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Resumo
As lipases são enzimas hidrolíticas que catalisam a hidrólise de triacilgliceróis. Elas são capazes de catalisar reações de síntese “in vitro” como a transesterificação, sendo destaque na indústria alimentícia, de detergentes e farmacêutica. Este trabalho consistiu na produção de lipases fúngicas de Penicillium sumatrense (fermentação do estado sólido), na sua extração e pré-purificação utilizando precipitação com sulfato de amônio. A fermentação foi realizada em condições ótimas previamente estabelecidas e forneceu uma atividade de 28 U/gSS. Observou-se pela dosagem de proteínas, que a precipitação com 80% de saturação foi eficiente, pois concentrou as proteínas, sendo que o extrato bruto (EB) tem aproximadamente 30 mg/mL e a fração precipitada (FPD 80) 58 mg/mLna. Os ensaios titulométricos para o EB e FPD 80 resultaram em atividades específicas de 1,5 e 0,9, respectivamente. Assim, a atividade específica não aumentou como o esperado, indicando que as proteínas de interesse sofreram algum tipo de desnaturação com a precipitação, seja por ausência de condições ótimas ou ainda, pela presença de proteases nas amostras.
Introdução
As lipases (EC 3.1.1.3) são enzimas hidrolíticas que catalisam a hidrólise de triacilgliceróis de cadeia longa, liberando os ácidos graxos correspondentes e glicerol (Mahmoud, et al. 2015). “In vitro”, com ausência ou pouca quantidade de água, as lipases são capazes de catalisar reações, como de esterificação, transesterificação, aminólise e lactonização (Messias, et. al, 2011; Oliveira, 2013).
O destaque das lipases nas áreas alimentícia, de detergentes, cosméticos, síntese orgânica e na indústria farmacêutica é devido ao fato delas apresentarem um grande potencial na realização de transformações química específicas (biotransformações) (Lima, et al. 2014).
A fermentação no estado sólido (FES) é um método alternativo para a obtenção de enzimas, no qual é possível utilizar resíduos agroindustriais como substratos. A FES se baseia no crescimento dos micro-organismos em substratos sólidos com baixas porcentagens de água (Fernandes, 2007).
A maioria dos micro-organismos utilizados em processo de fermentação no estado sólido (FES) são os fungos filamentosos (Rodrigues, et al., 2016). Um gênero que se destaca na FES é o Penicillium (Oliveira, 2013), pois apresenta uma boa capacidade de crescer sobre substratos sólidos naturalmente, além de não ser nocivo à saúde humana, na maioria dos casos.

O presente trabalho consiste em na produção de lipases fúngicas de Penicillium sumatrense (FES), na sua extração e pré-purificação utilizando precipitação com sulfato de amônio.
Material e Métodos

A produção da enzima ocorreu a partir de fungos endofíticos isolados das folhas de mamona (Ricinus communis L., Euphorbiaceae) por Fermentação no Estado Sólido (FES), utilizando como substratos resíduos agroindustriais da Fundação MS, do Mato Grosso do Sul.
A fermentação foi realizada com a torta de crambe (crambe abyssinica hoschst) nas condições otimizadas previamente pelo grupo de pesquisa da Profa. Maria Luiza Fernandes Rodrigues. Os testes foram realizados conforme metodologia descrita por Fernandes (2007). Resumidamente, o fungo Penicillium sumatrense foi incubado em estufa a 27°C por sete dias. Para a FES foram utilizados Erlenmeyers de 250 mL, contendo, 10 g de substrato torta de crambe, com um teor de umidade de 60 %, utilizando-se tampão fosfato pH 7,0 (50 mM). Em seguida, os sólidos foram incubados em estufa a 27°C durante 96 horas.
A enzima foi extraída de 50 g de sólido fermentado em 500 mL de solução aquosa de NaCl 1% (m/v), em um agitador magnético durante 1:30 h sob refrigeração e então, filtrada em gaze. O extrato resultante foi centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm. Alíquotas foram armazenadas para testes de atividade enzimática e dosagem de proteínas.
O extrato bruto foi fracionado adicionando o sulfato de amônio lentamente até a obtenção de 20, 40, 60 e 80% de saturação, com agitação contínua em banho de gelo. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 5500 rpm por 30 minutos. O precipitado e o sobrenadante foram separados e dialisados em tampão fosfato por aproximadamente 16 horas, em uma membrana YM 14.000 Dalton, sendo que as frações obtidas na saturação de 80 % foi denominada FPD 80 e o seu sobrenadante é a fração FSOD 80.
A determinação da atividade de lipases por titulometria baseia-se na titulação com NaOH dos ácidos graxos liberados pela ação da enzima a partir dos triacilgliceróis Franken (2007). A emulsão é o meio reacional para o substrato, sendo composta por solução de tampão fosfato 50 mM pH 7,0, goma arábica 10% e pelo substrato óleo de oliva (1,0 mM ou 7,15 % m/v), com o pH da emulsão corrigido para 7,0 (com NaOH 0,05 M). Os ensaios foram realizados em erlenmeyers de 125 mL, adicionando-se 20 mL da emulsão e 0,5 mL das amostras, contendo a enzima. As amostras foram incubadas em agitador orbital, sob agitação, por 20 min a 37 °C. A reação foi paralisada adicionando-se 20 mL de solução de etanol/acetona (1:1 v/v). Os ácidos graxos liberados foram titulados em solução de NaOH (0,05 M) até pH 10, com o indicador fenolftaleína.

Determinou-se, também, o total de proteínas presentes no EB, FPD 80 e na FSOD 80 pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A albumina de soro bovino (BSA – Bovine serum albumin) foi utilizada para a construção da curva padrão.
A atividade lipásica foi calculada conforme a Equação 1, onde uma unidade de atividade lipásica corresponde a quantidade de enzima que libera 1 µmol de ácido graxo por minuto nas condições descritas acima.
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(Equação 1)

onde, A é a atividade enzimática (U/mL – Unidades por mL), ΣV é a média dos volumes (mL), ∆t é a variação do tempo de hidrólise (min), MNaoH é a molaridade da solução de hidróxido de sódio (M), Fc é o fator de correção do NaOH obtido da padronização e Valíquota é o volume da alíquota (mL). Também, calculou-se a atividade específica, que é dada pela divisão da atividade enzimática (U) pela quantidade de proteínas totais (mg), determinada pelo método de Bradford.
Resultados e Discussão
A torta de crambe fermentada nas condições ótimas apresentou uma atividade lipolítica de 280 unidades totais em 10 g de substrato sólido, ou seja, aproximadamente 28 U/gSS.
Para recuperar as enzimas da torta, realizou-se uma extração com NaCl, que se mostrou adequada como visto pela dosagem das proteínas (tabela 1).
A pré-purificação das proteínas foi realizada com a precipitação por sulfato de amônio 80%, visto que, nas concentrações anteriores não foi observada a precipitação. A fração precipitada (FP 80) e o sobrenadante (FSO 80) foram dialisados para a retirada de moléculas pequenas e do sulfato de amônio, que interfere no resultado da atividade lipolítica.
A dosagem de proteínas foi pelo método de Bradford, utilizando a BSA como proteína padrão. A partir da leitura da absorbância em 595 nm das diluições da BSA, construiu-se a curva padrão. A regressão linear forneceu uma equação de y=0,0349x+0,0779, com coeficiente de correlação (R2) de 0,99.
A tabela 1 apresenta a concentração de proteínas nas amostras analisadas pelo método de Bradford, sendo possível observar que o processo de precipitação do EB foi eficiente, uma vez que, aumentou a concentração destas biomoléculas na fração precipitada e dialisada (FPD 80). Além disso, não há proteínas restantes na fração sobrenadante dialisada (FSOD 80).

Tabela 1 – Resultado da dosagem de proteínas pelo método de Bradford.
	Etapa
	Proteína (mg/mL)

	EB
	30

	FPD 80
	58

	FSOD 80
	0


Segundo Tan et al. (2015), 80% dos métodos de purificação de lipases incluem um passo de precipitação, sendo que 60% destes utilizam sulfato de amônio e 35%, utilizam etanol, acetona ou ácidos. A tabela 2 apresenta os dados da atividade enzimática, total e específica, bem como, as proteínas totais e os volumes das amostras que são necessários para os cálculos.
Tabela 2 – Valores da dosagem de atividade enzimática.
	Etapa
	Volume

(mL)
	Atividade enzimática (U/mL)
	Atividade total

(U)
	Proteína total

(mg)
	Atividade específica (U/mg)

	EB
	116
	46
	5336
	3480
	1,5

	FPD 80
	14,8
	54
	799
	865
	0,9


O valores das  atividades enzimáticas (U/mL)obtidos para as duas amostras são muito semelhantes, porém a atividade total (U) diminuiu 85% na FPD 80. Como consequência desta diminuição, a atividade específica (U/mg) não aumentou, como era o esperado para um passo de purificação eficiente. Apesar da precipitação por sulfato de amônio ser amplamente utilizada para a purificação de lipases, estes resultados indicam que nas condições utilizadas o método não foi adequado.
Conclusões

A fermentação apresentou resultados satisfatórios compatíveis com aqueles encontrados anteriormente pela Profa. Maria Luiza F. Rodrigues (comunicação pessoal). A precipitação de proteínas com sulfato de amônio se mostrou eficiente, concentrando as proteínas, como evidenciado pelos resultados da dosagem, porém a diminuição da atividade específica da enzima entre as etapas de purificação evidencia que ocorreu perda das proteínas de interesse, sugerindo desnaturação por ausência de condições ótimas para as lipases, ou ainda, pela presença de outras proteases na amostra, que poderiam degrada-la. Deste modo, pretende-se buscar outras metodologias de precipitação, como por exemplo, o uso de solventes orgânicos, tais como acetona, etanol e ácidos, a fim de se proporcionar condições para que as lipases permaneçam ativas após esta etapa.
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