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Resumo

Kerber, Tatiana de Mattos; Pereira-Meirelles, Fatima Ventura; Dellamora-
Ortiz, Gisela Maria. Planejamento Experimental e Avaliacdo Metroldgica
da Producédo de Lipases por Yarrowia lipolytica. Rio de Janeiro, 2007.
162p. Dissertacdo de Mestrado - Programa de Poés-Graduacdo em
Metrologia. Area de concentracdo: Metrologia para Qualidade e Inovag&o
(P6s-MQI), Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Objetivo: Otimizacdo da producdo de lipases por células de Yarrowia
lipolytica, através do planejamento experimental e avaliacdo dos aspectos
metrologicos envolvidos no processo. Motivacdo: Embora existam muitos
trabalhos na literatura que relatem a producgéo de lipases por microrganismos,
poucos abordam a otimizacdo do processo através do planejamento experimental e
nenhum deles considera o rigor metroldgico e a estimativa da incerteza de
medicdo. Contextualizacdo: As enzimas lipases serdo objeto de estudo por
apresentarem grande versatilidade de aplicagbes e por serem produzidas por
muitos microrganismos. As leveduras, no entanto, apresentam inimeras vantagens
operacionais sobre os demais microrganismos e entre elas foi selecionada uma
cultura de Yarrowia lipolytica, isolada no Brasil. A producdo de lipases depende
de muitas varidveis, como temperatura, pH, concentracdo da fonte de carbono e
nitrogénio, indculo, entre outras. Nos processos de fermentacdo, onde héa interacdo
entre estas variaveis e a influéncia de cada uma é importante, é essencial
estabelecer um método que considere estas interacfes, e otimize as condigdes
experimentais para obtencdo de melhores resultados. A confiabilidade
metroldgica do processo é de fundamental importancia uma vez que diferencas
significativas nos resultados sdo evidenciadas, principalmente em escala
industrial. Metodologia: Dez experimentos foram planejados através do método
D-optimal nos quais foram variadas as concentragdes da fonte de carbono, da
fonte de nitrogénio e de indculo. A estimativa da incerteza de medi¢do da
atividade lipasica foi feita com base nas recomendacdes do Guia para Expresséo
da Incerteza de Medicdo (GUM) e do Guia CG 4 publicado pela EURACHEM.
Resultados: A maior atividade lipasica obtida foi de 4815 U/L (80,3 pkat/L) com
incerteza expandida de 137 U/L (2,3 pkat/L), nas seguintes condi¢des: 0,5% de
6leo de oliva (fonte de carbono), 0,7% de peptona (fonte de nitrogénio) e
10 mg/mL de in6culo. Em termos de produtividade volumétrica, tais condicdes

forneceram o valor de 69,28 U/L h. Conclusbes: Com estes resultados, foi
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possivel concluir que a utilizacdo do planejamento D-optimal favoreceu a
producdo em agitador de frascos, ja que foi atingida uma atividade lipésica
superior as alcancadas anteriormente por outros autores sem otimizacdo, em
frascos agitados (2700 U/L) ou em fermentador (4240 U/L). Sugere-se a producéo
de lipases por células de Yarrowia lipolytica, nas condicGes citadas acima, com
vistas & obtencdo de materiais de referéncia certificados, desde que estudos

posteriores de purificacdo e estabilidade da lipase obtida sejam feitos.

Palavras-chave
Biometrologia; Lipase; Yarrowia lipolytica; Planejamento experimental; D-

optimal; Incerteza de medigéo.
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Abstract

Kerber, Tatiana de Mattos; Pereira-Meirelles, Fatima Ventura; Dellamora-

Ortiz, Gisela Maria. Experimental design and metrological evaluation of

lipase production by Yarrowia lipolytica. Rio de Janeiro, 2007. 162p. M.Sc.

Dissertation - Programa de Pos-Graduacdo em Metrologia. Area de

concentracdo: Metrologia para Qualidade e Inovagdo (P6s-MQI), Pontificia

Universidade Cato6lica do Rio de Janeiro.

Objective: Optimization of lipase production by Yarrowia lipolytica cells
through experimental design and evaluation of metrological aspects related to
process. Motivation: Although several published papers are found describing
lipase production by microorganisms, few of them refer to process optimization
through experimental design and none of them refer to metrological evaluation
and the estimate of the uncertainty in measurement. Context: Microbial lipases
are an important group of biotechnologically valuable enzymes that present
widely diversified catalytic properties. The interest in production of these versatile
enzymes increased significantly, due to the vast amplitude of their industrial
applications. There are many microorganisms able to produce lipases, but yeasts
present some operational advantages compared to other microorganisms, and for
this reason a strain of Yarrowia lipolytica was used in this work. A serie of
factors, individually or in association, can affect production of such substances
leading to different levels of product concentration and productivity. Empirical
studies have been traditionally used to determine the effect of these factors on
process parameters. A possible approach is to vary one factor while keeping the
other at a constant level, but this approach is time consuming, does not include the
interaction effects among variables, and does not necessarily lead to optimized
results. Nowadays, different strategies are employed to optimize production
parameters. These strategies not only allow process optimization but can also
establish the dependent and independent variables. Methodology: Ten
experiments were planned with the D-optimal design in which concentrations of
inoculum, carbon source and nitrogen source were changed. The estimate of the
uncertainty in measurement of the lipase activity was developed based on the
Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (GUM) and on the Guide
CG 4 published by EURACHEM. Results: The highest lipolytic activity obtained
was 4815 U/L (80,3 pkat/L) with an expanded uncertainty of 137 U/L

(2,3 pkat/L), under the following conditions: 0.5% of olive oil (carbon source),
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0.7% of peptone (nitrogen source) and 10 mg/mL of inoculum. In terms of
volumetric productivity, these conditions provided 69.28 U/L h. Conclusions: It
is possible to conclude that the D-optimal design usage enhanced lipase
production in shaken-flasks. Moreover the activity obtained in this work was
higher than others previously reported with the same microorganism, without
experimental design, in shaken-flasks (2700 U/L) or even in bench-fermenter
(4240 U/L). The production of lipases by Yarrowia lipolytica cells aiming the
classification as certified reference material can be recommended after further

purification and stability studies.

Keywords
Biometrology; Lipase; Yarrowia lipolytica; Experimental design; D-optimal;

Uncertainty in measurement.
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de 25 mL n° de identificacéo 1

Figura 9.27 - Curva de calibragéo para a pipeta graduada de 1 mL
n° de identificagéao 3, certificado VOL- 094/06

Figura 9.28 - Curva de calibracéo para a pipeta graduada de 1 mL
n° de identificacéo 5, certificado VOL- 020/06

Figura 9.29 - Curva de calibragéo para a pipeta graduada de 1 mL
n° de identificagao 6, certificado VOL- 014/06

Figura 9.30 - Curva de calibracéo para a pipeta graduada de 1 mL
n° de identificacédo 9, certificado VOL- 017/06

Figura 9.31 - Curva de calibragéo para a pipeta graduada de 1 mL
n° de identificacdo 10, certificado VOL- 016/06

Figura 9.32 - Curva de calibracéo para a pipeta graduada de 2 mL
n° de identificacéo 3, certificado VOL- 022/06

Figura 9.33 - Curva de calibragéo para a pipeta graduada de 2 mL
n° de identificagédo 5, certificado VOL- 093/06

Figura 9.34 - Curva de calibracdo para a pipeta graduada de 2 mL
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Figura 9.36 - Curva de calibragéo para a pipeta graduada de 5 mL
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n° de identificacdo 3, certificado VOL- 095/06
Figura 9.40 - Curva de calibragéo para a bureta graduada de 25 mL
n° de identificacédo 1, certificado VOL- 023/06
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