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RESUMO

As lipases microbianas constituem um grupo de enzimas largamente utilizado industrialmente e
de grande interesse biotecnologico devido a versatilidade de suas propriedades e facil produgcdo
de biomassa. Por sua especificidade, sdo muito atrativas para aplicagoes industriais na obtengcdo
de produtos de alto valor agregado. Nesse contexto, o seguinte trabalho avaliou a influéncia do
PH sobre a produgdo enzimatica e crescimento celular de Acinetobacter calcoaceticus, isolado de
efluente lipidico na regido de Londrina. Foram testados cinco diferentes pHs, variando de 6,0 a
10,0. A maior producdo enzimdtica (1159 U/mL) e a melhor biomassa (9,17 g/L) foram
observadas no pH 7,0. O microrganismo mostrou bom crescimento nos diferentes pHs, o que
colabora com a utilizagdo desse microrganismo em diferentes condi¢oes de cultivo e em
aplicagoes industriais.
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INTRODUCAO

A ampla gama de reagOes catalisadas confere as lipases um grande potencial
biotecnoldgico'. Possuem aplicacdo na indUstria farmacéutica, quimica, alimenticia, médica,
oleoquimica, na producdo de polimeros biodegradaveis, biodegradagao de petroleo, producao de
biodiesel, biorremediacdo e no tratamento de residuos e esgotos’.

As lipases provenientes de microrganismos sao as mais utilizadas industrialmente por
serem a maioria extracelular, facilmente isoladas, e geralmente mais estaveis e diversificadas
que as de outras fontes’. Além disso, possuem disponibilidade comercial, versatilidade
catalitica, baixo custo, ndo requerem cofatores, atuam em faixa de pH e temperatura bastante
amplas”.

Podem ser produzidas por processos fermentativos submersos, e sua producdao é
influenciada por fatores nutricionais e fisico-quimicos, como temperatura, pH, fontes de
nitrogénio e carbono, presenca de indutores lipidicos, sais inorganicos, agitacao e concentracao
de oxigénio dissolvido®. Sendo assim, esse trabalho objetivou avaliar a influéncia do pH sobre a
producdo enzimatica e crescimento celular de Acinetobacter calcoaceticus, isolado de efluente
lipidico na regiao de Londrina.

MATERIAL E METODOS
Meio de preservacao e pré-cultivo: o microrganismo foi preservado em meio de cultura
Dyg’s® sdlido a 4°C, e para o pré-cultivo foi utilizado o mesmo meio, porém liquido.
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Meio de fermentacdo: para as fermentacdes utilizou-se Meio Minimo modificado (NaNOs 4,0
g/L; KH,PO,4 1,5g/L; FeCl; 0,05g/L; MgSO, 0,2g/L; CaCl, 0,01g/L; Na,HPO, 0,5g/L; extrato de
levedura 5g/L; d6leo de milho 1% (v/v) e Tween 80 2,5 mL/L).

Atividade enzimatica e crescimento celular em diferentes pHs, por Acinetobacter
calcoaceticus: Para avaliar a influéncia do pH na producao de lipase e biomassa, foram
realizados cultivos variando o pH em 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e 10,0. O pré-cultivo foi incubado a 28°C
durante 24 horas, a 200 rpm em pH 6,0. O indculo foi padronizado em 0,2 g/L de células e
inoculado em Erlenmeyers de 125 mL contendo 25mL de meio de fermentacdo. Os frascos
foram incubados a 28°C, a 200 rpm, variando o pH nos pontos descritos anteriormente. O
experimento foi feito em triplicata. Os cultivos foram interrompidos por centrifugacao (9000 rpm
10 minutos, a 4°C) e aliquotas de 1mL do sobrenadante de cada experimento foi utilizado para
para as quantificacdes. A atividade de lipase foi pelo método do pPNPP’ e a biomassa foi
ressuspendida em 1mL de solugdo salina 0,9% (m/v) e determinada a A=620 nm,
correlacionando a uma curva de calibragdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A influéncia do pH na produgdo da lipase e crescimento celular de A. calcoaceticus foi
avaliada e estd representada na Figura 1. A maior producao enzimatica (115,9 U/mL) foi
observada no pH 7,0. O mesmo pH foi encontrado nos estudos de Barbaro®, e muito préximos
de Mahler®, que encontrou 6,8. Geralmente, bactérias preferem pH por volta de 7,0 para seu
crescimento e producdo de lipase, como comprovado no género Bacillus sp.° e no género
Acinetobacter sp ®. No entanto, em muitos casos 0 maximo da atividade é observada em pHs
mais elevados, maiores que 7,0™. Nesse trabalho foi no pH 8,0 foi a maior atividade atingindo
80,3 U/mL, aumentando e diminuindo os pHs as atividade cairam sendo em pH 6,0 de 35,89
U/mL, e em 9,0 a atividade caiu para 11,79 U/mL. Isso mostra que em valores abaixo de 7,0 ou
acima de 8,0 a atividade é reduzida drasticamente (Figura 1).

Figura 1. Efeito do pH sobre a producao de lipase e crescimento celular de Acinetobacter
calcoaceticus.
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O efeito do pH no crescimento celular de A. calcoaceticus foi avaliado , e a melhor
biomassa observada foi de 9,17 g/L no pH 7,0, acompanhando o mesmo resultado encontrado
com a atividade. Porém a reducao e o aumento do pH ndo reduzem drasticamente o
crescimento celular, concluindo que este micro-organismo tem um bom crescimento em
diferentes pHs.

CONCLUSOES
Apesar de ter apresentado maior crescimento em pH 7,0, A. calcoaceticus apresentou
bom crescimento celular em todos pHs avaliados, o que colabora com a producao desse
microrganismo em diferentes condicdes de cultivo, em ampla faixa de pH. S3o necessarios
estudos para otimizagao da producdo, mas a lipase ja mostra grande potencial para aplicagdes
industriais.
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