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Abstract 

Climate change caused by anthropic activities resulted on ozone layer reduction. So, the reduction of the 

efficacy of the atmospheric to filtrate incident solar radiation have had become a threat to plants and also 

to microbial communities associated to them. A few studies have being conducted in order to evaluate and 

mitigate such effects, mainly considering microbes applied as biological control agents of pest and diseases. 

In this study, we evaluated natural tolerance of yeasts isolates of L7K and L10 that were previously selected 

as biocontrol agents for post-harvest fruit decay, and also the selected photoprotectant compounds as 

adjuvants of yeast formulations. In the first experiment, the isolates were exposed to increasing doses of 

UV-B radiation from an artificial source. Both isolates L7K and L10 were highly susceptible to UV exposure, 

reducing viable cell counts to lower than 50% in the minor radiation dose tested (2,050.0 mJ.cm-2). In the 

second experiment, exposing a technical preparation of yeast containing photoprotectant compounds to 

4.100,0 mJ.cm-2, it was verified that none of  the compounds were effective to protect the isolate L7K, 

however Neoheliopan E1000 (NH-E1000) and starch were highly effective to isolate L10, achieving effective 

concentration lower than 2% (w/v). 
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Introdução 

Cerca de 30% da radiação ultravioleta emitida pelo sol é refletida pela atmosfera terrestre e, da radiação 

transmitida, apenas 5% é radiação UV-B (280nm-315 nm), com potencial de causar danos às moléculas e 

aos sistemas biológicos (GAO; GARCIA-PICHEL, 2011). As alterações causadas pelas atividades antrópicas 

têm resultado na redução da camada de ozônio e, consequentemente, limitando a capacidade da 

atmosfera em filtrar as radiações incidentes. Como efeito dessa mudança, têm-se observado danos tanto 

sobre as plantas, quanto sobre as populações de micro-organismos a elas associadas, tanto patogênicos 

como epífitas ou endófitas (MENEZES et al., 2014; SÁBER, 2010). 
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A aplicação de agentes de controle biológico (ACB) para o controle de podridões pós-colheita em frutos e 

hortaliças se tornou uma alternativa promissora, considerando-se que a principal estratégia disponível, a 

aplicação pós-colheita de fungicidas, traz riscos elevados de intoxicação ao consumidor. Entre os ACB’s, as 

leveduras vêm recebendo maior atenção tanto pela eficiência de controle quanto pela maior aceitabilidade 

pelos consumidores (BAUTISTA-ROSALES et al., 2013). Na cadeia produtiva de frutas, as maiores perdas são 

causadas por patógenos que infectam resíduos florais e outros que são capazes de produzir infecções 

quiescentes (SNOWDON, 2010; VIRET et al., 2004), ambos requerendo aplicações pré-colheita dos ACB’s e 

expondo-os aos efeitos deletérios do clima, como incidência da radiação UV, temperatura e umidade 

relativa. 

Embora a radiação UV-B tenha, conhecidamente, efeitos deletérios sobre os micro-organismos, poucos 

estudos têm sido realizados para a avaliação e mitigação deste efeito sobre os agentes de controle de 

patógenos. Na região do Vale do São Francisco, a incidência de radiação total e os índices de UV elevados 

durante todo o ano e o possível agravamento dessa condição em função das alterações projetadas pelas 

mudanças climáticas, indicam a necessidade da inclusão de uma etapa de avaliação da suscetibilidade dos 

ACB’s e de medidas mitigadoras dos impactos projetados.  

Os fotoprotetores ou filtros solares reduzem os danos sobre as membranas celulares refletindo ou 

absorvendo a energia das ondas de radiação UV, devendo ser eficaz em maior espectro de comprimento de 

onda, principalmente entre 290 nm a cerca de 370 nm-400 nm (BURGESS, 1998) e apresentar estabilidade 

por algumas horas após a pulverização no campo (EDGINGTON et al., 2000). No entanto, do ponto de vista 

econômico, esses fotoprotetores devem ser passíveis de uso em baixa concentração nas formulações 

comerciais, de forma a ser tornar economicamente viável.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar a suscetibilidade natural de isolados promissores de levedura e 

selecionar fotoprotetores com potencial de uso em futuras formulações. 

 

Material e Métodos 

Os isolados de levedura L7K e L10 foram cultivados em meio de cultura líquido SD-Y (peptona, dextrina e 

extrato de levedura) com agitação (agitador orbital) a 120 rpm por 72 horas a 28 °C. Após o crescimento 

foram centrifugados a 5.000 rpm por 5 minutos, com a adição de NaCl 0,8% por duas vezes para a remoção 

de resíduos do meio de cultura. 

Para a avaliação da tolerância natural a UV-B, suspensões (1x106 céls mL-1) dos isolados L7K e L10 foram 

pulverizadas em lâminas de microscopia, dispostas em placas de Petri e secas em câmara de fluxo a 

temperatura ambiente (28 oC). Posteriormente, as lâminas foram expostas à radiação UV-B, fornecida por 

lâmpadas fluorescentes TL 20W/12 RS, com pico de emissão UV na faixa de 300 nm, em câmara estéril, 

como descrito por Santos et al. (2010). A irradiação sobre a superfície das placas foi medida com um 

radiômetro portátil (UV-35), equipado com um fotosensor contendo um filtro espectral UV. As lâminas 

foram expostas a 40 cm da lâmpada por um período variável entre 2 e 15 minutos. 

Em seguida, as células de leveduras foram removidas por agitação em solução de Triton X-100 0,05% por 30 

minutos. Uma alíquota de 100 µl da suspensão foi semeada em placa de Petri contendo meio de cultura 
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BDA (batata, dextrose e ágar). As placas foram colocadas em sala de incubação durante 96 horas, em 

temperatura de 28°C e fotoperíodo de 12 horas e, em seguida, foi realizada a contagem do número de 

colônias. 

Dextrina, amido, caseína, Neo Heliopan AV (metoxicinamato de octila) – NHAV, Neo Heliopan E1000 - 

(metoxicinamato de isoamila) - NHE1000 e oxibenzona foram utilizados para a confecção de preparações 

técnicas de fotoprotetores contendo 1x106 céls mL-1 e concentrações de 0%, 2%, 4%, 6%, 8% e 10% dos 

ingredientes ativos. As preparações foram elaboradas em ADE para os fotoprotetores hidrofílicos e em 

Triton X-100 0,05% para os fotoprotetores hidrofóbicos.  

As preparações foram pulverizadas em lâminas de microscopia, dispostas em placas de Petri e secas em 

câmara de fluxo a temperatura ambiente (24 oC). Em seguida, foram tratadas durante 5 minutos, nas 

mesmas condições anteriores. A dose de radiação aplicada foi de 4.110,0 J m-2 (irradiância 13,7 W m-2). O 

tratamento controle foi mantido nas mesmas condições, protegidos por folha de alumínio. Em seguida, 

adotou-se o mesmo procedimento descrito anteriormente. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os resultados foram submetidos à análise de 

variância (Anova) e regressão linear, quando cabível. O índice de culturabilidade relativa (C%) foi obtido 

pela equação: C%= C0/Cijx100, na qual C0 = colônias no tratamento controle e Cij= colônias nos tratamentos. 

O termo culturabilidade relativa refere-se ao número de colônias obtidos a partir da extração das células 

microbianas das superfícies expostas a UV-B em comparação a um tratamento não exposto para cada 

composto e dose. 

Resultados e Discussão 

De modo geral, os isolados apresentaram alta suscetibilidade à radiação UV nas condições 

experimentais empregadas. Na Figura 1, verifica-se que, em ambos os casos, na primeira dose de 

radiação aplicada (2.050,0 mJ.cm-2) a taxa de culturabilidade ficou inferior a 50% e que na dose de 4.110 

mJ.cm-2, a culturabilidade dos isolados, ou seja, o número de células viáveis em relação ao tratamento 

controle, foi próximo a zero. Estes agentes de controle foram selecionados quanto à eficiência de 

controle de podridões pós-colheita em uva e manga e a suscetibilidade à UV-B pode ser explicada pelo 

fato de ambas serem oriundas do endocarpo de bagas de uva. 

A elevada suscetibilidade dos isolados a UV-B pode reduzir sua eficiência após a sua aplicação em 

condições de campo, mesmo considerando-se a colonização de nichos existentes na epiderme dos 

frutos. Assim, a formulação dos ACB's requer a inclusão de compostos fotoprotetores que permitam sua 

sobrevivência até o acionamento de mecanismos de reparo e sobrevivência.  

As preparações técnicas utilizadas apresentaram efeito dependente dos isolados e dos produtos aplicados. 

Para o isolado L7K, não se verificou efeito fotoprotetor dos polímeros orgânicos amido, caseína e dextrina, 

enquanto a oxibenzona e os derivados de metoxicinamato (NH-EV e NH E1000) apresentaram efeito 

dependente da dose e com aumento linear da proteção (Figura 2a). Contudo, a dose mínima necessária 

para manutenção de 50% da culturabilidade (DM50) é elevada: 5,29%, 6,85% e 7,74% (m/v) para 

oxibenzona, NH-EV e NH E1000, respectivamente (Tabela 1); aumentando o custo final da aplicação dos 

agentes de controle.  
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Figura 1. Culturabilidade relativa dos isolados de levedura desafiados à doses crescentes de energia aplicada por uma lâmpada UV-

B com pico de emissão UV na faixa 340nm-420nm. 

 

 

Figura 2. Culturabilidade relativa dos isolados L7K (a) e L10 (b) após a aplicação em superfície esterilizada e submetida a uma dose 

de 4.110 mJ cm
-2

.  

Para o isolado L10, a adição de doses crescentes de oxibenzona à preparação técnica não obteve resultado 

significativo (P> 0,05). A adição de caseína, amido e NH-E100 apresentaram efeito linear quadrático e 

significativo, embora a caseína tenha apresentado o coeficiente angular negativo, indicando que o efeito só 

foi observado a partir de doses mais altas do composto (Figura 2b). Dextrina e NH-AV apresentaram efeito 

linear de primeira ordem significativo, não alcançando o máximo de proteção no intervalo estudado. Para 

esse isolado, amido e NH-E100 apresentaram DM50 de 1,87% e 1,55% (m/v), respectivamente. 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam elevada suscetibilidade dos isolados à radiação UV e, 

portanto, a necessidade de garantir alguma proteção às células microbianas após sua aplicação, permitindo 

A B 
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a colonização inicial dos sítios na superfície de folhas, flores e frutos. No entanto, como indicado por 

Burgess et al. (1998) e Edgington et al. (2000), a proteção dos agentes de controle e os custos da 

formulação final devem ser considerados de forma a permitir a competição com os produtos 

convencionais. Assim, considerando-se os custos para a aplicação na calda de pulverização, as 

concentrações da DM50 dos produtos selecionados para L7K foram muito elevadas, enquanto as doses de 

inferiores a 2% (m/v) de NH-E1000 e amido são economicamente viáveis para L10. 

Tabela 1. Equações de regressão linear obtidas pelo método dos mínimos quadrados para as doses de 

fotoprotetores utilizados em preparação técnica, seguido da dose mínima para obtenção de 50% da 

culturabilidade relativa. 

Fotoprotetor Equação R
2a

 DM50
b
 

 L7K 

NHE 1000 ŷ = 7,4471x+10,581 0,72 5,29 

NHAV ŷ = 5,54x+12,133 0,67 6,85 

Oxibenzona ŷ = 5,6814x + 5,9762 0,69 7,74 

 L10 

Amido ŷ = -1,3229x
2
 + 21,722x + 14,036 0,89 1,87 

Caseína ŷ = 1,096x
2
 - 3,6461x + 5,208 0,73 8,27 

Dextrina ŷ = 8,5959x + 5,4674 0,63 5,18 

NH-AV ŷ = 4,159x + 16,117 0,72 8,16 

NH-E1000 ŷ = -1,822x
2
 + 24,978x + 15,672 0,68 1,55 

Oxibenzona -            NS               -
 

a Coeficiente de determinação para a equação de regressão. b Dose mínima para alcançar 50% da culturabilidade relativa (% m/v). 

 

Conclusões 

Os isolados L7K e L10 apresentaram elevada suscetibilidade à radiação UV-B, com baixa recuperação de 

células viáveis, mesmo nas doses mais baixas de radiação. 

NH-E1000 e amido em doses inferiores a 2% m/v apresentaram a melhor proteção contra a radiação UV-B, 

permitindo a recuperação de células viáveis maior que 50%. 
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