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Resumo
A produção de enzimas hidrolíticas por fermentação em estado sólido (FES), tem-se mostrado eficientes, pois nesta técnica são utilizados resíduos agroindustriais, que muitas vezes são descartados pelas indústrias, gerando poluição ambiental. As aplicações de métodos encontrados em literatura permitiram que lipases, dentre outras enzimas fossem produzidas em laboratório com a utilização de fungos filamentosos diversos. O objetivo deste trabalho foi realizar os estudos sobre a produção de lipases em fermentação em estado sólido pelo fungo Penicillium sumatrense, isolado das folhas da mamona (Ricinus communis L.). O processo fermentativo foi conduzido utilizando a torta de crambe (Crambe abyssinica hochst) como substrato, sendo essa um resíduo agroindustrial do processamento do crambe (Crambe abyssinica hochst), mantendo constantes a umidade a 60%, pH do meio a 7,0 e temperatura a 27 ºC. As condições ótimas para a fermentação foram tempo de fermentação de 96 h, granulometria do substrato de equivalente ao mesh 1,0 em série de peneiras de Tyler, com uma atividade enzimática de 297,5 U. Após 96 h de fermentação, verificou-se uma diminuição da atividade enzimática, provavelmente devido à produção de proteases, cuja função é a hidrólise da ligação peptídicas presentes nas proteínas e enzimas.
Introdução
Tratamentos microbiológicos são soluções com alta empregabilidade na destinação de resíduos de diversas áreas. Assim, resíduos agroindustriais se apresentam como um grande potencial, tanto energético quanto de matéria prima, a ser aproveitado. Essa matéria prima, em sua maioria orgânica, fornece um bom sustrato para o desenvolvimento de diversos microrganismos de interesse. 
Dentre esses microrganismos podem ser destacados os fungos filamentosos, com grande amplitude de substratos avaliáveis e fontes de carbono (Malajovich, 2004). São capazes de processar diversos compostos, liberando assim metabólitos e enzimas extracelulares de fácil aplicação e uso a nível industrial.
A ação dos fungos sobre o substrato pode ser considerada como um processo fermentativo. Processos fermentativos de fungos para a extração de enzimas são geralmente classificados em Fermentação em Estado Sólido (FES) e Fermentação Submersa (FS) (Fernandes, 2007). O fator que diferencia esses dois processos é a quantidade de água livre presente no meio fermentativo, sendo que para valores mais altos, quando o fungo pode se desenvolver entre a matriz dos fragmentos sólidos do substrato, a fermentação será submersa, e quando o fungo se desenvolver sobre o material, sem adentrar totalmente os poros, a fermentação será em estado sólido (Binod et al., 2015).

Uma das enzimas que podem ser liberadas por fungos quando em contato com um substrato com alto teor lipídico são as lipases, catalisadoras biológicos da quebra de gorduras e óleos, liberando ácidos graxos livres (Treichel et al., 2010)
O interesse industrial nessa enzima reside na sua ampla empregabilidade (Attar & Aminifar, 2014), como por exemplo: detergentes (Saisubramanian et al., 2006), medicamentos (Hasan et al., 2006), biodiesel (Park et al., 2006) e efluentes (Castro et al., 2005), dentre outros.
Em conjunto com a fermentação em estado sólido, a produção de lipases pode ajudar a fornecer um maior valor agregado ao grande volume de resíduos agroindustriais, promovendo um correto destino desses materiais. O objetivo deste trabalho foi realizar os estudos sobre a produção de lipases em fermentação em estado sólido pelo fungo Penicillium sumatrense, isolado das folhas da mamona (Ricinus communis L.).
Material e Métodos

Para a realização dos procedimentos foram necessárias técnicas de esterilização por calor úmido em autoclave a 121 ºC, por 15 minutos, de todos os materiais que entraram em contato com o microrganismo.

A linhagem selecionada do microrganismo, Penicillium sumatrense, isolada das folhas da mamona (Ricinus communis L.) foi inoculada em meio ágar batata dextrose (BDA), adicionado do antibiótico cloridrato de tetraciclina (250 mg L-1 de meio BDA). O meio de cultura foi acondicionado em erlenmeyers e tubos de ensaio. O inóculo sobre meio de cultivo foi incubado a 28 ºC durante 7 dias, sendo então colocados em condição de refrigeração a 4 ºC. Repiques mensais foram realizados para a manutenção da cepa.
 Para determinar a capacidade de produção da enzima lipolítica pela linhagem fúngica especificada foram realizados testes qualitativos em placas de petri com meio bacteriológico, adicionado do corante Rodamina B 0,001%, dos sais MgSO4.7H2O 0,2 g L-1 e K2HPO4 0,4 g L-1, extrato de levedura, Tween 80 0,01% como fonte de nitrogênio e azeite de oliva 1% como fonte de carbono restrita. A produção de lipases extracelulares pelo fungo pode ser verificada pela presença de halos alaranjados, fosforescentes à radiação ultravioleta em 350 nm, após 72 h de incubação a 27 ºC.

O substrado utilizado na fermentação em estado sólido, a torta de crambe (Crambe abyssinica hochst), foi fornecido pela Fundação MS – Mato Grosso do Sul. O material foi moído, tamisado, peneirado e acondicionado em embalagens plásticas de acordo com sua granulometria.

A composição físico-química dos substratos foi testada para teor de umidades, teor de cinzas e teor de óleos totais, seguindo a metodologia apresentada por Zenebon et al., (2008).
Para os ensaios de produção de lipases pela fermentação em estado sólido, preparou-se uma solução de esporos com o fungo Penicillium sumatrense. A contagem de esporos presentes na solução de esporos foi realizada em Câmara de Neubauer. Esses esporos foram adicionados em 10 g de substrato sólido em quantidade suficiente para que sejam contabilizadas 108 células por grama de substrato. A umidade do substrato foi de 60%, corrigida com tampão fosfato pH 7,0 (50 mmol. L-1).
A FES foi realizada em triplicata, para cada um dos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 h e incubadas a 27 ºC. Atingidos os tempos desejados, as amostras foram mantidas em refrigerador a 0 ºC por 24 h para interroper o crescimento microbiano e em seguida secas em estufa de fluxo de ar.
O método titulométrico utilizado se baseia na neutralização dos ácidos graxos liberados pela enzima por NaOH 50 mmol. L-1. O teste é realizado a partir da hidrólise controlada de uma emulsão de goma arábica 10% e azeite de oliva 1 mmol. L-1 em tampão fosfato pH 7,0 50 mmol. L-1, com pH corrigido para 7,0. A emulsão é adicionada de 1 g de substrato sólido fermentado e agitada em agitador orbital a 250 rpm e 37 ºC por 20 minutos. Uma unidade de atividade enzimática é definida como a liberação de 1 µmol de ácido graxo por minuto, nas condições do ensaio.
Resultados e Discussão
A torta de crambe (Crambe abyssinica hochst), fornecida pela Fundação MS após prensagem, passou por um processo de avaliação das suas propriedades físico químicas. Os valores do teor de cinzas foram determinadas em 3,77 %, valor discrepante do encontrado por Souza et al., 2009, causados provavelmente por divergências nas técnicas aplicadas. O teor de umidade presente na torta foi determinado em 7,35 %, estando de acordo com o determinado por Souza et al., (2009) e o teor de óleos foi determinado em 23,5 %, semelhante aos encontrados por Tomasi et al., 2014, em extração do tipo soxhlet. A acidez lipídica dos óleos presentes na torta foi determinada em 23,3 % de ácidos graxos livres. Essa porcentagem de óleos presentes no substrasto permite a indução da produção de lipases, sem a necessidade de adição de óleos adicionais, como descrito por Fernandes, 2007, mostrando o crambe (Crambe abyssinica hochst) como um substrato viável para a produção de lipases fúngicas diretamente após o seu processamento.
O processo fermentativo foi conduzido após confirmação da produção de lipases por teste qualitativo em placa de Petri revelada com Rodamina B em câmara de UV. Os resultados para produção de lipases foram positivos, verificado pela formação de halos fosforescentes. 
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A FES foi realizada para todos os tempos esperados, sendo que cada tempo foi processado em triplicata. Os resultados foram obtidos a partir da análise titulométrica de neutralização, sendo que os valores foram sempre subtraídos de um branco, para eliminar os efeitos dos ácidos graxos livres na determinação da atividade lipolítica. Os resultados estão apresentados na Figura 1. 
Figura 1- Atividade lipolítica em função do tempo de fermentação. Condições da FES: 27 0C, 60 % de umidade, 120 h de fermentação.
Conforme pode ser observado na Figura 1, a atividade enzimática máxima foi de 297,5 U, com tempo de fermentação de 96 h. Após este tempo de fermentação, verifica-se uma queda na atividade enzimática, Após 96 h de fermentação, verificou-se uma diminuição da atividade enzimática, provavelmente devido à produção de proteases, cuja função é a hidrólise da ligação peptídicas presentes nas proteínas e enzimas.
Conclusões

Os resultados obtidos comprovaram a eficiência da torta de crambe como substrato para a produção de enzimas hidrolíticas, com uma produção máxima de enzimas de 297,5 U em 96 horas. Essa atividade sugere uma grande quantidade da enzima presente e imobilizada no substrato, que pode ser utilizada para diversos fins, que ainda podem ser estudados e determinados. 
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