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FORMULAÇÃO DE Aureobasidium pullulans PARA CONTROLE DE 

DOENÇAS DE PÓS-COLHEITA EM FRUTOS CÍTRICOS 

 

RESUMO  

O Brasil é um dos maiores produtores de citros, tanto para o consumo in 

natura como na forma industrializada de sucos concentrados. No entanto, o setor 

citrícola sofre com as doenças que ocorrem na fase de pós-colheita, as quais 

são iniciadas no campo e se desenvolvem durante o beneficiamento dos frutos 

em packing houses. A podridão azeda (Geotrichum citri-aurantii) e o bolor verde 

(Penicillium digitatum) se destacam, em termos de importância econômica, 

dentre as doenças que ocorrem na pós-colheita de citros, as quais são 

responsáveis pela diminuição da qualidade e quantidade de frutos. A utilização 

de microrganismos antagônicos no desenvolvimento de formulações e o 

aumento do número de pesquisas na área podem contribuir para a utilização de 

uma alternativa ao uso de fungicidas sintéticos. O processo de formulação deve 

atingir, principalmente, quatro objetivos básicos: i) estabilizar o antagonista 

durante a produção, distribuição e armazenamento do bioproduto; ii) facilitar o 

manuseio e aplicação pelo agricultor; iii) proteger o agente de fatores ambientais 

nocivos e, finalmente, iv) manter a atividade do organismo no local de uso. 

Trabalhos desenvolvidos no Laboratório de Fitopatologia e Controle Biológico do 

Centro Avançado de Pesquisa e Desenvolvimento de Citricultura Sylvio 

Moreira/IAC mostraram o potencial da levedura Aureobasidium pullulans–ACBL-

77 no controle destas doenças. Diante deste contexto, este trabalho visou 

investigar uma formulação à base da levedura A. pullulans buscando 

desenvolver uma tecnologia de manejo de controle na fase de pós-colheita, a fim 

de encontrar uma alternativa para o controle dessas doenças. Para tal foram 

avaliados: (i) a viabilidade e a biomassa de A. pullulans-ACBL-77 em diferentes 

meios de cultivo; (ii) a produção de biofilme por A. pullulans nos diferentes meios 

de cultura; (iii) o efeito da molaridade do tampão fosfato de potássio e pH em 

células da levedura; (iv) o melhor agente de preservação da levedura no 

processo de formulação e a vida-de-prateleira do produto; (v) a atividade killer 

de A. pullulans ACBL-77 após formulação; (vi) a detecção e quantificação de 

sideróforos produzidos por A. pullulans-ACBL-77 na formulação; (vii) o efeito das 

formulações à base de A. pullulans na inibição do crescimento micelial de G. citri-
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aurantii e de P. digitatum; (viii) o efeito da formulação à base de A. pullulans na 

germinação de G. citri-aurantii e de P. digitatum; (ix) a eficiência da formulação 

à base de A. pullulans no controle in vivo da podridão azeda e do bolor verde em 

frutos cítricos e, finalmente, (x) verificar o efeito da aplicação do produto 

formulado quanto aos parâmetros de qualidade dos frutos cítricos. Os resultados 

deste estudo mostraram que o produto formulado à base de A. pullulans ACBL-

77 proporcionou a viabilidade da levedura por seis meses de armazenamento a 

4°C, manteve as suas atividades de antagonismo (killer e produção de 

sideróforos) e inibiu a germinação dos conídios dos fitopatógenos. Além disso, o 

bioproduto independente da concentração testada, controlou, preventiva e 

curativamente, a podridão azeda em frutos de lima ácida Tahiti e de laranja Pêra. 

No entanto, para o bolor verde o produto formulado controlou de forma 

preventiva a doença em os frutos de laranja Pêra e, a sua eficiência de controle 

foi maior quando os frutos foram armazenados em câmara fria (10°C). O produto 

formulado não afetou os parâmetros de qualidade dos frutos cítricos. Com base 

nesses resultados, a formulação à base da levedura tem grandes possibilidades 

de ser comercializada para o biocontrole na pós-colheita de citros. 

 

Palavras-chave: Controle biológico, levedura killer, Geotrichum citri-aurantii, 

Penicillium digitatum,  
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FORMULATION OF Aureobasidium pullulans FOR POSTHARVEST 

DISEASE CONTROL IN CITRUS FRUITS 

ABSTRACT 

Brazil is one of the largest citrus producers, both for fresh consumption 

and in the industrialized form of concentrated juices. However, the citrus industry 

suffers from diseases that occur in the post-harvest phase, which start in the field 

and develop during fruit processing in packing houses. The Sour rot (Geotrichum 

citri-aurantii) and the green mold (Penicillium digitatum) stand out, in terms of 

economic importance, among the diseases that occur in the postharvest of citrus, 

they are responsible for the decrease in the quality and quantity of fruits. The use 

of antagonistic microorganisms in the development of formulations and the 

increase in the number of researches in this area can contribute to the use of an 

alternative to synthetic fungicides. The formulation process must achieve, mainly, 

four basic objectives: i) stabilize the antagonist during production, distribution and 

storage of the bioproduct; ii) facilitate handling and application by the farmer; iii) 

protect the agent from harmful environmental factors and, finally, iv) maintain the 

activity of the organism at the place of use. Works developed at the Laboratory 

of Phytopathology and Biological Control of the Advanced Center for Research 

and Development of Citriculture Sylvio Moreira/IAC showed the potential of the 

yeast Aureobasidium pullulans–ACBL-77 to control these diseases. The present 

study aimed to develop a formulation based on the yeast A. pullulans ACBL-77 

as an alternative control. To this end, the following were evaluated: (i) the viability 

and biomass of A. pullulans-ACBL-77 in different culture media; (ii) biofilm 

production by A. pullulans in different culture media; (iii) the effect of potassium 

phosphate buffer molarity and pH on yeast cells; (iv) the best yeast preservation 

agent in the formulation process and product shelf life; (v) the killer activity of A. 

pullulans ACBL-77 after formulation; (vi) detection and quantification of 

siderophores produced by A. pullulans-ACBL-77 in the formulation; (vii) the effect 

of formulations based on A. pullulans in inhibiting the mycelial growth of G. citri-

aurantii and P. digitatum; (viii) the effect of the formulation based on A. pullulans 

on the germination of G. citri-aurantii and P. digitatum; (ix) the efficiency of the 

formulation based on A. pullulans in vivo control of sour rot and green mold in 

citrus fruits and, finally, (x) verify the effect of the application of the formulated 
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product on the quality parameters of citrus fruits. The results of this study showed 

that the product formulated based on A. pullulans ACBL-77 provided yeast 

viability for six months of storage at 4°C, maintained its antagonism activities 

(killer and siderophore production), and affected the conidial germination of the 

phytopathogens. Furthermore, the bioproduct, regardless of the concentration 

tested, controlled, preventively and curatively, the sour rot in Tahiti lime and Pêra 

orange fruits. However, for green mold, the formulated product preventively 

controlled the disease in Pêra orange fruits, and its control efficiency was greater 

when the fruits were stored in a cold chamber (10 oC). The formulated product 

did not affect the quality parameters of the citrus fruits. Based on these results, 

the yeast-based formulation has great possibilities of being commercialized for 

the biocontrol of citrus post-harvest. 

Keywords: Biological control, killer yeast, Geotrichum citri-aurantii, Penicillium 

digitatum. 
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1. INTRODUÇÃO

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja doce, seguido da China, 

União Europeia e Estados Unidos (Feitoza e Gasparotto, 2020). Considerando a 

importância econômica da citricultura para o país, este setor apresenta inúmeros 

problemas fitossanitários que limitam sua produção, dentre tais problemas, 

destacam-se as doenças de pós-colheita, como por exemplo a podridão azeda 

(Geotrichum citri-aurantii Ferraris) e o bolor verde (Penicillium digitatum Sacc) 

(Kupper et al., 2016). 

A penetração do patógeno nos frutos se dá por ferimentos ocasionados 

durante o manuseio, transporte e armazenamento e, a sua colonização no sítio 

de infecção se dá pela liberação de enzimas que irão atuar na decomposição de 

substâncias mais complexas do fruto, tornando-as assimiláveis para o fungo, 

acarretando na podridão do mesmo (Spadaro e Droby, 2016; Bazioli et al., 2019). 

O fungicida Imazalil (IMZ) é o mais efetivo no controle do bolor verde, no entanto, 

o uso indiscriminado e excessivo pode deixar resíduo do produto nos frutos, além

de contribuir para a proliferação de linhagens resistentes do patógeno ao 

princípio ativo (Ismail e Zhang, 2004), além de seu uso não ser eficaz para o 

controle de G. citri-aurantii, fungo este que não apresenta um produto registrado 

para uso no Brasil (Liu et al., 2009). Diante deste contexto, busca-se métodos 

alternativos que potencializam, sozinhos ou, em combinação, o controle de 

doenças na pós-colheita de citros (Droby et al., 2009; Moura et al., 2019). 

A utilização de microrganismos no controle de patógenos de plantas tem 

sido considerada a mais natural e, eventualmente, a mais aceita na substituição, 

parcial ou total, ao uso do tratamento químico (Moretto et al., 2014). Dentre os 

agentes de biocontrole, as leveduras são potencialmente mais efetivas, pois são 

fenotipicamente mais adaptadas a esses nichos, além de serem hábeis na 

colonização e na competição por espaço e nutrientes (Filonow, 1998; Liu et al., 

2013), apresentado resultados promissores no controle de doenças de pós-

colheita (Spadaro e Droby, 2016).  

Dentre as espécies de levedura, Aureobasidium pullulans De Bary 

(Arnaud), particularmente, o isolado ACBL-77, alvo de estudo deste trabalho, 
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mostrou ser efetivo no controle da podridão azeda (G. citri-aurantii) de citros 

(Ferraz et al., 2016; Klein e Kupper, 2018). 

Segundo relatos de literatura, A. pullulans vem utilizando vários 

mecanismos de ação contra fitopatógenos, como a competição por espaço e 

nutrientes (Bencheqroun et al., 2007); produção de compostos antifúngicos 

voláteis, termoestáveis e livres de células (Adikaram et al., 2002; Di Francesco 

et al., 2015); produção de enzimas hidrolíticas (Zhang et al., 2010; Ferraz et al., 

2016; Moura et al., 2021); produção de proteases (Zhang et al., 2012); produção 

de toxina killer (Ferraz et al., 2016; Moura et al., 2021); produção de 

aureobasidina (AbA), que age como antibiótico (Liu et al., 2007); produção de 

sideróforos (Ma et al., 2012), além de atuar como agente indutor do mecanismo 

de defesa da planta (Ippolito et al., 2000).  

O conhecimento dos mecanismos de ação do antagonista é fundamental 

durante o desenvolvimento de um bioproduto, permitindo a possibilidade de 

aumento de viabilidade, potencial de controle, registro para uso comercial e 

elaboração de protocolos adequados de aplicação do produto 

(Chanchaichaovivat et al., 2008; Di Francesco et al., 2016).  

O processo para o desenvolvimento de uma formulação é complexo e 

devem ser observados aspectos como, o tipo e as características do propágulo 

utilizado como ingrediente ativo; as condições de fermentação; as características 

químicas e físicas dos inertes; a compatibilidade dos componentes da 

formulação ao microrganismo; a estabilidade do ingrediente ativo no 

armazenamento; o efeito no desempenho ou, atividade do formulado; entre 

outros. Tais conhecimentos são indispensáveis para o sucesso da formulação 

no campo (Morandi e Bettiol, 2009). 

Muitos produtos à base de leveduras já são comercializados, como 

Shemer®, produto a base de Metschnikowia fructicola, registrado em Israel e, 

comercialmente usado para doenças pós-colheita de batata-doce, uva, morango, 

pimenta e cenoura (Kurtzman e Droby, 2001; Droby et al., 2009). Na Bélgica foi 

registrado o bioproduto Nexy® (Candida oleophila) desenvolvido pela empresa 

Bionext, tem sido utilizado comercialmente para controle de doenças de pós-

colheita em maçã, banana e citros (Zhang et al., 2020). Duas cepas de A. 

pullulans foram formuladas no mesmo bioproduto, Boni-Protect® registrado na 

Alemanha para controle de patógenos de pós-colheita, sendo eficiente, 



3 

principalmente, para Monilia fructigena, P. expansum e B. cinerea, em maçã 

(Wagner et al., 2013). 

Dada a importância da cultura para o país e a necessidade de controle 

mais eficiente e ambientalmente aceito, este trabalho visou investigar uma 

formulação à base da levedura A. pullulans buscando desenvolver uma 

tecnologia de manejo de controle na fase de pós-colheita, a fim de encontrar uma 

alternativa para o controle da podridão azeda e do bolor verde em frutos cítricos. 

Para tal foram avaliados: (i) a viabilidade e a biomassa de A. pullulans-ACBL-77 

em diferentes meios de cultivo; (ii) a produção de biofilme por A. pullulans nos 

diferentes meios de cultura; (iii) o efeito da molaridade do tampão fosfato de 

potássio e pH em células da levedura; (iv) o melhor agente de preservação da 

levedura no processo de formulação e a vida-de-prateleira do produto; (v) a 

atividade killer de A. pullulans ACBL-77 após formulação; (vi) a detecção e 

quantificação de sideróforos produzidos por A. pullulans-ACBL-77 na 

formulação; (vii) o efeito das formulações à base de A. pullulans na inibição do 

crescimento micelial de Geotrichum citri-aurantii e de Penicillium digitatum; (viii) 

o efeito da formulação à base de A. pullulans na germinação de G. citri-aurantii

e de P. digitatum; (ix) a eficiência da formulação à base de A. pullulans no 

controle in vivo da podridão azeda e do bolor verde em frutos cítricos e, 

finalmente, (x) verificar o efeito da aplicação do produto formulado quanto aos 

parâmetros de qualidade dos frutos cítricos. 
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6. CONCLUSÕES

a) O meio líquido à base de YEPD favoreceu as produções de células, de

biomassa e de biofilme de A. pullulans- ACBL-77; 

b) A formulação à base de Glicerol (20%) + Goma Xantana (5g/L) + células

da levedura (1x108células/ml) proporcionou um período mais longo de 

sobrevivência da levedura e foi capaz de manter as suas atividades de 

antagonismo avaliadas (killer e produção de sideróforos): 

c) A temperatura de 4°C proporcionou maior vida-de-prateleira do formulado;

d) O formulado à base de A. pullulans- ACBL-77 afetou o tamanho da colônia

de G. citri-aurantii, e, a germinação de conídios de G. citri-aurantii e de P. 

digitatum; 

e) Células da levedura ACBL-77 e o produto formulado, independente da

concentração testada controlaram, preventiva e curativamente, a podridão azeda 

em frutos de lima ácida Tahiti e de laranja Pêra; 

f) Aplicações preventivas de células de levedura ACBL-77 foram mais

eficientes no controle do bolor verde, em frutos de lima ácida Tahiti, do que o 

produto formulado à base do microrganismo; 

g) Para frutos de laranja Pêra, as células da levedura e o produto formulado

controlaram de forma preventiva o bolor verde e, a eficiência de controle foi maior 

quando os frutos foram armazenados em câmara fria; 

h) Em frutos de tangor Murcott, aplicações preventivas de células de

levedura ACBL-77 foram mais eficientes no controle da podridão azeda e do 

bolor verde; 

i) O produto formulado, independente das concentrações avaliadas, não

afetaram os parâmetros de qualidade dos frutos de lima ácida Tahiti, laranja Pêra 

e tangor Murcott. 
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