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Attalea speciosa Mart ex. Spreng é uma palmeira oleaginosa pertencente à família 

Arecaceae e seus frutos possuem 15% do peso total correspondente ao epicarpo; 20% 

ao mesocarpo e 58% ao endocarpo (incluindo as amêndoas), sendo a amêndoa o 

componente mais utilizado. Os frutos representam importantes micro-habitats naturais 

para uma diversidade significativa de espécies de leveduras. O objetivo deste trabalho 

foi isolar e testar as habilidades enzimáticas de linhagens de leveduras associadas as 

amêndoas de Attalea speciosa, e seu possível potencial biotecnológico para utilização 

com fins industriais. Foram realizadas 10 coletas de amostras com 15 amêndoas cada, 

com sete dias de intervalo entre cada uma, em um ecossistema de Mata de Babaçuais. 

Entre 84 linhagens de leveduras. A atividade enzimática foi avaliada e dentre as oitenta 

e quatro linhagens de leveduras testadas quanto a capacidades de hidrolisar a caseína 

em meio protease, 26,04 % apresentaram potencial enzimático em pH ácido, 31,92% 

em pH neutro e 28,56% em pH alcalino, demonstrando potencial enzimático em 

diferentes pHs.Sessenta e duas linhagens produtores de lipases podem ter uso potencial 

para testes de emprego comercial de lipases microbianas. Já a atividade celulolítica foi 

mais limitada, apenas dezenove linhagens se mostraram degradadoras de celulose 

microcristalina. 
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Occurrence and biotechnological potential of yeasts associated with almond fruits of Attalea 

Speciosa mart ex Spreng. 

ABSTRACT- Attalea speciosa Mart ex Spreng is a oil palm belonging to the family Arecaceae with fruits 15% of 

the total weight of the fruit correspond to the epicarp; 20% to 58% to the mesocarp and endocarp (including 

almonds), the almonds being its most used component. Fruits are important natural microhabitats for a significant 

diversity of yeast species. The objective of this study was to isolate and test the enzymatic abilities of yeast strains 

associated with almond fruits of Attalea speciosa, and their possible biotechnological potential for industrial 

purposes. Ten collections of 15 almonds for sample were conducted at seven days intervals at an extractivism reserve 

of Mata de Babaçuais ecosystem. Among 84 yeasts isolated, The enzymatic activity was evaluated and among the 

eighty-four strains of yeast tested as the ability to hydrolyze casein among protease, 26.04% had enzymatic potential 

acidic pH, 31.92% at neutral pH and 28.56% in alkaline pH, demonstrating enzyme potential in different pHs.A 

lipase activity was also satisfactory where, sixty-two lipase producing strains may have potential use for commercial 

employment testing microbial lipases. Already cellulolytic activity was more limited, only nineteen lineages showed 

degrading cellulose. 
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INTRODUÇÃO 

O Babaçu (Attalea speciosa Mart ex. 

Spreng), é uma palmeira oleaginosa pertencente à 

família Arecaceae, espécie nativa do Brasil, com 

maior distribuição nos estados do Maranhão, Piauí, 

Tocantins [1]. Pode ocorrer em florestas ou campos 

abertos, sendo, porém mais freqüentemente 

encontrado em áreas antropizadas, após colonizar 

antigas formações desmatadas [2]. Segundo 

Rosenthal [3], das partes que compõem o fruto do 

babaçu, 15% do peso total do fruto correspondem 

ao epicarpo; 20% ao mesocarpo e 58% ao 

endocarpo (incluindo as amêndoas), sendo a 

amêndoa sua componente mais utilizada, pois a 

partir dela se obtém o óleo (rico em ácidos 

láuricos), que apresenta diversos usos, dentre eles a 

fabricação de combustíveis, lubrificantes, sabão, 

sabonete e cosméticos [4]. 

As leveduras são fungos não filamentosos 

que não apresentam corpos de frutificação em seu 

estágio sexual, possuem crescimento vegetativo que 

pode ser por brotamento ou fissão, são unicelulares 

e não apresentam mobilidade, sendo em sua maioria 

saprofíticas e algumas parasitas oportunistas [5, 6]. 

Dentre todos os órgãos dos vegetais em que há 

registro da existência de leveduras, estão inclusos os 

frutos, que apresentam uma diversidade 

microbiológica que não depende somente das 

propriedades físico-químicas de cada espécie, 

estando relacionada também a aspectos ambientais 

da região, tais como temperatura [7], oxigênio e 

disponibilidade de água [8].  

Enzimas, de uma maneira geral podem ser 

obtidas a partir de diversas fontes distintas [9], 

dentre as quais as de origem microbiana se 

destacam por reunirem uma série de vantagens, 

onde os mais citados para a obtenção de enzimas se 

encontram as leveduras e fungos [9], sendo que a 

obtenção de enzimas a partir de leveduras apresenta 

vantagens devido a diversidade de substratos e a 

velocidade de crescimento das mesmas. Sendo 

assim objetivo deste trabalho foi isolar e testar as 

habilidades enzimáticas de linhagens de leveduras 

associadas aos frutos de Attalea speciosa, e seu 

possível potencial biotecnológico para utilização 

com fins industriais. 

MATERIAL E MÉTODOS 

a) Coleta e processamento das amostras 

As coletas foram realizadas em 3 áreas de 

extrativismo do Município de Araguaína, Estado do 

Tocantins. As amêndoas do babaçu foram 

compradas das quebradeiras de coco que atuam na 

região. Foram realizadas 10 coletas, com intervalos 

de 7 dias entre as coletas. Padronizou-se o esforço 

amostral de 15 castanhas por cada coleta com um 

total de 150 castanhas para a realização completa do 

experimento.  

As castanhas foram armazenadas em sacos 

plásticos e levadas ao Laboratório de Microbiologia 

Ambiental e Biotecnologia da Fundação 

Universidade Federais do Tocantins, Campus de 

Palmas para serem processadas.  

As amêndoas de cada coleta foram divididas 

em 3 amostras (5 amêndoas em cada amostra). Para 

se obter as leveduras presentes nas castanhas do 

babaçu, foi utilizada a metodologia de imersão e 

descanso em 100 ml de água destilada com 0,1% de 

Tween a 80%. Foram feitas 3 repetições desta 

solução em cada processamento, e depositadas em 

frascos de vidro tipo erlenmeyer (3 frascos), para 

serem esterilizadas em autoclave a 121º C. Em cada 

erlenmeyer contendo a solução de Tween foram 

depositadas 5 amêndoas que permaneceram nesta 

solução por 30 minutos, realizando movimentos 

circulares a cada 5 minutos para a dissociação das 

leveduras presentes nas amêndoas. Logo após o 

tempo previsto a solução foi diluída em água 

peptonada (1:10), que foram semeadas em triplicata 

pela técnica de espalhamento de superfície em meio 

Dicloran Rosa de Bengala (peptona 5,0 g/l, glicose 

10,0 g/l, fosfato de monopotássico 1,0 g/l, sulfato de 

magnésio 0,5 g/l, dicloran 0,002, rosa de bengala, 

Agar 15,0 g/l, pH 5,6 ± 0,2), acrescido de 0,04% de 

Clorofenicol e incubadas em B.O.D a 25C por 7 

dias. Durante o período de incubação as colônias de 

leveduras que apresentavam crescimento, foram 

contadas, descritas e isoladas em YMA (ágar 2,0%, 

extrato de levedura 0,3%, peptona 0,5%, glicose 

1,0%, extrato de malte 0,3%) adicionado de 

cloranfenicol 0,04%. A descrição das colônias 

baseou-se nas características morfológicas que 

apresentaram, como: elevação, tamanho, formato 

das bordas, cor e aspecto [10], e registradas com os 

dados de procedência (ambiente e data de coleta). 

As colônias puras foram armazenadas 

seguindo as recomendações de criopreservação 

propostas por Kirsop e Kurtzman [12], sendo 

repicadas em meio líquido GYMP (glicose 2%, 

extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1% e 

fosfato monobásico de sódio 0,2%) em tubos de 

vidro, e incubadas a 28°C por 24 horas. Ao decorrer 

o tempo de incubação, os isolados que apresentaram 

turvação no meio de cultura foram depositados em 

tubos criogênicos acrescidos de 20% de glicerol 

puro, para em seguida serem armazenados em 
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freezer a –80° C e mantidos congelados até a 

realização dos testes de produção de enzimas e 

identificação molecular. 

b) Identificação molecular (extração de DNA e 

PCR) 

A extração do material genético foi realizada 

de acordo com o descrito por Querol et al. [13], com 

adaptações, utilizando-se de colônias puras e de 

crescimento recente (no máximo 48h). Foi re-

suspendida uma alçada de cada colônia em 100 μL 

de tampão de lise (Tris-HCl 0,05M, EDTA 0,005M, 

NaCl 0,1M e SDS 1%) em tubos do tipo eppendorf 

de 1,5 ml. Em seguida foram incubadas em banho-

maria a 65°C por 30 minutos. Ao fim do tempo de 

incubação, adicionou-se 200 μL de clorofórmio 

álcool isoamílico (24:1), homogeneizando por 

inversão (20 vezes). As amostras foram 

centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos. 

Retirou-se o sobrenadante de cada amostra, 

transferindo-o para outro tubo eppendorf estéril.  

Em seguida adicionou-se isopropanol (v/v) e os 

tubos foram deixados em repouso por 15 minutos. 

Após o período de repouso os tubos foram levados 

novamente para a centrífuga por mais 10 minutos a 

14.000 rpm e em seguida descartou-se o 

sobrenadante por inversão. Na sequência, 

adicionou-se aos tubos 200 μL de etanol 70% 

gelado e novamente as amostras foram levadas para 

a centrífuga por 10 minutos a 14.000 rpm, e o 

sobrenadante descartado por inversão. 

Os tubos foram deixados abertos e cobertos 

com papel alumínio overnight em temperatura 

ambiente para possibilitar total evaporação do 

álcool. No dia seguinte o DNA foi re-suspendido 

em 50 μL de TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 0,1 mM, 

pH 8) para ser hidratado e estocado em freezer a – 

20ºC. 

Para o agrupamento por PCR fingerprinting 

utilizou-se o iniciador específico EI1, segundo o 

protocolo descrito por De Barros et al. [14], e 

eletroforese em gel de agarose 1,5%.  

Utilizou-se 5μL de tampão de PCR 10X, 1,5 

μL de MgCl2 a 25mM, 1,0 μL de dNTP 10 mM 

cada, 2,0 μL do iniciador EI1 a 10 pmol, 0,2 μL de 

Taq DNA polimerase a 5 u/μL, 1 μL de DNA 100-

300 ng/μL com volume final complementado com 

água ultrapura para 25 μL. Realizou-se as reações 

de cadeia utilizando-se de aparelho de 

termociclador para a desnaturação das fitas de DNA  

a 94ºC durante 1 minuto, o anelamento a 45ºC por 2 

minutos e a extensão da fita a 74ºC por 1,5 minuto, 

com um total de 33 ciclos, em que a desnaturação 

inicial ocorreu a 94ºC por 3 minutos e a extensão 

final de 74ºC durante 5 minutos. A revelação da 

amplificação foi realizada por eletroforese em gel 

de agarose e 1,5% de tampão Tris-Borato-EDTA 

0,5% (TBE- 54 g de Tris Base, 27,5 g de ácido 

bórico, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0), em cuba 

de eletroforese a 80 V por uma hora e meia. Foi 

utilizada solução de Gelred no processo de 

coloração DNA e suas bandas para que este pudesse 

ser visível a luz ultravioleta por meio de um sistema 

de captação de imagem. 

Para a realização do seqüenciamento, 

utilizou-se os iniciadores NL-1 e NL-4 da região 

D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA e 

eletroforese em gel de agarose a 1%: Para a reação 

de PCR foi utilizado 5 μL de tampão 10X, 3,0 μL 

de MgCl2 a 25 mM, 2 μL de dNTP 10 mM, 1 μL do 

iniciador NL1 10 pmol, 1 μL do iniciador NL4 10 

pmol, 0,2 μL de taq DNA polimerase a 5,0 u/μL e 1 

μL de DNA a 100-300 ng/μL, completando o 

volume final de 50 μL com água ultrapura. A reação 

ocorreu em termocicladorsob desnaturação inicial a 

95°C por 2 minutos, 35 ciclos de desnaturação a 

95°C por 15 segundos, o 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 resultado da reação foi revelado em eletroforese 

de gel de agarose 1,0% em tampão TBE 0,5% a 120 

V durante 20 minutos e visualizado sob luz 

ultravioleta. 

c) Sequenciamento das Amostras 

As amostras foram enviadas para 

seqüenciamento no Laboratório de Ecologia, 

Taxonomia e Biotecnologia de Fungos da UFMG. 

Após o seqüenciamento os resultados foram 

comparados com as seqüências já existentes no 

GenBank utilizando-se do programa BLASTn, 

disponível no site www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/,  

d) Caracterização do potencial de produção de 

enzimas hidrolíticas 

O teste para a produção das enzimas 

hidroliticas extracelulares foram realizados em 

placas de petri com meio de cultura mineral 

especifico (YNB, DIFCO). Foram realizados testes 

para as enzimas amilase, celulase, xilanase, lípase, 

protease e pectinases. O inoculo das leveduras 

tiveram suas concentrações da suspensão 

padronizadas mediada pela escala de Mac Farland 

nº 1, com densidade ótica a 530nm, correspondente 

a presença de 3 x 108 UFC/mL para leveduras. O 

cálculo da atividade enzimática foi semi-

quantitativo utilizando o índice enzimático (IE) 

baseado no diâmetro médio do halo de degradação e 

o diâmetro médio da colônia. 
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e) Atividade lipolítica  

A produção de lipases foi realizada por meio 

do ensaio de formação de halos de hidrólise em 

meio sólido suplementado com óleo de oliva. Após 

120 horas de incubação a 25ºC, a atividade lipolítica 

foi estimada pela razão entre o diâmetro do halo de 

hidrólise. As leveduras que apresentaram atividade 

lipolítica nos ensaios em meio sólido foram 

repicadas em meio YNB líquido acrescido de 2% de 

óleo de oliva por 72 horas sob agitação a 28oC. 

Após centrifugação, o sobrenadante foi armazenado 

a 4ºC até o momento da determinação de proteínas 

totais seguindo as recomendações de Bradford 

(1976), e da atividade lipolítica baseada na hidrólise 

do éster p-nitrofenilpalmitato (pNPP) em p-

nitrofenol (pNP) e ácido palmítico [15]. Os testes 

foram executados em placas com 96 poços e 10 μl 

de amostra adicionados de 90 μl de uma solução 

contendo 3 mg de substrato (pNP) dissolvido em 1 

mL de isopropanol misturado a 9 mL de 50mM 

Tris-HCl pH 8,0 contendo 40 mg de Triton X-100 e 

10 mg de goma arábica. As placas foram incubadas 

em leitor de Elisa a 37ºC, e submetidas à leitura de 

absorvância a 410 nm.  

f) Atividade proteolítica 

A metodologia para a determinação do 

potencial enzimático das leveduras seguiu as 

recomendações Ahearn et al. [15], que consiste em 

medir o halo de hidrólise da caseína em meio 

protease. As leveduras foram repicadas em Agar 

Sabouraud e incubadas em B.O.D a 25 ºC entre 24 a 

48 horas. Após o crescimento foram inoculadas em 

placas de Petri (5 leveduras por placas), em meio 

protease ajustando o pH para 4.0, 7.0, 9.0 e 

incubada a 25ºC por até 72 horas. Após o 

crescimento foi realizado teste de hidrólise da 

caseína adicionando HCl 1N. Aquelas que 

formaram halo de hidrólise em torno da colônia 

foram consideradas proteolíticas. 

g) Carboximetilcelulase e xilanase 

A produção de carboximetilcelulase 

(CMcase) e xilanase foi realizada em meio 

contendo 1% de CMcase e xilana, respectivamente, 

como fonte de carbono. Após incubação, a 

capacidade carboximetilcelulolítica foi indicada por 

meio da técnica de coloração com vermelho Congo 

que de acordo com Teather & Wood [16], este 

corante pode interagir com uma grande quantidade 

de polissacarídeos, viabilizando assim, a 

visualização do halo de degradação. Por sua vez, a 

produção de xilanase foi identificada com base na 

presença de halos claros em torno das colônias, que 

foram medidos com auxílio de paquímetro digital.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

a) Potencial para a produção das enzimas 

protease, lipase, (CMcase) e xilanase a partir das 

linhagens isoladas. 

Segundo Leite et al. [17] (2008), a 

necessidade de testar enzimas brutas representa 

grande aplicação biológica uma vez que a utilização 

de enzimas puras pode ser inviável. Para se verificar 

a produção de proteases, lipase e celulase 

(CMcase), as placas foram avaliadas quanto a 

produção de halos, pois as colônias que crescem de 

maneira isolada, apresentam halos que podem ser 

dimensionados através do Índice Enzimático de 

Atividade (IAE). Para a atividade proteolítica, 

foram realizados os testes em diferentes pH dos 84 

isolados testados. Em meio ácido (pH 4,0), 31 

isolados apresentaram resultados positivos nos 

testes (formação de halo) de 0,15 a 0,60 mm. Em 

meio neutro (pH 7,0), 38 isolados apresentaram 

formação de halo de 0,29 a 0,54. Em meio básico 

(pH 9,0), apenas 21 isolados apresentaram 

resultados positivos, sendo que os halos se 

mantiveram entre 0,13 a 0,56 mm (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados de atividade proteolítica das leveduras, crescimento em meio protease em diferentes 

pH à temperatura 25 ºC / 72 horas. 

Código Identificação 
pH 

4,00 7,00 9,00 

PB 001 * - + - 

PB 002 * - - - 

PB 003 * - + 
 

PB 004 * + + - 

PB 006 * - + - 

PB 008 * - - - 

PB 012 * - - + 

PB 013 * - + + 

PB 015 * - + + 

“Continua” 
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Tabela 1. “Continua” 

Código Identificação 
pH 

4,00 7,00 9,00 

PB 017 * - + - 

PB 018 * + + - 

PB 019 * - - - 

PB 020 Pichia guilliermondii - + + 

PB 021 Candida bombicola - + + 

PB 022 Candida bombicola - + + 

PB 023 Candida parapsilosis - + + 

PB 024 Cryptococcus buthanensis 
   

PB 025 Candida bombicola - - - 

PB 026 Pichia guilliermondii - - - 

PB 027 Candida parapsilosis - - - 

PB 028 Pichia guilliermondii - + - 

PB 029 Metschnikowia reukaufii - - - 

PB 030 Candida bombicola - - - 

PB 031 Cryptococcus buthanensis + + - 

PB 032 Pichia kluyveri + - - 

PB 033 Pichia guilliermondii + + - 

PB 034 Pichia membraniefaciens + + - 

PB 036 Pichia kluyveri + - - 

PB 037 Pichia kluyveri + + - 

PB 038 Kloeckera apis - + - 

PB 039 Starmerella bombicola - - - 

PB 040 Candida parapsilosis - - - 

PB 041 Metschnikowia reukaufii + - - 

PB 042 Candida gropengiesseri - - - 

PB 043 Candida gropengiesseri - - - 

PB 044 Starmerella bombicola + - + 

PB 045 Candida bombicola + - - 

PB 046 Candida gropengiesseri + + + 

PB 047 Pichia membraniefaciens + - - 

PB 048 Candida parapsilosis + + + 

PB 049 Starmerella bombicola + - + 

PB 050 Metschnikowia reukaufii + + - 

PB 051 Starmerella bombicola + - + 

PB 052 Candida gropengiesseri - - - 

PB 053 Pichia guilliermondii - - - 

PB 054 Candida parapsilosis - - - 

PB 055 Pichia guilliermondii - + - 

PB 057 Aureobasidium pullulans - + + 

PB 060 * + - + 

PB 062 * + - - 

PB 063 * + + - 

PB 065 * + + + 

PB 066 * + + - 

PB 067 * - - - 

PB 068 * + - + 

PB 069 * - - - 

PB 070 * + - - 

PB 071 * - - - 

PB 072 * - + + 

PB 073 * + - - 

PB 074 * - + + 

PB 075 * - + + 

PB 076 * - + + 

PB 077 * - - + 

PB 078 * - + + 

PB 079 * - + + 

“Continua” 
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Tabela 1. “Conclusão” 
Código Identificação 

pH 

4,00 7,00 9,00 

PB 080 * + - - 

PB 081 * + - + 

PB 082 * - - + 

PB 083 * - - + 

PB 084 * + + + 

PB 085 * - - + 

PB 086 * + + + 

PB 088 * - + - 

PB 089 * + - - 

PB 090 * - - - 

PB 091 * - - - 

PB 092 * + + + 

PB 093 * - + + 

PB 094 * - + + 

PB 095 * - - + 

PB 096 * - - - 

PB 097 * - - + 

*Sem identidade por se tratar de isolados agrupados 

Destas, seis linhagens apresentaram atividade 

proteolítica em todos os valores de pH testados; e 

30 linhagens apresentaram atividade proteolítica em 

dois valores de pH. A maioria destas (15 linhagens 

ou 50%) apresentaram atividade em pH neutro ou 

alcalino. Nove linhagens apresentaram atividade em 

pH neutro e ácido, e somente seis linhagens 

apresentaram atividade em pH alcalino e ácido, mas 

não em pH neutro. Apenas 22 linhagens (26,2%) 

não apresentaram atividade proteolítica. 

Para a atividade lipolítica, dos 84 isolados, 62 

(73,8 %) apresentaram formação de halo e índices 

de atividade enzimática entre 0,17 a 0,67 (mm) 

(Tabela 2). Segundo Gonçalves [18], a atividade 

lipásica é detectada quando em meio sólido 

contendo substrato específico, ocorre a formação de 

halo, quando os corantes reagem com os ácidos 

graxos. 

Tabela 2. Resultados de atividade lipolítica das leveduras, após 120 horas de incubação a 25ºC, a atividade 

lipolítica foi estimada pela razão entre o diâmetro do halo de hidrólise. 

Código Identificação DC (mm) DH (mm) IAE 
Atividade 

lipolítica 

PB 001 * 15 38 0,39 + 

PB 002 * - - - - 

PB 003 * 10 34 0,29 + 

PB 004 * 11 39 0,28 + 

PB 006 * 11 42 0,26 + 

PB 008 * - - - - 

PB 012 * - - - - 

PB 013 * - 13 0,54 + 

PB 015 * - - - - 

PB 017 * 15 40 0,38 + 

PB 018 * 30 58 0,52 + 

PB 019 * 13 32 0,4 + 

PB 020 Pichia guilliermondii - - - - 

PB 021 Candida bombicola 9 30 0,3 + 

PB 022 Candida bombicola - - - - 

PB 023 Candida parapsilosis 15 44 0,34 + 

PB 025 Cryptococcus buthanensis 8 27 0,3 + 

PB 026 Candida bombicola 10 26 0,38 + 

“Continua” 
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Tabela 2. “Continua” 

Código Identificação DC (mm) DH (mm) IAE 
Atividade 

lipolítica 

PB 027 Pichia guilliermondii - - - - 

PB 028 Candida parapsilosis - - - - 

PB 029 Pichia guilliermondii 8 24 0,33 + 

PB 030 Metschnikowia reukaufii 12 18 0,67 + 

PB 031 Candida bombicola 18 46 0,39 + 

PB 032 Cryptococcus buthanensis 14 40 0,35 + 

PB 033 Pichia kluyveri 13 42 0,31 + 

PB 034 Pichia guilliermondii 13 41 0,32 + 

PB 036 Pichia membraniefaciens - - - - 

PB 037 Pichia kluyveri 24 56 0,43 + 

PB 038 Pichia kluyveri - - - - 

PB 039 Kloeckera apis - - - - 

PB 040 Starmerella bombicola 8 22 0,36 + 

PB 041 Candida parapsilosis 10 40 0,25 + 

PB 042 Metschnikowia reukaufii 19 52 0,37 + 

PB 043 Candida gropengiesseri 5 18 0,28 + 

PB 044 Candida gropengiesseri 15 44 0,34 + 

PB 045 Starmerella bombicola 8 30 0,27 + 

PB 046 Candida bombicola 10 30 0,33 + 

PB 047 Candida gropengiesseri 9 30 0,3 + 

PB 048 Pichia membraniefaciens 12 33 0,36 + 

PB 049 Candida parapsilosis 12 36 0,33 + 

PB 050 Starmerella bombicola 11 34 0,32 + 

PB 051 Metschnikowia reukaufii 12 30 0,4 + 

PB 052 Starmerella bombicola 10 28 0,36 + 

PB 053 Candida gropengiesseri 14 23 0,6 + 

PB 054 Pichia guilliermondii 9 24 0,37 + 

PB 055 Candida parapsilosis 10 20 0,5 + 

PB 056 Pichia guilliermondii 11 21 0,52 + 

PB 057 Aureobasidium pullulans 20 50 0,4 + 

PB 060 * 7 24 0,29 + 

PB 062 * 8 23 0,35 + 

PB 063 * 9 25 0,36 + 

PB 065 * - - - - 

PB 066 * - - - - 

PB 067 * - - - - 

PB 068 * 8 28 0,29 + 

PB 069 * - - - - 

PB 070 * 15 46 0,33 + 

PB 071 * 11 33 0,33 + 

PB 072 * 10 29 0,34 + 

PB 073 * 7 40 0,17 + 

PB 074 * 9 23 0,39 + 

PB 075 * 9 34 0,26 + 

PB 076 * 8 17 0,47 + 

PB 077 * - - - - 

“Continua” 
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Tabela 2. “Conclusão” 

Código Identificação DC (mm) DH (mm) IAE 
Atividade 

lipolítica 

PB 078 * 8 40 0,2 + 

PB 079 * - - - - 

PB 080 * 8 29 0,28 + 

PB 081 * 11 40 0,28 + 

PB 082 * 8 28 0,29 + 

PB 083 * 7 36 0,19 + 

PB 084 * 8 26 0,31 + 

PB 085 * - - - - 

PB 086 * 8 28 0,29 + 

PB 087 * 7 30 0,23 + 

PB 088 * 8 38 0,21 + 

PB 089 * 11 50 0,22 + 

PB 090 * - - - - 

PB 091 * 7 22 0,32 + 

PB 092 * 11 31 0,35 + 

PB 093 * 18 45 0,4 + 

PB 094 * - - - - 

PB 095 * 20 56 0,36 + 

PB 096 * - - - - 

PB 097 * - - - - 

*Sem identidade por se tratar de isolados agrupados 

 

Já para a produção de CMcase, apenas 18 

linhagens formaram halos de degradação, e os 

índices enzimáticos se mantiveram entre 0,21 e 0,58 

(mm) (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Resultados de atividade de CMCase das linhagens de leveduras isoladas de amêndoas de babaçu 

Código Identificação DC (mm) DH (mm) IAE 
Atividade 

CMcase 

PB 001 * - - - - 

PB 002 * - - - - 

PB 003 * - - - - 

PB 004 * - - - - 

PB 006 * - - - - 

PB 008 * - - - - 

PB 012 * - - - - 

PB 013 * - - - - 

PB 015 * - - - - 

PB 017 * - - - - 

PB 018 * - - - - 

PB 019 * - - - - 

PB 020 Pichia guilliermondii - - - - 

PB 021 Candida bombicola - - - - 

PB 022 Candida bombicola - - - - 

PB 023 Candida parapsilosis - - - - 

PB 025 Cryptococcus buthanensis - - - - 

PB 026 Candida bombicola 7 17 0,41 + 

“Continua” 
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Tabela 3. “Continua” 

Código Identificação DC (mm) DH (mm) IAE 
Atividade 

CMcase 

PB 027 Pichia guilliermondii - - - - 

PB 028 Candida parapsilosis - - - - 

PB 029 Pichia guilliermondii - - - - 

PB 030 Metschnikowia reukaufii - - - - 

PB 031 Candida bombicola 5 18 0,28 + 

PB 032 Cryptococcus buthanensis - - - - 

PB 033 Pichia kluyveri 6 13 0,46 + 

PB 034 Pichia guilliermondii 5 17 0,29 + 

PB 036 Pichia membraniefaciens - - - - 

PB 037 Pichia kluyveri - - - - 

PB 038 Pichia kluyveri - - - - 

PB 039 Kloeckera apis - - - - 

PB 040 Starmerella bombicola - - - - 

PB 041 Candida parapsilosis - - - - 

PB 042 Metschnikowia reukaufii - - - - 

PB 043 Candida gropengiesseri - - - - 

PB 044 Candida gropengiesseri - - - - 

PB 045 Starmerella bombicola 8 16 0,5 + 

PB 046 Candida bombicola 6 11 0,55 + 

PB 047 Candida gropengiesseri 6 14 0,43 + 

PB 048 Pichia membraniefaciens 5 17 0,29 + 

PB 049 Candida parapsilosis 4 15 0,27 + 

PB 050 Starmerella bombicola - - - - 

PB 051 Metschnikowia reukaufii 5 10 0,5 + 

PB 052 Starmerella bombicola - - - - 

PB 053 Candida gropengiesseri - - - - 

PB 054 Pichia guilliermondii - - - - 

PB 055 Candida parapsilosis - - - - 

PB 056 Pichia guilliermondii 4 19 0,21 + 

PB 057 Aureobasidium pullulans - - - - 

PB 060 * - - - - 

PB 062 * - - - - 

PB 063 * 7 12 0,58 + 

PB 065 * - - - - 

PB 066 * 6 14 0,43 + 

PB 067 * 6 15 0,4 + 

PB 068 * - - - - 

PB 069 * - - - - 

PB 070 * 6 17 0,35 + 

PB 071 * - - - - 

PB 072 * - - - - 

PB 073 * 4 19 0,21 + 

PB 074 * - - - - 

PB 075 * - - - - 

PB 076 * - - - - 

PB 077 * - - - - 

“Continua” 
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Tabela 3. “Conclusão” 

Código Identificação DC (mm) DH (mm) IAE 
Atividade 

CMcase 

PB 078 * - - - - 

PB 079 * - - - - 

PB 080 * - - - - 

PB 081 * 5 14 0,36 + 

PB 082 * - - - - 

PB 083 * - - - - 

PB 084 * - - - - 

PB 085 * - - - - 

PB 086 * 8 17 0,47 + 

PB 087 * - - - - 

PB 088 * - - - - 

PB 089 * - - - - 

PB 090 * - - - - 

PB 091 * - - - - 

PB 092 * - - - - 

PB 093 * - - - - 

PB 094 * - - - - 

PB 095 * - - - - 

PB 096 * - - - - 

PB 097 * - - - - 

*Sem identidade por se tratar de isolados agrupados 

Não houve produção de xilanase, o que 

configura que os isolados não apresentam boa 

capacidade de hidrolisar compostos lignocelósicos, 

resultados esses que corroboram com os 

encontrados por Motta e Filho [19], que ao analisar 

um total de 349 leveduras selvagens, apenas duas 

linhagens se apresentaram como boas produtoras de 

xilanase (testes realizados em dois meios de cultura 

distintos). Segundo Lealem e Gashe [20], para um 

microrganismo ser considerado um bom produtor de 

enzimas em meio sólido seu índice enzimático (IE), 

tem que ser maior ou igual a 2,0. Os valores 

encontrados neste estudo todos se mantiveram 

abaixo de 2,0, este resultado pode ser atribuído ás 

condições dos testes uma vez que as linhagens 

poderiam apresentar um índice enzimático maior 

em outras condições. 

b) Identidade molecular das espécies de leveduras 

das amêndoas do babaçu 

As linhagens de leveduras isoladas de 

amêndoas de babaçu foram submetidas a 

agrupamento a partir do perfil por PCR 

fingerprinting. De acordo com o agrupamento por 

PCR fingerprinting com o iniciador EI1; os 84 

isolados de leveduras foram agrupados em 38 

grupos (Tabela 4). Estes 38 grupos identificados 

em 8 gêneros e 12 espécies de leveduras.  

Tabela 4. Resultado do sequenciamento das leveduras encontradas nas amêndoas do babaçu e as 

características morfológicas das colônias de cada isolado. 

Código Identificação 
Descrição morfológica 

Cor Borda Elevação Textura 

PB20 Pichia guilliermondii Creme Lisa Achatada Opaca 

PB21 Candida bombicola Branca Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB22 Candida bombicola Branca Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB23 Candida parapsilosis Branca Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB24 Cryptococcus buthanensis Creme Lisa Achatada Brilhante 

PB25 Candida bombicola Branca Lisa Levemente elevada Brilhante 

“Continua” 
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Tabela 4. “Conclusão” 

Código Identificação 
Descrição morfológica 

Cor Borda Elevação Textura 

PB26 Pichia guilliermondii Creme Lisa Levemente elevada Opaca 

PN27 Candida parapsilosis Branca Lisa Achatada Brilhante 

PB28 Pichia guilliermondii Creme Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB29 Metschnikowia reukaufii Creme Lisa Acuminada Opaca 

PB30 Candida bombicola Branca Lisa Levemente elevada Opaca 

PB31 Cryptococcus buthanensis Creme Lisa Achatada Brilhante 

PB32 Pichia kluyveri Creme Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB33 Pichia guilliermondii Branca Lisa Acuminada Brilhante 

PB34 Pichia membraniefaciens Creme Lisa Achatada Opaca 

PB35 Candida bombicola Branca Lisa Levemente elevada Opaca 

PB36 Pichia kluyveri Creme Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB37 Pichia kluyveri Creme Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB38 Kloeckera apis Branca Lisa Achatada Brilhante 

PB39 Starmerella bombicola Creme Rugosa Levemente elevada * 

PB40 Candida parapsilosis Branca Lisa Achatada Brilhante 

PB41 Metschnikowia reukaufii Creme Lisa Achatada Brilhante 

PB42 Candida gropengiesseri Branca Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB43 Candida gropengiesseri Branca Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB44 Starmerella bombicola Creme Rugosa Levemente elevada Opaca 

PB45 Candida bombicola Branca Rugosa Levemente elevada Opaca 

PB46 Candida gropengiesseri Creme Lisa Levemente elevada Brilhante 

PB47 Pichia membraniefaciens Creme Lisa Achatada Opaca 

PB48 Candida parapsilosis Branca Lisa Achatada * 

PB49 Starmerella bombicola Creme Rugosa Levemente elevada Opaca 

PB50 Metschnikowia reukaufii Creme Lisa Achatada Opaca 

PB51 Starmerella bombicola Creme Rugosa Levemente elevada Opaca 

PB52 Candida gropengiesseri Creme Lisa Achatada Opaca 

PB53 Pichia guilliermondii Branca Lisa Levemente elevada Opaca 

PB54 Candida parapsilosis Branca Lisa Achatada Brilhante 

PB55 Pichia guilliermondii Branca Lisa Achatada Opaca 

PB56 Rhodotorula mucilaginosa Vermelha Lisa Aculminada Opaca 

PB57 Aureobasidium pullulans Creme Rugosa Achatada Opaca 

*Características não registradas 

As espécies Pichia guilliermondii e Candida 

bombicola foram as mais frequentes em ocorrência 

nas amêndoas de babaçu, com 6 linhagens cada 

uma; seguidas de Candida parapsilosis com 5 

linhagens; Starmerella bombicola e Candida 

gropengiesseri com 4 linhagens cada; 

Metschnikowia reukaufii e Pichia kluyveri com 3 

linhagens para cada espécie. Cryptococcus 

buthanensis e Pichia membraniefaciens foram 

representadas por dois isolados e Aureobasidium 

pullulans, Rhodotorula mucilaginosa e Kloeckera 

apis foram isolados somente uma vez. 
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As linhagens proteolíticas sequenciadas 

pertecem a 13 espécies, sendo que as espécies 

Candida bombicola, Pichia guilliermondii, P. 

kluyveri e Starmerella bombicola apresentaram 3 

linhagens proteolíticas cada. Metschnikowia 

reukauffi e P. membraniefaciens apresentaram duas 

linhagens proteolíticas. Interessante é notar que a 

atividade proteolítica não é uma característica 

espécie-específica, já que algumas espécies de 

leveduras apresentaram linhagens produtoras e 

outras linhagens não produtoras de proteases. 

Também a atividade lipolítica ocorreu em 

algumas linhagens, mas não todas as linhagens das 

espécies P. guilliermondii, C. bombicola e C. 

parapsilosis, indicando que a atividade lipolítica 

não é espécie-específica em leveduras. 

CONCLUSÃO 

As leveduras isoladas das amêndoas de 

castanha do babaçu da região de Araguaína do 

Tocantins, obtidas a partir das quebradeiras de coco 

da região mostraram potencial para produção de 

enzimas. Uma porcentagem significante de isolados 

conseguiram hidrolisar a caseína em meio protease 

nos diferentes pH testados, até mesmo em meio 

ácido. Estas leveduras também apresentaram ótimos 

resultados com relação a atividade lipolítica pois de 

todas as linhagens testadas a maioria produziram 

lípases. Porém estas leveduras não apresentaram 

bons resultados com relação a atividade celulolítica. 

Apenas algumas linhagens mostraram atividade de 

degradação da celulose.  
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