as bandejas foram fechadas com 

parafilme. Os frutos foram armazenados por 3 dias no tratamento cuja temperatura foi de 25°C 

em BOD e por 15 dias no tratamento à 1°C. Após o período de incubação foram calculadas a 

porcentagem de redução da incidência e da severidade da doença conforme descrito no item 

anterior (4.7.1 Controle biológico clássico). 

 

 

4.8 Capacidade das leveduras pré-selecionadas em permanecerem viáveis na 

superfície dos frutos 

 

As leveduras selecionadas para o teste in vivo foram avaliadas quanto ao tempo de 

permanência na superfície das uvas. Desta forma, os frutos foram lavados, sanitizados e as 

leveduras na concentração mais adequada foram inoculadas em lesão de aproximadamente 3 mm 

de largura e 3 mm de profundidade, em seguida foram armazenados em BOD à 25°C e em 

refrigerador à 1°C. Uma amostra da lesão de cada fruto foi retirada, transferida para tubos de 

eppendorfes contendo 900 µL de solução salina a 0,85% e agitados em vortéx. Posteriormente, 

100 µL da diluição da solução salina contendo a amostra do fruto, foram inoculados na 

superfície de placas de Petri com meio de cultura NYDA e incubadas a 25ºC por até 48h. Em 

seguida foi efetuada a avaliação da dinâmica do crescimento da população da levedura em 

diferentes tempos de armazenamento (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias) para o tratamento à 25°C  e 

em (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias) para 1°C . Os resultados foram expressos em Log 

10 e cada tratamento constituiu-se de três repetições (LI et al., 2017b).  

 

 

4.9 Identificação molecular das leveduras  

 

  A identificação das espécies das leveduras selecionadas como agente de biocontrole foi 

realizada pelo sequenciamento de DNA do domínio D1/D2 da subunidade do gene 26S rRNA 

(KURTZMAN et al., 2011a). A amplificação foi realizada usando primers NL1 (5′-GCA TAT 

CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3 ′) e NL4 (5′-GGT CCG TGT TTC AAG ACG-3 ') 
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(KURTZMAN e ROBENETT, 1998). As reações de PCR foram realizadas num termociclador, 

utilizando 5 µL de tampão 10X e 3,0 µL de MgCl2 a 25 mM, 2 µL de dNTP, 1 µL do iniciador 

NL1 a 10 pmol e 1 µL do iniciador NL4 a 10 pmol, 0,25 µL de Taq DNA polimerase, 3 µL de 

DNA e água ultrapura para obter volume final de 50 µL. As condições do ciclo de PCR 

consistiram em uma etapa inicial a 95°C por 2 minutos, 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 15 

segundos, anelamento a 54°C por 25 segundos e extensão a 72°C por 20 segundos, seguidos de 

extensão final a 72°C por 10 minutos. O produto de PCR foi purificado e sequenciado por 

Libkind et al. (2003). As sequências de DNA obtidas foram comparadas com o banco de dados 

GenBank (BLAST, 2020).  

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 Isolamento e caracterização morfológica dos isolados 

 

A partir das amostras dos frutos de uvas e do mosto obtido das dornas de fermentação, 

foram obtidas um total de 38 leveduras que foram agrupados em 14 morfotipos. Dentre os 

isolados, observou-se que em relação às características macromorfológicas houve diferenças com 

relação a elevação das colônias, do tipo achatadas e côncavas, a cor entre branco e creme, bordas 

regulares e irregulares e aspecto seco ou cremosa brilhante/opaca (Tabela 1). 

Foram obtidos 3 morfotipos a partir do mosto na fase inicial (MT7, MT8 e MT9) 

apresentando uma frequência equivalente à uma colônia por placa. A baixa diversidade de 

isolados de leveduras encontrados no mosto inicial pode ter ocorrido devido ao tipo de 

armazenamento, em que o mosto inicial ou cultura starter é armazenado sob refrigeração através 

do congelamento lento. Esse fator pode resultar na diminuição da carga microbiana e afetar a 

diversidade, visto que o método de conservação pelo frio pode ocasionar lesões estruturais através 

da desidratação das células, o que leva a um dano permanente devido ao aumento da 

concentração de solutos intracelulares e colapso da estrutura celular (SOUZA et al., 2013; 

BRASIL, 2014).  

Na fase final de fermentação do mosto foi encontrado um número maior de morfotipos 

(MT10, MT11, MT12, MT13 e MT14) que apresentou uma frequência mais elevada de isolados. 

A presença de mais morfotipos obtidos nessa fase pode ter decorrido do fato de que ao longo dos 

dias a fermentação natural pode ter propiciado o desenvolvimento de espécies distintas, e também 

é durante essa etapa que são produzidos por leveduras compostos aromáticos e as leveduras do 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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gênero Saccharomyces são comumente mais predominantes nos processos de vinificação 

(MASNEUF-POMAREDE et al., 2016). 

 

Tabela 1: Morfotipos, frequência de isolamento e caracterização morfológica dos isolados de leveduras 

epifíticas e do mosto de uvas destinadas a produção de vinho.  

 Morfotipos Frequência Elevação Borda Cor Aspecto 

Leveduras epifíticas 

 

MT1 7 Achatada Irregular Branca Seca 

MT2 5 Côncava Irregular Creme Cremosa/Opaca 

MT3 3 Achatada Irregular Creme Cremosa/Opaca 

MT4 3 Côncava Regular Creme Seco 

MT5 2 Côncava Irregular Branca Cremosa/Brilhante 

MT6 2 Achatada Regular Branca Cremosa/opaca 

Mosto - fase inicial da fermentação 

MT7 1 Achatada Regular Branca Seco 

 

MT8 1 Côncava Regular Creme Cremosa/brilhante 

MT9 1 Achatada Irregular Branca Cremosa/Opaca 

Mosto - fase final da fermentação 

MT10 4 Côncava Irregular Creme Cremosa/Brilhante  

 

MT11 4 Côncava Regular Branca Seco 

MT12 1 Côncava Irregular Branca Cremosa/Opaca 

MT13 2 Achatada Regular Creme Cremosa/Brilhante 

MT14 2 Apiculada Regular Creme Cremosa/Opaca 

TOTAL 38 - - - - 

*MT: morfotipos 

 

Ye et al. (2019) conseguiram 480 isolados de levedura durante a fermentação espontânea 

de seis variedades de uva de mesa. As espécies e populações de leveduras diferiram entre as 
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variedades de uvas. Nesse trabalho foi encontrado diferentes morfotipos de leveduras, apesar de 

terem sido isoladas de apenas uma variedade de uva, apontando que é satisfatório a quantidade de 

microrganismos encontrados no estudo. Guimarães (2005) obteve 14 isolados de leveduras 

diferentes, obtidas da casca de uvas, enquanto, Nandhini et al. (2019) isolaram trinta e três 

leveduras epifíticas na superfície das uvas. Resultados que também corroboram com o presente 

estudo e demostram um número de leveduras e morfotipos aceitáveis para microbiota epifítica de 

uvas. 

Alguns produtos químicos como Dhitane M45, Cercubin 875 WG, Calda Bordalesa e 

Ridomil Gold MZ cujos princípios ativos são respectivamente Mancozebe, Tiofanato-metílico, 

Sulfato de cobre e Mancozebe (Agrolink, 2020) são pulverizados na videira onde se obteve as 

uvas e o mosto que foram destinados ao isolamento. O uso frequentemente desses fungicidas 

durante o cultivo é fator importante para a redução da microbiota superficial, confirmando assim 

o potencial dessas leveduras, uma vez que são resistentes a estes fungicidas (LODEWYCKX et 

al., 2002). 

No entanto, sabe-se que a identificação de espécies utilizando apenas as características 

morfológicas, fisiológicas ou bioquímicas são consideradas insuficientes, necessitando de uma 

confirmação mais precisa através de métodos moleculares (KURTZMAN et al., 2011b). Sendo 

assim, as leveduras isoladas com maior potencial antagônico ao final de todos os testes in vitro 

foram identificadas molecularmente para definir com maior precisão as suas espécies. 

 

 

5.2 Seleção das leveduras como agentes de controle biológico  

 

5.2.1 Teste para verificação da temperatura ideal de crescimento e teste da produção 

de enzimas celulolíticas e pectinolíticas  

Os 38 isolados de leveduras obtidos foram testados quanto à capacidade de crescimento 

nas temperaturas de 4º, 10º, 25°e 37ºC. Das leveduras testadas, nenhuma cresceu à temperatura de 

4°C, no entanto, todas apresentaram crescimento nas temperaturas de 10º, 25°e 37ºC (Tabela 2). 

Para o teste de pectinase e celulase utilizou-se as temperaturas de incubação de 10º, 25°e 37ºC. 

Cinco isolados produziram pectinases em todas as temperaturas testadas (UFT9520, UFT9528, 

UFT9531, UFT9546 e UFT9551) e nenhum produziu celulase. Estes 5 isolados foram 

descartados dos posteriores testes uma vez que foram positivos para pectinase. Os dados estão 

demonstrados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Seleção das leveduras antagonistas isoladas da superfície de uvas e do mosto de fermentação submetidas aos testes de temperaturas, enzimas pectinolíticas 

e celulolíticas em diferentes temperaturas. 

Teste de leveduras antagonistas 
    

Pectinase 
  

Celulase 
 

Isolados 4°C  10°C 25°C 37°C 10° 25° 37° 10° 25° 37° 

UFT9520 - + + + + + + - - - 

UFT9521 - + + + - - - - - - 

UFT9522 - + + + - - - - - - 

UFT9523 - + + + - - - - - - 

UFT9524 - + + + - - - - - - 

UFT9525 - + + + - - - - - - 

UFT9526 - + + + - - - - - - 

UFT9527 - + + + - - - - - - 

UFT9528 - + + + + + + - - - 

UFT9529 - + + + - - - - - - 

UFT9530 - + + + - - - - - - 

UFT9531 - + + + + + + -  - 

UFT9532 - + + + - - - - - - 

UFT9533 - + + + - - - - - - 

UFT9534 - + + + - - - - - - 

UFT9535 - + + + - - - - - - 

UFT9536 - + + + - - - - - - 

UFT9537 - + + + - - - - - - 

Continua no final da tabela. 
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Leveduras que não resistiram as temperaturas nem produziram pectinase e celulase (-) ; Levedura que resistiram as temperaturas e produziram pectinase  (+) 

UFT9538 - + + + - - - - - - 

UFT9539 - + + + - - - - - - 

UFT9540 - + + + - - - - - - 

UFT9541 - + + + - - - - - - 

UFT9542 - + + + - - - - - - 

UFT9543 - + + + - - - - - - 

UFT9544 - + + + - - - - - - 

UFT9545 - + + + - - - - - - 

UFT9546 - + + + + + + - - - 

UFT9547 - + + + - - - - - - 

UFT9548 - + + + - - - - - - 

UFT9549 - + + + - - - - - - 

UFT9550 - + + + - - - - - - 

UFT9551 - + + + + + + - - - 

UFT9552 - + + + - - - - - - 

UFT9553 - + + + - - - - - - 

UFT9554 - + + + - - - - - - 

UFT9555 - + + + - - - - - - 

UFT9556 - + + + - - - - - - 

UFT9557 - + + + - - - - - - 
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O fato do não crescimento a baixa temperatura (4°C), pode ter ocorrido devido os isolados 

de levedura terem sido obtidos a partir de frutos cultivados em clima tropical, no estado do 

Tocantins. Visto que no estado prevalecem elevadas temperaturas durante vários meses do ano 

com predominância de estação seca no inverno e comportamento climato-meteorológico com 

variações pouco significativas (INPE, 2014; GONTIJO e LIMA., 2017). O que explica as 

leveduras não resistirem ou se adaptarem em temperaturas extremamente baixas e também 

justificar o crescimento à temperatura mais elevadas, como observados no estudo. 

A temperatura máxima e mínima de crescimento de um microrganismo pode variar de 

acordo com cada espécie e linhagem. É importante se obter microrganismos resistentes a 

diferentes faixas de temperaturas tanto baixas, quanto altas, pois, pode aumentar o grau de 

resistência dessas leveduras nos frutos em condições de armazenamento tanto a frio, quanto em 

temperatura ambiente (PEREZ et al., 2016; PEREZ et al., 2017). Sabendo-se que uvas são 

armazenadas a baixas temperaturas, é de grande interesse que se encontre leveduras que mesmo 

isoladas de clima com elevadas temperaturas cresçam em temperaturas menores como a 10°C. 

Sendo assim, a utilização de microrganismos que sobrevivem a temperaturas de refrigeração pode 

favorecer o armazenamento de frutos que precisam permanecer por mais dias em conservação até 

que sejam consumidos (VERO et al., 2013). 

Cinco leveduras foram excluídas a partir do teste de pectinase (UFT9520, UFT9528, 

UFT9531, UFT9546 e UFT9551) por produzirem esta enzima em todas as temperaturas testadas. 

As pectinas são polímeros de ácido galacturônico encontrados nas paredes celulares e espaços 

intercelulares dos tecidos vegetais. Uma grande variedade de microrganismos é capaz de produzir 

enzimas pectinolíticas, incluindo bactérias, fungos filamentosos, leveduras, protozoários, insetos 

e nematoides (FAVELA-TORRES et al., 2005).  

As leveduras produtoras de pectinase são relatadas na literatura como agentes causadores 

de deterioração nos frutos pois contribuem com a evolução da degradação da pectina, onde as 

enzimas degradativas deixam o fruto com a consistência mole, ou aspecto molhado (WILLIAMS 

et al., 2019; PINTO et al., 2018). A seleção de leveduras não pectinolíticas se mostra satisfatória 

pelo fato destas não degradarem o fruto (ARRARTE et al., 2017).  

Os resultados dos testes de celulase se mostraram satisfatórios, pois, o esperado era 

selecionar cepas que não produzissem esta enzima, visto que a celulase é uma enzima que 

degrada a celulose e é um dos constituintes da parede celular vegetal, que é um 

homopolissacarídeo não-ramificado constituído unicamente por moléculas de glicose unidas entre 

si por ligações glicosídicas do tipo β-1,4 (FARINAS, 2011; LAKHUNDI et al., 2015). Portanto, 

para não haver degradação do fruto pela presença das enzimas celulolíticas e pectinolíticas foram 
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escolhidas leveduras que não apresentassem essa característica. Visto que cepas não produtoras 

dessas enzimas são relatadas como possíveis agentes de biocontrole (CAVELLO et al., 2019). 

 

5.2.2 Teste de verificação da produção de compostos difusíveis e voláteis  

Trinta e três leveduras foram então testadas quanto a capacidade de produzir compostos 

antagônicos, tanto difusíveis como voláteis, aos quais todos apresentaram algum grau de 

antagonismo para R. stolonifer (Tab. 3). Para os testes de antagonismo pareado por difusão as 

taxas de inibição variaram de 2,5% a 19,1%. Todavia, a melhor inibição de crescimento micelial 

do fungo foi observado 4 potenciais leveduras antagonistas (UFT9521, UFT9529, UFT9547 e 

UFT9555) que apresentaram capacidade de inibição de: 15,3%; 12,2%; 16,6% e 19.1% 

respectivamente. A produção de compostos antifúngicos voláteis foi observada em 32 cepas de 

leveduras antagonistas variando de 2,9 a 19,4%, sendo as cepas (UFT9521, UFT9523, UFT9525, 

UFT9527, UFT9542, UFT9543, UFT9547, UFT9554 e UFT9555) as que apresentaram melhores 

capacidades inibitórias. 

 

Tabela 3. Ensaios de atividade antagonista in vitro de leveduras antagonistas. 

inibições do crescimento do patógeno (%) 

Leveduras Compostos difusíveis Compostos voláteis 

UFT9521 15,3±13,8 18,7±15,8 

UFT9522 6,5±3,5 12,6±13,8 

UFT9523 7,2±6,4 17,0±14,5 

UFT9524 4,5±0,8 12,2±20,1 

UFT9525 7,8±4,9 18,9±4,8 

UFT9526 9,0±0,1 12,4±17,9 

UFT9527 8,0±2,0 19,1±4,1 

UFT9529 12,2±4,5 7,0±6,1 

UFT9530 9,4±0,8 2,9±3,8 

UFT9532 7,4±0,9 -1,1±3,6b 

UFT9533 8,5±1,8 10,3±1,3 

UFT9534 11,0±3,5 6,0 ±0,8 

UFT9535 8,0±1,0 6,2±1,4 

UFT9536 6,6±0,5 6,2±1,2 

UFT9537 6,3±0,2 3,2±0,6 

UFT9538 8,3±0,5 13,4±9,0 

Continua no final da tabela. 
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UFT9539 8,17±1,34 10,3±4,2 

UFT9540 12,0±0,2 12,0±5,8 

UFT9541 7,1±0,2 10,0±9,8 

UFT9542 11,0±1,5 17,8±13,9 

UFT9543 8,1±2,7 18,9±17,8 

UFT9544 8,8±1,7 11,2±5,0 

UFT9545 8,2±2,3 4,6±3,4 

UFT9547 16,6±1,9 19,2±1,21 

UFT9548 8,9±0,9 7,3±2,9 

UFT9549 8,6±2,7 8,9±1,6 

UFT9550 6,3±2,5 8,4±5,4 

UFT9552 9,3±0,3 17,9±0,4 

UFT9553 8,0±3,1 12,3±17,3 

UFT9554 9,8±0,9 15,1±10,2 

UFT9555 19,1±10,8 19,4±5,4 

UFT9556 10,2±2,8 14,3±0,1 

UFT9557 8,8±0,1 14,4±1,3 

Os dados de inibição do crescimento do patógeno são expressos como média ± DP. b- Inibição foi 

negativa. 

 

Com base nos resultados de ensaios antagônicos contra R. stolonifer, foram selecionadas 

três cepas de leveduras (UFT9521, UFT9547 e UFT9555) que obtiveram a melhor capacidade de 

inibição pela produção de compostos difusíveis e voláteis para serem utilizadas nas etapas 

posteriores de seleção.  

Kasfi et al. (2018) isolaram leveduras epifíticas antagônicas associada a bagas e folhas de 

uva, tendo a maior atividade in vitro contra o fungo B. cinerea. Wang et al. (2018) também 

obteviveram o mesmo resultado de controle com Saccharomyces cerevisiae, onde a levedura 

conseguiu inibir o crescimento de Botrytis cinerea. Cordero-Bueso et al. (2017) isolaram a partir 

de bagos de uvas (Vitis vinifera ssp. Sylvestris) populações de cepas de leveduras antagonistas 

capazes de inibirem ou retardarem o crescimento de patógenos através da produção de compostos 

voláteis. 

Arrarte et al. (2017) isolaram leveduras psicrotróficas não pectinolíticas e com capacidade 

de desenvolvimento em suco de maçã, como potenciais agentes de controle biológico. Isolados, 

identificados como Candida saque, que produziram compostos orgânicos voláteis (VOCs) 

antifúngicos inibiram o crescimento de 5 patógenos da maçã (P. expansum, B. cinerea, A. 

alternata, A. tenuissima, e A. arborescens).  
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Os compostos Orgânicos Voláteis (COVs) são compostos de baixo peso molecular 

produzidos por fungos, bactérias e leveduras (BENNNETT et al., 2012). Representam uma 

alternativa para o controle de doenças pós-colheita de frutos, uma vez que podem ser usadas em 

mercadorias que são armazenadas em contêineres fechados durante o armazenamento e o 

transporte (ARRARTE et al., 2017). A produção dos compostos orgânicos voláteis antifúngicos 

depende de vários fatores como o estágio de crescimento dos microrganismos que os produzem, 

temperatura e tempo de incubação destes microrganismos, como também, da composição desses 

compostos (Di FRANCESCO et al., 2015)   

 

 

5.3 Atividade antifúngica de substâncias GRAS in vitro  ao fitopatógeno Rhizopus 

stolonifer  

 

Cinco substâncias GRAS foram utilizadas para o teste, sendo dois sais (carbonato de sódio 

e bicarbonato de sódio) e três compostos orgânicos voláteis (ácido propiônico, ácido acético e 

ácido lático).  Carbonato de sódio, bicarbonato de sódio, ácido acético e ácido propiônico 

apresentaram resultados positivos para a inibição do fungo R. stolonifer obtendo 100% de 

inibições das colônias do fungo. Somente o ácido lático não foi capaz de inibir o fitopatógeno nas 

menores concentrações testadas (0,5% e 1%), os resultados estão demonstrados nas Figuras 3 e 4. 

 

Figura 3 Efeito das substâncias GRAS no desenvolvimento das colônias de Rhizopus stolonifer após 72 

horas de incubação. CS: Carbonato de Sódio; BS: Bicarbonato de Sódio; AA: Ácido Acético; AP: Ácido 

Propiônico e AL: Ácido Lático. Os dados de inibição do crescimento do patógeno são expressos pela 

média de três repetições.  
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Figura 4. Efeito inibitório de substâncias GRAS contra R. stolonifer cultivados em placas de Petri. Após 

72 horas de incubação das culturas a 25°C. 

 

As substâncias utilizadas nesse trabalho são descritas na literatura por apresentarem 

alguma propriedade antifúngica e serem usadas na preservação de alimentos, como o uso de ácido 

acético é realizado para impedir a deterioração por fungos e aumentar o tempo de vida de 

prateleira de alimentos (DEBONNE et al., 2020; PALOU, 2018) ou carbonato de sódio já 

relatado na inibição R. stolonifer em frutos de ameixa (Prunus domestica L.) (ABBAS et al., 

2019). 

As principais vantagens do uso de substâncias GRAS para auxiliar na ação antagônica dos 

agentes biológicos incluem sua disponibilidade, custo relativamente baixo e alta solubilidade em 

água. O mais acessível economicamente é o bicarbonato de sódio que apresentou resultados 

satisfatórios em nossos testes, podendo ser o mais indicado por ser viável economicamente e de 

fácil comercialização (MARTINEZ-BLAY et al., 2020). E a menor concentração de 0,5% foi 

escolhida, pois apesar das três concentrações (0,5, 1,0 e 3,0%) inibirem o patógeno, a menor 

concentração é sempre mais a rentável para o produtor ou empresário que deseja utilizá-lo no 

controle biológico. 

Ferreira et al. (2015b) utilizaram substâncias GRAS no controle de fungos 

fitopatogênicos, causadores de diversas doenças pós-colheita em frutos. Os resultados mostraram 

uma redução do crescimento dos fungos pelas substâncias: bicarbonato de sódio e carbonato de 

sódio que inibiram 100% do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides. Por outro lado, 
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carbonato de sódio inibiu em 100% o crescimento de Fusarium guttiforme em todas as 

concentrações. Foram positivos também, bicarbonato de sódio nas concentrações de 3% e 5%.  

Em outra pesquisa desenvolvida por Kareem et al. (2018), isolados de R. stolonifer foram 

reduzidos em 75% utilizando bicarbonato de sódio como agente antifúngico. Esses dados 

comprovam a eficácia dos nossos resultados e mostram a relevância de um sal GRAS com 

propriedades antifúngicas que podem auxiliar no controle biológico, substituindo o uso parcial ou 

total de fungicidas.  

 

 

5. 4 Teste de resistência das leveduras a sustâncias GRAS selecionadas  

 

Com base nos resultados de ensaios antagônicos contra R. stolonifer, foram selecionadas 3 

cepas de leveduras (UFT9521, UFT9547 e UFT9555) para verificar a resistência a carbonato de 

sódio, bicarbonato de sódio, ácido acético, ácido propiônico e ácido lático. A cepa UFT9521 não 

foi resistente a carbonato de sódio, bicarbonato de sódio, ácido acético e ácido propiônico em 

nenhuma concentração, mas foi resistente apenas ao ácido lático conforme a tabela 5. Dessa 

forma foi descartada do estudo por apresentar um baixo potencial de resistência a substâncias 

GRAS.  

A levedura UFT9547 não teve o seu crescimento inibido quando cultivada em meio 

NYDA acrescido de bicarbonato de sódio e ácido acético, nas concentrações de 0,5 e 1%, porém, 

quando as substâncias foram utilizadas com uma maior concentração (3%), inibiram o 

desenvolvimento da levedura. O isolado UFT9547 não teve o seu crescimento afetado pelo ácido 

propiônico a 0,5%, porém, a levedura foi inibida quando o ácido foi usado nas maiores 

concentrações (1 e 3%). A levedura UFT9555 se desenvolveu na menor concentração (0,5%) de 

bicarbonato de sódio e do ácido acético, mas foi inibida nas concentrações mais elevadas (1 e 

3%). As três leveduras não foram inibidas pelo ácido lático em todas as concentrações avaliadas 

(Tabela 5). 
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Tabela 5. Verificação da resistência a substâncias GRAS após 72 horas de incubação 

% Inibição GRAS Leveduras 

Leveduras 

CS BS AA AP AL 

0,5% 1,0% 3,0% 0,5% 1,0% 3,0% 0,5% 1,0% 3,0% 0,5% 1,0% 3,0% 0,5% 1,0% 3,0% 

UFT9521 - - - - - - - - - - - - + + + 

UFT9547 - - - + + - + + - + - - + + + 

UFT9555 - - - + - - + - - - - - + + + 

- Levedura sensível; + Levedura resistente. CS: Carbonato de Sódio; BS: Bicarbonato de Sódio; AA: 

Ácido Acético; AP: Ácido Propiônico e AL: Ácido Lático. Os dados são expressos como média de três 

repetições. 

 

O sal bicarbonato de sódio é um sal acessível no comércio, de custo baixo, com boa 

disponibilidade no mercado e com grande facilidade de armazenamento, além de fácil manuseio e 

aplicação. O ácido lático por mais que tenha sido positivo para o teste de resistência é mais difícil 

de ser adquirido por produtores de lavoura e por aqueles que comercializam a fruta. Sendo assim, 

o bicarbonato de sódio é indicativo de ser o mais promissor nos testes futuros.  Ferreira et al. 

(2015a) também testaram a resistência de seus isolados de leveduras a substâncias GRAS, e entre 

as 4 cepas avaliadas, apenas uma foi capaz de sobreviver 7 dias na presença de bicarbonato de 

sódio nas 3 concentrações testadas. Isso mostra a fragilidade que estes isolados possuem às 

substâncias testadas e a incompatibilidade de uso destas substâncias com o controle biológico 

integrado com estas leveduras que não apresentaram resistência. 

 

 

5.5 Testes de controle biológico in vivo utilizando o controle clássico e integrado 

a substância GRAS selecionada   

 

 A partir dos resultados prévios foram selecionados os isolados UFT9555 e UFT9547 por 

apresentarem as características de temperatura ideal de crescimento, não produção de enzimas 

celulolíticas e pectinolíticas, produção de compostos difusíveis e voláteis e resistência a 

sustâncias GRAS. Essas características foram elencadas para escolher um bom agente de 

biocontrole.  
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5.5.1 Levedura UFT9555  

A Figura 5 mostra a incidência (A) e a severidade (B) da doença, quando os frutos de uvas 

foram tratados com as leveduras e inoculados com o patógeno. Pelos dados obtidos pode-se 

observar que houve a redução da incidência e da severidade da doença em frutos tratados com a 

levedura, independente da concentração utilizada.. A redução da incidência do fungo foi maior 

nas concentrações mais elevadas da levedura. Da mesma forma, a redução da severidade da 

doença aumentou quando se inoculou no fruto a maior concentração da levedura, no entanto não 

houve diferenças estatísticas significativas entre as três concentrações analisadas (1x10⁷, 1x108 e 

1x109 células/mL) tanto para o grau de severidade da doença, quanto para a incidência. 

A incidência é definida como a porcentagem (frequência) de plantas doentes ou partes de 

plantas doentes em uma amostra ou população. A severidade é definida como a porcentagem da 

área ou do volume de tecido coberto por sintomas (AMORIM, 1995). Desta forma foi 

considerado a utilização da menor concentração (107) por ter apresentado a mesma eficácia que as 

concentrações mais elevadas. Parte desses resultados corroboram com os obtidos por Yang et al. 

(2021), que ao testarem as concentrações de 106, 107, 108, e 109 da levedura Metschnikowia 

pulcherrima E1 contra o fungo Pestalotiopsis vismiae em nêspera a 20°C, observaram que dentre 

essas concentrações a mais indicada para o uso foi a de 109 células/mL, já que não diferenciava 

estatisticamente da menor concentração que era de 108 células/mL. 

 

Figura 5. Redução da incidência e severidade de uvas tratadas com a levedura UFT9555 em diferentes 

concentrações e inoculadas com Rizophus stolonifer. Os controles foram tratados apenas com o patógeno e 

as determinações foram realizadas após 3 dias de armazenamento a 25°C. As barras representam a média 

de cada tratamento. Semelhanças estatísticas são indicadas por letras iguais. Enquanto letras diferentes 

representam diferença significativa. Teste Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn onde 

considerou um p<0,05. 
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A partir da escolha da concentração da levedua de (107) foi realizado o teste de controle 

integrado da levedura com a substância GRAS contra o fitopatógeno (Figura 6). Neste ponto os 

resultados obtidos mostraram que para a temperatura de 25°C, o isolado selecionado (UFT9555) 

conseguiu reduzir sozinho a incidência e a severidade da doença causada por Rhizopus stolonifer 

(Figura 6- A1 e A2) em cerca de 56 e 70% respectivamente da doença em 3 dias de incubação. 

Por outro lado, o bicarbanato de sódio sozinho teve redução da incidência (Figura 6 – A1) de 

72%, e severidade em 80% (Figura 6 – A2). Quando realizado o teste integrado da levedura 

associada ao bicarbonato de sódio tivemos um valor de 72% para incidência e 82% para 

severidade. Entretanto, estatisticamente, os valores não diferenciaram entre si pelo teste de 

Kruskal-Wallis. 

Para a temperatura de 1°C (figura 6- B1 e B2), apenas o tratamento com a levedura, 

reduziu sozinho a incidência e a severidade em 56% e 71% respectivamente. O controle integrado 

obteve redução da incidência de 80% e redução da severidade de 84%. Apenas bicarbonato de 

sódio teve 80 e 83% na redução da incidência e da severidade. Os resultados da levedura 

integrada à substância GRAS não diferiram estatisticamente entre si, o que aponta que tanto a 

utilização da levedura com a substância GRAS como a substância GRAS sozinha (bicarbonato de 

sódio) podem ser utilizados para o controle da doença. Com relação a temperatura de incubação 

as duas apresentaram resultados satisfatórios, pois, mantiveram a atividade das leveduras no 

controle do fitopatógeno. 
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Figura 6. Redução da incidência e severidade de uvas tratadas com a levedura UFT9555 e inoculadas com 

o  Rhizopus stolonifer. Os controles foram tratados apenas com o patógeno e as determinações foram 

realizadas após 3 dias de armazenamento a 25°C e após 14 dias a 1°C. As barras representam a média de 

cada tratamento. Semelhanças estatísticas são indicadas por letras iguais. Enquanto letras diferentes 

representam diferença significativa. Teste Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn onde 

considerou um p<0,05. (C)= controle; (9555+BS) = levedura UFT9555+bicarbonato de sódio; (BS)= 

bicarbonato de sódio; (9555) = levedura UFT9555. 

 

É recomendada a combinação de dois ou mais métodos de controle de doenças pós-

colheita. Para este fim, o aprimoramento destes mecanismos de ação é importante para uma boa 

utilização e obtenção de resultados. Zhang et al. (2018) relataram que estratégias combinadas de 

compostos químicos não convencionais e agentes de controle biológicos têm contribuído para 

vários graus de controle de doenças pós-colheita. Os efeitos benéficos destes métodos dependem 

da combinação adequada dos agentes com base no conhecimento adequado de seus canais de 

ação no sistema de controle. Pelos testes moleculares a levedura (UFT9555) foi identificada como 

Saccharomyces cerevisiae, ela é relatada como uma boa opção para ser utilizada em controles 
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biológicos que fazem apelo a substituição ao uso de agrotóxicos e pesticidas no combate ao 

controle de doenças nas uvas provocadas por fungos patogênicos (LIU et al., 2017; WANG et al., 

2018; WANG et al., 2019). 

 Algumas leveduras antagonistas por serem eficazes no controle biológico de patógenos 

são estudas por terem um mecanismo de ação que levam a levedura a formar um biofilme na 

superfície da ferida em frutas que inibem a invasão de fungos patogênicos impedindo-o de 

estabelecer uma infecção (YANG et al., 2021). Zhang et al. (2020) obtiveram resultados 

semelhantes aos nossos quando estudaram leveduras antagonistas. Em seu trabalho os autores 

investigaram a eficácia do controle biológico de Pichia membranefaciens contra a podridão por 

Rhizopus em pêssegos.  

Já Nandhini et al. (2019) avaliaram o potencial inibitório de leveduras isoladas de bagas 

de uvas contra R. stolonifer e  observaram que nos testes in vivo a colonização de leveduras no 

local da ferida teve efeito inibitório do fungo de 71,1% comparado com o controle. Em nosso 

estudo teve efeito inibitorio de 71% apenas em frutos tratados com  a levedura, e 84% com 

controle integrado em temperatura de 1°C. Tal fato indica que esta levedura S. cerevisiae tem 

grande potencial para ser empregada como agente antagonista para tratamento de doenças em 

pós-colheita de uvas, tanto em temperaturas altas, como, em temperaturas baixas. 

Para ressaltar a utilização da levedura promissora (UFT9555) nos nossos testes, Liu et al. 

(2017) obtiveram resultados positivos com a mesma espécie de levedura. Estas foram isoladas de 

vinhos e de 216 isolados, três desses, foram testados positivos para antagonizar C. 

gloeosporioides. Os isolados antagonistas de S. cerevisiae poderiam representar agentes de 

controle biológicos importantes de doenças em uvas causados por fungos que são responsáveis 

por perdas econômicas na viticultura. 

S. cerevisiae é extremamente eficiente durante as primeiras 48 horas de fermentação 

porque utiliza de sua absorção rápida de fonte de açúcar e nitrogênio (GUITIPERREZ et al. 

2016). Essas fontes são imediatamente armazenadas no vacúolo e posteriormente, durante o 

processo de fermentação, mobilizado para fora do vacúolo para suportar o crescimento após 

esgotamento do nitrogênio externo. Essa capacidade impede que outras leveduras dominem a 

cultura, tornando as cepas de Saccharomyces mais bem adaptadas à fermentação do mosto 

(MANDAKOVIC et al., 2020). Por isso, pode-se conferir a ela, ter sido a melhor cepa de 

levedura antagonista isolada da fase final da fermentação do mosto, pois, além de realizar o 

controle biológico ela pode ajudar no processo de fermentação na produção de vinho. 
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5.5.2 Levedura UFT9547 

 Os resultados do controle biológico utilizando a Levedura UFT9547, mostraram que 

houve diferença significativa, reduzindo a incidência e a severidade da doença em relação ao 

controle, independente das concentrações da levedura utilizadas (Figura 7 – A e B). Dentre as 

concentrações da levedura avaliadas, os melhores resultados foram obtidos nas concentrações de 

108 e 109 células/mL, com reduções da incidência e severidade da doença em torno de 60 e 70%, 

respectivamente. Shen et al. (2019) e Liu et al. (2020) utilizaram em seus trabalhos as 

concentrações de 106, 107, 108, e 109 células/mL das leveduras Sporidiobolus pararoseus e Pichia 

kudriavzevii contra B. cinerea e R. stolonifer respectivamente e observaram que a concentração 

de 1 x 108 foi a mais promissora de todas, sendo a escolhida para os testes in vivo integrado e 

clássico. 

 

Figura 7. Redução da Incidência e da severidade de uvas tratadas com a levedura UFT9547 em diferentes 

concentrações e inoculadas com Rhizopus stolonifer. Os controles foram elaborados com a inoculação 

exclusiva do patógeno e as determinações foram realizadas após 3 dias de armazenamento a 25°C. As 

barras representam a média de cada tratamento. Semelhanças estatísticas são indicadas por letras iguais. 

Enquanto letras diferentes representam diferença significativa. Teste Kruskal-Wallis seguido do teste post-

hoc de Dunn onde considerou um p<0,05. 

 

A partir da escolha da concentração da levedura (108 células/mL) foi testado o controle 

integrado com levedura, substância GRAS e fitopatógeno (Figura 8). Os resultados obtidos 

mostraram que a 25°C o isolado de levedura selecionado (UFT9555) na concentração de 108 

células/mL, conseguiu reduzir sozinho a incidência e severidade da doença causada por R. 

stolonifer (Figura 7 – A1 e A2) em cerca de 64 e 74% respectivamente, após 3 dias de incubação. 

Já o bicarbanato de sódio sozinho apresentou redução da incidência 71% (A1) e severidade em 
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80% (A2). Realizando o teste integrado da levedura mais bicarbonato de sódio tivemos um valor 

de 80% para incidência (A1) e 88% para severidade (A2). Entretanto, estatisticamente, os valores 

não diferenciaram entre si pelo teste de Kruskal-Wallis. 

Os frutos incubados a temperatura de 1°C (Figura 8 – B1 e B2), tanto a incidência quanto 

na severidade, foram reduzidas apenas pela levedura com 72% e 79%, respectivamente. O 

controle integrado reduziu a incidência em 87% e severidade em 89%. Apenas bicarbonato de 

sódio teve 80 e 83% na redução de incidência e severidade respectivamente. Esses resultados não 

diferem entre si pelo teste estatístico.  

Pode-se observar que nos testes a 1°C para os tratamentos com apenas bicarbonato de 

sódio as duas leveduras UFT9547 e UFT9555 obtiveram praticamente os mesmos valores de 

redução da incidência e severidade (80 e 83%) da doença, indicando a capacidade de inibição do 

bicarbonato de sódio e a eficácia do mesmo nos tratamentos para controle do fitopatógeno. 

 

Figura 8. Redução da Incidência e da severidade de uvas tratadas com a levedura UFT9547 em diferentes 

concentrações e inoculadas com Rhizopus stolonifer. Os controles foram tratados apenas com o patógeno e 

as determinações foram realizadas após 3 dias de armazenamento a 25°C e após 14 dias a 1°C. As barras 
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representam a média de cada tratamento. Semelhanças estatísticas são indicadas por letras iguais. 

Enquanto letras diferentes representam diferença significativa. Teste Kruskal-Wallis seguido do teste post-

hoc de Dunn onde considerou um p<0,05. (C) = controle; (9547+BS) = levedura UFT9547+bicarbonato de 

sódio; (BS) = bicarbonato de sódio; (9547) = levedura UFT9547. 

 

 A levedura UFT9547 identificada no teste molecular como Hanseniaspora 

guilliermondii apresentou menos eficiência que a levedura anterior, mas ela representa uma 

proporção significativa da microbiota normal das uvas abundantes em mostos de uva, 

particularmente nas fases iniciais da fermentação (GRANGETEAU et al., 2016),  

proporcionando, ainda,  ótimas características no vinho e bons resultados em nosso estudo como 

controle biológico, principalmente por ser uma espécies não Saccharomyces, é discutido as 

aplicações potenciais dessa espécie para a vinificação (LOMBARDI et al., 2018; TESTA et al., 

2020); e as características biotecnológicas em outras áreas (VARELA e BORNEMAN et al., 

2017). 

Xu et al. (2020) realizaram a técnica de cultivar uvas orgânicas, e fermentação espontânea 

de uvas onde foram identificadas 36 espécies de microrganismos incluindo entre eles 18 espécies 

de leveduras. Hanseniaspora e Saccharomyces foram os dois gêneros dominantes. 

Hanseniaspora era superior no início da fermentação, enquanto a abundância relativa de 

Saccharomyces crescia durante o processo. 

A aplicação de leveduras como agentes de controle biológico é de grande importância pois 

além de impedir ou diminuir a deterioração microbiana causada nos frutos, reduz-se também o 

uso de fungicidas. Mewa-Ngongang et al. (2019) usaram leveduras selvagens como produtoras de 

compostos de biopreservação através de extratos de bagaço de uva. Com isso se entende a 

importância de se isolar leveduras do próprio fruto, pois, além de contribuir para a caracterização 

do microbioma sugere o uso promissor de um possivel agente atimicrobiano (MALTA et al., 

2019). 

 

 

5.6 Verificação da capacidade das leveduras pré-selecionadas em permanecerem 

viáveis na superfície dos frutos  

 

Os testes mostraram que as duas leveduras podem sobreviver e se multiplicarem na 

superfície de frutos de uva a 25 ℃ e a 4 ℃ (Figura 9 – A e B). Isso confirma que as duas cepas 

adaptaram-se ao local de inoculação, ferida, e à superficie da fruta. Leveduras que colonizam a 

superfície de frutos e crescem em lesões são capazes de inibir esporos de fungos competindo por 
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espaço e nutrientes (FILONOW, 1998). Esses resultados sugerem que a competição das leveduras 

UFT9547 e UFT9555 por nutrientes e espaço pode explicar a capacidade que esses isolados tem 

de reduzir o crescimento de R. stolonifer em frutos de uva.  

As populações iniciais das leveduras UFT9555 e UFT9547 foram respectivamente 10⁶ e 

107 células/mL nas temperaturas de 1°C e 25°C. Elas ainda se mantiveram numa concentração 

aceitável após 14 e 20 dias nas temperaturas de 25 e 3°C respectivamente. Na Figura 9 (A) a 

temperatura de 25°C mostra que as populações das duas leveduras apresentaram o mesmo 

comportamento durante os dois primeiros dias de inoculação aumentando exponencialmente e a 

partir do dia 3. Houve uma pequena redução tornando-se estável até o décimo quarto dia. Já à 

temperatura de 1°C, Figura 9 (B), as populações das duas leveduras também aumentaram na 

superfície da fruta até o segundo dia. A partir do segundo dia as populações foram decaindo. O 

grafico abaixo (Figura 9B) mostra que a levedura UFT9555 apresentou uma população menor, 

reduzindo aos poucos até o oitavo dia quando a partir desta data houve uma queda significativa na 

morte das celulas. Já a levedura UFT9547 obteve uma populção maior que a levedura anterior no 

segundo dia, mas também apresentou morte significativa das células ao passar dos dias de 

inoculação.  

Figura 9. Dinâmica populacional de crescimento da levedura UFT9547 (Hanseniaspora guilliermondii) e 

UFT9555 (Saccharomyces cerevisiae) a 25°C (figura A) e a 1°C (figura B) in vivo em frutos tratados sob 

lesões. 

 

Essa queda significativa pode ter ocorrido pela incapacidade das duas leveduras se 

adaptarem a baixas temperaturas num tempo prolongado de armazenamento. No entanto, o fato 

da população das duas leveduras decaírem nas duas temperaturas provavelmente pode estar 

relacionada a uma menor disponibilidade de nutrientes na superfície do fruto.   

A viabilidade de leveduras em superfície de frutos pode variar de acordo com a espécie e o 

fruto utilizado. Wang et al. (2020) notaram que a levedura Metschnikowia citriensis permaneceu 
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viável na superfície de laranjas por 9 dias a 25°C e por 18 dias a 4°C.  Shen et al. (2019) 

estudaram a viabilidade da levedura Sporidiobolus pararoseus na superfície de morangos a 20°C 

e 4°C por 15 dias. A dinâmica da população de S. cerevisiae, isoladas previamente de mosto e 

testadas na superfície de uvas a 25°C, foi reduzida em 4 dias segundo Liu et al. (2017) 

corroborando com nossos resultados em que nessa mesma temperatura houve redução da levedura 

até 14 dias. 

O tempo de armazenamento da uva a temperatura ambiente é de 7 dias, em baixas 

temperaturas (0 a 3°C) e o tempo médio de prateleira chega a 21 dias (CHITARRA et al., 2005). 

Assim, os dois isolados UFT9547 e UFT9555 mantiveram-se na superfície da uva, confirmando 

ser possível a utilização desses microrganismos como agentes de controle biológico. É importante 

salientar que obtivemos leveduras que são promissoras pois permaneceram mais tempo viáveis na 

superfície do fruto que a vida de prateleira sugere o que assegura o controle biológico durante sua 

vida útil como também a partir desses resultados pode-se definir a frequência da aplicação de 

cada levedura  nos frutos de uva variando de acordo com a temperatura de armazenamento.  

  

5.7 Identificação molecular das leveduras  

 

Neste trabalho identificamos duas leveduras provenientes do mosto destinado à fabricação 

de vinho. A levedura UFT9547 foi identificada como sendo da espécie Hanseniaspora 

guilliermondii e a UFT9555 da espécie Saccharomyces cerevisiae. A H. guilliermondii é uma 

levedura predominante do mosto na fase inicial (Jolly et al., 2014; Lleoxà et al. 2016) e S. 

cerevisiae é predominante da fase final de produção de vinho (GARCIA et al., 2016).  

As leveduras que compõem o mosto são conhecidas como não-Saccharomyces e 

Saccharomyces e compõem uma grande diversidade de espécies dos gêneros Hanseniaspora 

Kloeckera, Pichia, Candida, Debaryomyces, Metschnikowia, Kluvyromyces, Zygosaccharomyces, 

Saccharomycodes, Torulaspora, Dekkera e Schizosaccharomyces (PRETORIUS et al., 1999). 

Algumas dessas espécies não-Saccharomyces iniciam a fermentação alcoólica espontânea do 

mosto e seu crescimento limita-se até o segundo ou terceiro dia quando começam a morrer pela 

ação tóxica do etanol e são superadas pelo crescimento de leveduras Saccharomyces que 

dominam o processo até o final, frequentemente sendo a única espécie encontrada nessas fases ( 

GRAÇA et al., 2015).   

Esta descoberta é valiosa pois a S. cerevisiae é uma levedura utilizada para produção de 

vinho. E além dessa produção ela pode ser utilizada como agente de biocontrole na produção de 

uvas, além de melhorar os processos fermentativos na produção do vinho. Um dos pontos 
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importantes nesta levedura encontra-se na substância trealose, um dissacarídeo não redutor. A 

função da trealose é servir como um protetor de estresse em condições extremas (dessecação, frio 

e calor) levando à redução de células e danos oxidativos às proteínas (ZHANG et al., 2018). E 

esse é um fator importante que pode levar a resposta porque as espécies Saccharomyces dominam 

os processos de fermentação de sucos de uvas. As leveduras S. cerevisiae também mostram uma 

outra utilidade. Além de ser usada como agente de biocontrole, pode ser aplicada também como 

aditivos probióticos (ELGHANDOUR et al., 2020). 

 

 

6 CONCLUSÃO 

 

Foram obtidos 38 isolados de leveduras e pelos testes de seleção foram selecionadas duas 

leveduras para utilização como agentes de biocontrole. Estas leveduras foram identificadas 

molecularmente como sendo das espécies Saccharomyces cerevisiae (UFT9547), e a 

Hanseniaspora guilliermondii (UFT9555). Ambas foram consideradas como sendo promissoras 

para utilização como agentes de controle biológico de uvas tanto no controle integrado quanto no 

controle clássico, se destacando a linhagem Saccharomyces cerevisiae, que foi capaz de inibir o 

fitopatógeno com uma concentração inferior à Hanseniaspora guilliermondii. O uso integrado do 

bicarbonato de sódio com as leveduras citadas é uma alternativa segura e de baixo custo no 

controle do Rhizopus stolonifer em uva, mas a realização de testes adicionais tais como: 

verificação dos mecanismos de ação ainda são necessários a fim de se compreender melhor os 

mecanismos de controle biológico que elas exercem. 
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