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O controle biológico tem sido integrado ao uso de substâncias conhecidas como 

“GRAS” (Generally Regarded As Safe), estas substâncias são normalmente 

utilizadas como aditivos alimentícios, e seu principal papel é auxiliar os agentes 

biológicos em sua ação antagônica, potencializando assim o controle biológico. 

O presente trabalho teve como objetivo observar os efeitos de cinco substâncias 

“GRAS” no crescimento de quatro isolados de leveduras (5822, 5852, 5859, 

5872) selecionados por apresentarem características de bons agentes 

biocontroladores. Para realização dos testes, os isolados foram crescidos em 

caldo GYMP acrescido das substâncias bicarbonato de sódio, carbonato de 

sódio, carbonato de cálcio, cloreto de cálcio e cloreto de potássio nas 

concentrações de 1%, 3% e 5% com exceção do cloreto de potássio cujas 

concentrações foram de 0,1%, 0,5% e 1% (concentração máxima permitida pela 

legislação). Nos dias 1, 4, 7, e 10 de incubação uma alíquota de 50 µl foi 

retirada das culturas e plaqueadas, sendo os resultados expressos em UFC/mL. 

Entre os quatro isolados testados, somente o 5852 foi capaz de resistir por sete 

dias na presença da substância bicarbonato de sódio, nas três concentrações 

testadas. Demonstrando a capacidade desta levedura em ser utilizada em 

protocolos de controle biológico integrado a esta substância 
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ABSTRACT- Biological control has been integrated into substances known as "GRAS" (Generally Regarded As 

Safe), these substances are commonly used as food additives, and its main role is to assist the biological agents 

antagonistic action. This study aimed to test the effects of five "GRAS substances " over the growth of four strains of 

yeast (5822, 5852, 5859, 5872) selected by presenting characteristics of good biocontrol agents. To perform the test, 

the strains were grown in GYMP broth with the addition of substances sodium bicarbonate, sodium carbonate, 

calcium carbonate, calcium chloride and potassium chloride at concentrations of 1%, 3% and 5% with the exception 

of chloride whose potassium concentrations were 0.1%, 0.5% and 1% (maximum concentration permitted by law). 

On days 1, 4, 7, and 10 after incubation an aliquot of 50 µl was removed and plated cultures, and the results 

expressed as CFU / ml. Among the four tested strains, only 5852 was able to survive seven days in the presence of 

sodium bicarbonate at the three concentrations tested. Demonstrating the ability of this yeast to be used in integrated 

biological control protocols with this substance. 
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INTRODUÇÃO 

O conhecimento acerca de microrganismos 

como agente de controle biológico, remota a 

centenas de anos. Porém, o interesse por 

microrganismos antagonistas, principalmente as 

leveduras, tem crescido ao longo das duas últimas 

décadas, devido estudos apontarem resultados 

significativamente positivos de controle [1-6]. 

As leveduras são particularmente os 

microrganismos mais adequados para utilização 

como agente de controle biológico devido à sua alta 

capacidade de colonizar superfícies vegetais e 

manterem-se viáveis durante longos períodos de 

tempo sob diferentes condições ambientais [7, 8].  

A utilização de leveduras antagonista 

associadas a uma substância GRAS (Generally 

Regarded As Safe), ou seja, uma substância 

considerada segura para consumo caracteriza o 

controle biológico integrado e tem se mostrado uma 

alternativa ainda mais eficiente que o controle 

biológico clássico, ao qual se utiliza apenas o 

micro-organismo antagonista contra o patógeno 

alvo de controle. Em geral, quando se realiza a 

combinação entre tratamentos deseja se obter 

efeitos aditivos ou sinérgicos para aumentar a 

eficácia ou a persistência dos tratamentos 

individuais, assim como aumentar os efeitos 

complementares combinando atividades preventivas 

[8].  

O controle biológico integrado é uma 

estratégia que têm aumentado a atenção de 

pesquisadores, pois ocorre a consorciação dos dois 

tipos de tratamentos, a fim de superar o 

desempenho e aumentar a variável de eficácia das 

abordagens alternativas existentes [9].  

Como demonstra o estudo realizado por 

Gamagae et al., [10], ao utilizarem o bicarbonato de 

sódio a 2% associado a Candida oleophila no 

controle da antracnose em mamão, onde 

observaram que houve um aumento no controle da 

doença. Chen et al. [1], também constataram que a 

eficiência do controle biológico foi maior com a 

adição de 2% de bicarbonato de sódio em conjunto 

com a levedura Kluyveromyces marxianus contra 

Penicillium digitatum em citrus. Da mesma forma, 

Pimenta et al. [11] observaram em seus estudos que 

ao utilizar a levedura Saccharomycopsis 

crataegensis em consorciação com bicarboanto de 

sódio a 5% houve controle total do Penicillium 

digitatum em laranjas. 

Assim as substâncias “GRAS” mostram-se 

então como uma boa alternativa no controle de 

fitopatógenos de frutas e plantas, pois auxiliam 

outros agentes biológicos em sua ação antagônica, 

podendo causar efeitos fungistático ou fungicida ao 

patógeno alvo de controle. Estas são substâncias 

sancionadas pela FAO/FDA já utilizadas como 

aditivos alimentícios, portanto, não causam danos à 

saúde e não necessitam de avaliação prévia de uso e 

comercialização, o que facilita ainda mais a sua 

utilização. 

Diante do exposto, o presente trabalho teve 

como finalidade observar a resistência de quatro 

isolados de leveduras (5822, 5852, 5859, 5872) 

selecionados por apresentarem características de 

agentes de controle biológico a cinco substâncias 

“GRAS”. Verificando desta forma a possibilidade 

de utilização destas substâncias, integradas aos 

agentes previamente selecionados. 

MATERIAL E MÉTODOS 

a) Obtenção dos isolados  

Os isolados foram obtidos a partir da coleção 

de cultura Carlos Henrique Rosa do Laboratório de 

Microbiologia Geral e Aplicada da Universidade 

Federal do Tocantins do Tocantins. Estes isolados 

foram selecionados para o estudo devido 

apresentarem perfil de agentes de controle biológico 

verificados em estudos anteriores (dados não 

mostrados). 

b) Teste de Resistência a substâncias “GRAS” 

Para o estudo foram selecionadas cinco 

substâncias listadas pela Food and Drug 

Administration-FDA [12] sendo elas: bicarbonato 

de sódio, carbonato de sódio, carbonato de cálcio, 

cloreto de cálcio e cloreto de potássio. Estas 

substâncias foram empregadas no estudo pelo fato 

de estudos, já relatarem seus possíveis efeitos 

fungistáticos e fungicidas a fitopatógenos de plantas 

[13]. 

Para o estudo os isolados foram crescidos 

inicialmente para obtenção de biomassa em caldo 

GYMP (1% extrato de levedura; 0,5% Peptona; 1% 

glicose; 0,02% fosfato de sódio monobásico) e 

incubadas a 25±2 ºC por 48h a 100 rpm. Utilizou-se 

câmara de Neubauer para contagem de células e a 

seguir a concentração foi ajustada 1x106 

células/mL. 

Após a obtenção da concentração inicial, 

foram realizadas inoculações em caldo GYMP 

acrescido das substâncias citadas nas concentrações 

de 1%, 3% e 5% com exceção do cloreto de 

potássio cuja concentração foi de 0,1%, 0,5% e 1%.  

Os erlenmeyers foram então incubadas a 25 ±2 ºC 

por até 10 dias. Durante os dias 1, 4, 7, e 10 uma 

alíquota de 50 µl foi retirada das culturas incubadas 

e plaqueadas utilizando o equipamento Eddy Jet 

Spiral plater (IUL, INSTRUMENTS) em placas de 
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Petri contendo meio NYDA (0,3% extrato de carne; 

0,5% extrato de levedura; 0,5% peptona; 1% 

glicose; 2% ágar; 0,02% cloranfenicol) e incubadas 

a temperatura de 25±2 ºC por 48h. 

A leitura foi realizada pelo equipamento 

Flash & gol (IUL, INSTRUMENTS) e os resultados 

foram expressos em UFC/mL (Unidades 

Formadoras de Colônias).  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Entre os quatro isolados testados, apenas o 

5852 foi capaz de resistir por até sete dias na 

presença de pelo menos uma das substâncias GRAS 

testada (bicarbonato de sódio). Os outros isolados 

não foram capazes de resistir a nenhuma das 

substâncias utilizadas no estudo e em nenhuma 

concentração avaliada. Isso demonstra uma alta 

sensibilidade que estes isolados possuem as 

substâncias testadas e não compatibilidade de 

utilização destas substâncias ao controle biológico 

integrado com estas leveduras.  

A sobrevivência do isolado 5852 em 

formulações com 1, 3, e 5% de bicarbonato sódio in 

vitro pode ser considerada satisfatória, uma vez que 

a levedura permaneceu viável em todas estas 

concentrações após uma semana de incubação 

(Figura 1). A população do isolado somente foi 

reduzida após 4 dias, e durante os dias 4 e 7 de 

incubação a análise estatística verificou que não 

houveram diferenças ao nível de 5% de 

significância pelo teste de Tukey entre as três 

concentrações testadas em relação ao controle 

(Tabela 1). 

 

Figura 1. Efeito de diferentes concentrações de bicarbonato de sódio (BS) no crescimento 

do isolado 5852 in vitro.  

 

Tabela 1. Médias de crescimento do isolado 5852 em Unidades formadoras de colônias por 

mL (UFC/mL) durante sete dias de incubação. 

TRATAMENTOS 
DIAS 

1º 4° 7º 

Controle 5,7 x107 a 5,9x105 a 7,5x104 a 

1% Bic. Sódio 4,1x107 a 1,1x104 a 1,4x104 a 

3% Bic. Sódio 2,4x107 ab 1,2x104 a 9,7x103 a 

5% Bic. Sódio 3,1x104 b 9,7x103 a 3,4x103 a 

*Médias seguidas de letras minúsculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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Normalmente a combinação de substâncias 

GRAS com agentes de controle biológico tem 

exibido um efeito sinérgico, tendo a maioria dos 

estudos comprovado a possibilidade da 

consorciação do uso de leveduras com várias destas 

substâncias, principalmente o bicarbonato de sódio 

[10, 11, 14]. 

Conforme Pimenta et al. [11] a forte 

resistência ao bicarbonato de sódio é uma 

característica importante a leveduras, isso permite o 

uso destas substâncias em concentrações mais 

elevadas, tendo melhor efeito na redução da 

deterioração de frutas. 

Entretanto, a concentração de bicarbonato de 

sódio a 1% apresentou-se como significativa não 

diferindo estatisticamente das concentrações mais 

elevadas na inibição do patógeno durante os testes 

in vitro. Isto demonstra boa eficiência de controle e 

preservação do antagonista na menor concentração 

testada. O que é de grande importância, pois o uso 

de concentrações mais baixas pode promover a 

redução dos custos de aplicação do controle 

biológico integrado com a mesma eficiência.   

CONCLUSÃO 

Entre os quatro isolados testados, somente o 

5852 foi capaz de resistir por sete dias na presença 

da substância bicarbonato de sódio, nas três 

concentrações testadas.  

Sendo assim o isolado 5852 demonstrou 

capacidade em ser utilizado em protocolos de 

controle biológico integrado a substancia 

bicarbonato de sódio 
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