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Resumo
A quantidade de resíduos gerados pela produção industrial aumentou de forma considerável, dentre esses resíduos tem-se os resíduos de hidrocarbonetos, esses produtos são utilizados em automóveis e não podem ser descartados sem o devido cuidado.  A biorremediação enzimática é um tratamento alternativo para este tipo de resíduo. A lipase é uma enzima que se destaca no tratamento desses tipos de hidrocarbonetos, pois possui facilidade em sua produção, visto que pode utilizar resíduos agroindustriais para sua produção. O objetivo deste trabalho foi a aplicação da enzima lipolítica obtida a partir da fermentação da torta de crambe (Crambe abyssinica hoschst) pelo fungo Penicillium Sumatrense, visando a hidrólise de hidrocarbonetos. Foram aplicadas duas porcentagens de contaminação de 7 e 10%, em 50 mL de água cada amostra tem 3 g de sólido fermentado, com atividade lipolítica de 100 U/gSS. Duas biorremediações foram realizadas sendo que a primeira consiste na agitação durante 60 dias com temperatura igual a 37ºC e a segunda sem agitação com mesma temperatura e duração. Na primeira biorremediação obteve-se 74,13% de hidrólise para a amostra contendo 7% de matéria graxa e 64,94% de hidrólise para a amostra de 10% de matéria graxa. Na biorremediação sem o uso da agitação não constatou-se hidrólise. Sendo assim, observa-se que a biorremediação para este método não é eficaz sem o uso da agitação, percebe-se também que maiores atividades enzimáticas devem ser usadas quando se tem maiores concentrações.
Introdução
Com o crescimento de processamentos industriais, houve um aumento também da quantidade de resíduos gerados, esses resíduos devem ser redestinados para outra produção ou então tratados para só então serem expostos ao meio ambiente. Sendo assim, resíduos gerados por derivados de petróleo são de difícil tratamento, pois são compostos por hidrocarbonetos de cadeia longa que são de difícil dissociação. Resíduos que possuem em sua composição hidrocarbonetos de cadeia longa podem ser tratados com a utilização da biorremediação, que consiste na utilização de enzimas para a hidrólise desse tipo de produto. A lipase é uma enzima bastante utilizada para este tipo de tratamento (Treichel et. al., 2010).
A produção de lipases pode ser realizada por dois tipos básicos de processos fermentativos, fermentação no estado sólido (FES) e fermentação submersa (FS) (Oliveira et al., 2012). Na fermentação em estado sólido (FES) a nutrição dos fungos ocorre através de absorção, secretando assim, enzimas (lipase) e outros metabólitos. Em geral os fungos são adaptáveis a vários substratos (Polonio et. al., 2014).

Uma das vantagens apresentadas pela lipase entre as demais enzimas ocorre devido a sua obtenção. O substrato utilizado para a produção dessa enzima pode ser até mesmo um resíduo agroindústria como as tortas que resultam do processamento industrial.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho visa a produção de lipase, utilizando o fungo Penicillium Sumatrense e torta de crambe (Crambe abyssinica hoschst) como substrato, para aplicação na biorremediação de óleo automotivo.

Material e Métodos

Os estudos da FES foram realizados e otimizados previamente pelo aluno de iniciação científica Leonardo Pedranjo.

As condições ótimas de fermentação otimizadas previamente foram: granulometria do substrato de 1,0 mm, tempo de 96h, 27 0C e atividade 297,5 U.
Ao fim das fermentações foram determinadas as atividades lipolíticas dos sólidos fermentados utilizando o método titulométrico de Franken (2007) com adaptações de Fernandes (2007). O método consiste no preparo de uma emulsão que é utilizada como meio reacional, utiliza-se uma solução tampão fosfato 50 mM, pH 7,0, goma arábica à 10% e óleo de oliva (1,0 mM ou 7,15% m/v), após o preparo da emulsão o pH foi medido e corrigido com NaOH 50 mM. Em erlenmeyers de 125mL, adicionou-se 20 mL de emulsão e 1,0 g de sólido fermentado e realizou-se o ensaio, em seguida as amostras foram incubadas em shaker, com agitação durante 20 min à 37 ºC, para o fim da reação adiciona-se 20 mL de solução álcool/ acetona (1:1). Em seguida, com os ácidos graxos liberados realizou-se a titulação com NaOH (50 mM) até o pH se aproximar de 10, o branco foi preparado da mesma maneira que as demais amostras sendo que este não possuía a solução de esporos utilizada na fermentação.
Uma unidade de atividade lipolítica foi definida como a quantidade de enzima que é liberada em 1 µM de ácido graxo por minuto, sendo assim o resultado é expresso em (U/gSS) (Franken, 2007).

Óleo de motor automobilístico foi utilizado na biorremediação, foram simuladas contaminação de 7 e 10% (m/v), sendo medidas as massas do óleo, pois este possui uma alta viscosidade dificultando o escorrimento optando-se assim pela pesagem do material, foram acrescidos água (50 mL) e o substrato fermentado (3 g, 89 U).
Foram realizadas duas biorremediações em duplicada, mais uma amostra com água o óleo automotivo sem a enzima, sendo considerado o branco.

A primeira biorremediação foi realizada com agitação em um shaker durante 60 dias, a segunda foi realizada sem a agitação com as mesmas durações, ambas as biorremediações foram realizadas a 37ºC.

Para realizar a separação da água e o óleo utilizou-se uma extração múltipla utilizando hexano. Em seguida, as amostras foram colocadas em uma estufa de circulação de ar a 37 ºC objetivando a evaporação do solvente. Ao fim da evaporação do solvente são pesadas as amostras, sendo em seguida calculada a porcentagem de hidrólise.
Resultados e Discussão

A primeira biorremediação foi obtida através de uma média aritmética entre as duplicatas analisadas, obtendo-se os valores de 74,13% para 7% de óleo e de 64,94% para 10% de óleo, após 60 dias.

Na segunda biorremediação não se utilizou agitação e verifica-se que não houve biorremediação, após 60 dias.

A lipase é uma enzima bastante empregada por que é de fácil obtenção, não necessitam de cofatores, são estáveis em solventes orgânicos, possuem ampla especificidade de substratos e possui maior aplicação quando considera-se resíduos de origem lipídica (Costa et al., 2012). 

Vários fungos filamentosos podem ser empregados na produção de lipase, como exemplos de fungos utilizados na produção de lipases têm-se Aspergillus niger, Penicilium camembertii, Penicilium roquefortie e Rhizopus oryzae (Orlandelli, et al., 2012).
De maneira geral pode-se dizer que a biorremediação pode ocorrer in situ (local contaminado) ou ex situ (transferência dos contaminantes). Portanto, com os ensaios realizados observa-se que será necessária a aplicação do método ex situ, visto que não se obteve resultados sem agitação, logo será necessário realizar o tratamento em outro local (Leung, 2004).
Kanmani et al. (2015) obteve a produção de lipase a partir de Staphylococcus pasteuri isolado do óleo e graxa de locais contaminados, utilizando como substrato resíduo da fábrica de óleo de coco. Sendo confirmada uma eficiência de hidrólise de 90% com concentração igual a 15g/L, 68% quando 20 g/L e 13% quando a contração é de 30 g/L.
Conclusões
Conclui-se que foi possível realizar a biorremediação de óleo automobilístico a partir do fungo Penicillium Sumatrense e utilizando-se a FES e a torta de crambe (Crambe abyssinica hoschst) como substrato, porém verifica-se que esses resultados só são observados quando há a agitação do meio, além disso, quando a concentração de óleo é aumentada é necessário também o aumento da atividade lipolítica para melhores resultados. 
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