PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0511090/CA

2
Conceitos Tedricos e Revisao Bibliografica

2.1
Conceitos metroldgicos

A seguir serdo apresentados os conceitos metrologicos utilizados durante
este trabalho, segundo o VIM (INMETRO, 2005a) e o Guia para Expressdo da
Incerteza de Medicdo (GUM) (INMETRO, 2003a).

- Medigéo (VIM 2.1)
Conjunto de operacdes que tem por objetivo determinar um valor de uma

grandeza.

- Método de medicéo (VIM 2.4)
Seqliéncia légica de operacdes, descritas genericamente, usadas na

execucao das medicoes.

- Mensurando (VIM 2.6)

Objeto da medicdo. Grandeza especifica submetida a medicéo.

- Resultado de uma medicéo (VIM 3.1)

Valor atribuido a um mensurando obtido por medicao.

- Exatidao de medicéao (VIM 3.5)
Grau de concordancia entre o resultado de uma medicdo e um valor

verdadeiro do mensurando.

- Repetitividade (VIM 3.6)
Grau de concordancia entre os resultados de medicGes sucessivas de um

mesmo mensurando efetuadas sob as mesmas condi¢6es de medicéo.
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- Reprodutibilidade (VIM 3.7)
Grau de concordancia entre os resultados das medi¢cdes de um mesmo
mensurando efetuadas sob condicdes variadas de medicdo (operadores,

equipamentos e laboratorios).
- Desvio Padrao Experimental (VIM 3.8)

Para uma série de “n” medicdes de um mesmo mensurando, a grandeza

“s”, que caracteriza a dispersdo dos resultados, é dada pela formula:

(Equacdo 2.1)

Onde i representa o resultado da “iésima” medicdo e x representa a média
aritmética dos “n” resultados considerados.

A Equacdo 2.2 é uma estimativa do desvio padréo da distribuicdo de x e
é denominada desvio padrdo experimental da média; por conveniéncia é por vezes

considerado como incerteza padréo do Tipo A.

S(X) = —— (Equacdo 2.2)
n

n

- Incerteza de medicdo (VIM 3.9)
Parametro, associado ao resultado de uma medicdo, que caracteriza a

dispersdo dos valores que podem ser fundamentalmente atribuidos a um

mensurando 23,

NOTAS:

1. O pardmetro pode ser, por exemplo, um desvio padrdo (ou um multiplo dele), ou a metade de
um intervalo correspondente a um nivel da confianca estabelecido.

2. A incerteza de medicdo compreende, em geral, muitos componentes. Alguns destes
componentes podem ser estimados com base na distribuicdo estatistica dos resultados das séries de
medicBes e podem ser caracterizados por desvios padrdo experimentais. Os outros componentes,
que também sdo caracterizados por desvios padrdo, sdo avaliados por meio de distribuicdo de
probabilidades assumidas, baseadas na experiéncia ou em outras informacoes.

3. Entende-se que o resultado da medicdo é a melhor estimativa do valor do mensurando, e que
todos os componentes da incerteza, incluindo aqueles resultantes dos efeitos sistematicos, como 0s
componentes associados com correcdes e padrfes de referéncia, contribuem para a disperséo.
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- Incerteza padréo (u) (GUM 2.3.1)

Incerteza do resultado de uma medicéo expressa como um desvio padréo.

- Avaliagéo da incerteza Tipo A (GUM 2.3.2)
Método de avaliacdo da incerteza pela andlise estatistica de série de
observagoes.

- Avaliacdo da incerteza Tipo B (GUM 2.3.3)

Método de avaliacdo da incerteza por outros meios que ndo a analise
estatistica de série de observaces.

A magnitude da contribuicdo Tipo B é avaliada por julgamento cientifico,
baseando-se em todas as informacdes disponiveis sobre a possivel variabilidade
da grandeza medida. O conjunto de informacg6es pode incluir:

e modelos matematicos;

dados de medicdes prévias;

a experiéncia ou o conhecimento geral do comportamento e

propriedades de materiais e instrumentos relevantes;
e especificacOes do fabricante;
e comparac0es interlaboratoriais;
e dados fornecidos em certificados de calibracéo e outros certificados;

e incertezas relacionadas a dados de referéncia extraidos de manuais.

- Incerteza padréo combinada (uc) (GUM 2.3.4)

Incerteza padrdo do resultado de uma medicdo, quando este resultado é
obtido por meio de valores de varias outras grandezas, sendo igual a raiz quadrada
positiva de uma soma de termos, que constituem as variancias ou covariancias
destas outras grandezas, ponderadas de acordo com quanto o resultado da medicédo

varia com mudancas nestas grandezas.
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- Incerteza expandida (U) (GUM 2.3.5)
Grandeza que define um intervalo em torno do resultado de uma medigéo
com o qual se espera abranger uma grande fracao da distribuicdo de valores que

possam ser razoavelmente atribuidos ao mensurando.

- Fator de abrangéncia (k) (GUM 2.3.6)
Fator numérico utilizado como um multiplicador da incerteza padrao

combinada de modo a obter uma incerteza expandida.

- Graus de liberdade (v) (GUM C.2.31)
Em geral, corresponde ao numero de termos em uma soma menos O

numero de restricdes aos termos da soma.

- Padréo (VIM 6.1)
Medida materializada, instrumento de medicdo, material de referéncia ou
sistema de medicdo destinado a definir, realizar, conservar ou reproduzir uma

unidade ou um ou mais valores de uma grandeza para servir como referéncia.

- Padréo Internacional (VIM 6.2)
Padrdo reconhecido por um acordo internacional para servir,
internacionalmente, como base para estabelecer valores de outros padrdes da

grandeza a que se refere.

- Padréo Nacional (VIM 6.3)
Padrdo reconhecido por uma decisdo nacional para servir, em um pais,

como base para atribuir valores a outros padrdes da grandeza a que se refere.

- Padré&o Primario (VIM 6.4)
Padrdo que é designado ou amplamente reconhecido como tendo as mais
altas qualidades metroldgicas e cujo valor é aceito sem referéncia a outros padrdes

da mesma grandeza.
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- Padréo Secundario (VIM 6.5)
Padréo cujo valor é estabelecido por comparagdo a um padrdo primario da

mesma grandeza.

- Padréo de Referéncia (VIM 6.6)
Padrdo, geralmente tendo a mais alta qualidade metroldgica disponivel em
um dado local ou em uma dada organizacdo, a partir do qual as medicdes la

executadas sdo derivadas.

- Padréo de Trabalho (VIM 6.7)
Padrdo utilizado rotineiramente para calibrar ou controlar medidas

materializadas, instrumentos de medicdo ou materiais de referéncia.

- Rastreabilidade (VIM 6.10)

Propriedade do resultado de uma medicdo ou do valor de um padrdo estar
relacionado a referéncias estabelecidas, geralmente a padrbes nacionais ou
internacionais, através de uma cadeia continua de comparacOes, todas tendo

incertezas estabelecidas.

- Calibracéo (VIM 6.11)

Conjunto de operacbes que estabelece, sob condicbes especificadas, a
relagdo entre os valores indicados por um instrumento de medic&o ou sistema de
medicdo ou valores representados por uma medida materializada ou um material
de referéncia, e os valores correspondentes das grandezas estabelecidos por

padroes.

- Verificacéo

Conjunto de operagdes necessarias para assegurar que um instrumento de
medicdo atende aos requisitos do uso pretendido. Em alguns casos, a verificacdo €
aceita em substituicdo a calibracdo, entretanto possui menor rigor metroldgico.
Um instrumento de medicdo pode ser calibrado e verificado periodicamente para
garantir o “status” da calibracdo (ABNT, 2005).

O conceito de verificacdo aqui apresentado € aplicavel aos requisitos da
norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005) e do manual Habilitagdo para
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Laboratérios de Microbiologia (ANVISA, 2006). O Vocabulario Internacional de
Termos de Metrologia Legal (INMETRO, 2005b) apresenta uma defini¢éo

pertinente a Metrologia Legal e diferente da utilizada neste trabalho.

- Material de Referéncia (VIM 6.13)

Material ou substancia que tem um ou mais valores de propriedades que
séo suficientemente homogéneos e bem estabelecidos para ser usado na calibracéo
de um aparelho, na avaliacdo de um método de medicdo ou atribuicdo de valores a

materiais.

- Material de Referéncia Certificado (VIM 6.14)

Material de referéncia, acompanhado por um certificado, com um ou mais
valores de propriedades, e certificados por um procedimento que estabelece sua
rastreabilidade a obtencdo exata da unidade na qual os valores da propriedade sdo
expressos, e cada valor certificado é acompanhado por uma incerteza para um

nivel de confianca estabelecido.

I2:ﬁ2ndamentos de metrologia

A comunidade metroldgica internacional tem um longo histérico. Em
1875, um tratado diplomatico, a Convencdo do Metro, foi assinado por 17 paises
em Paris, iniciando assim as atividades internacionais com o objetivo de prover
acesso a comparacdo de medicGes de todos os tipos entre 0s seus membros e
estabelecendo uma estrutura permanente para um comum acordo em relacdo as
unidades de medicdo. A Convencdo do Metro, estabeleceu a Conferéncia Geral de
Pesos e Medidas (CGPM), o Comité Internacional de Pesos e Medidas (CIPM) e
0 Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM), dando a estes autoridade para
agir em assuntos relacionados a metrologia internacional. Atualmente, a

Convencao do Metro possui 51 paises como membros, entre eles o Brasil.

A estrutura metroldgica internacional é apresentada na Figura 2.1. Sob os
termos da Convencdo do Metro, o BIPM opera com a supervisdo exclusiva do
CIPM, o qual estd sob autoridade da CGPM. A CGPM elege 0s membros do

CIPM, os quais sdo representantes de paises do mundo todo. Além disso, Comités
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Consultivos (CC) foram criados pelo CIPM, cujos membros sdo instituicGes de
paises membros da Convencdo do Metro, reconhecidos como 0s mais experientes

em cada area. Atualmente existem 10 Comités Consultivos em atuacéo.

Na ocasido da 11° CGPM em 1960, o Sistema Internacional de Unidades
(S1) foi estabelecido, sendo composto por sete unidades de base as quais sdo
largamente empregadas em medicBGes fisicas e quimicas (metro, quilograma,
segundo, ampere, kelvin, mol e candela) — cabe aqui ressaltar que o mol so foi
introduzido em 1971. O Sl surgiu da necessidade de se ter um sistema de unidades

de medidas conhecidas e aceitas internacionalmente.

Cunuen%grl;ﬁtlu Metro “—p Tratado
I diplomatico
Conferéncia Geral de Pesos e Medidas
Estados e Governos
Economias =T {CGPM} ol do=
associados da reqne-se a cada 4 anos com a participagéio Estados
CGPM dos delegados dos Estados Memlwos. Membros
Comité Internacional de Pesos e Medidas
{CIPM)
—wl constituido por dezoito individuos eleitos Organizagdes
pela CGPM - Internacionais
E responsavel pela supervisao do BIPM e
dos negdcios da Convencao do Metro
O CIPM se refine anualmente no BIPM
k
r
— - CiPM
Comites Conzultivos {CCs) MRA ]
Dez CCs presididos em geral por um =
o Institos
memixo do CIPM; atuam em questoes = 2
P . &l Hacionais de
tecnicas e tem mportamnte papel no - Ll Metrologia
CIPM MRA; congrega represemantes {NMIs )
dos HMIs e outros especialistas. Y
F Y

Bureau Imternacional de Pesos e Medidas
{BIPM)

Centro Imternacional de metrologia *

h 4

Laboratdrios e escritorios em Séwes
{(nos arredores de Paris)

Figura 2.1 - Estrutura Metroldgica Internacional (Fonte: INMETRO, 2006a)

As definicdes fundamentais das unidades de medida do Sl constituem o

apice da piramide que compde a hierarquia do sistema metrolédgico (Figura 2.2).
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Adjacente ao topo desta piramide, situa-se 0 BIPM, responsavel pela pratica da
metrologia de maior exatiddo. Entre outras fungGes, compete ao BIPM a guarda
dos padrdes internacionais de medida e a disseminacdo das unidades Sl aos
Institutos Nacionais de Metrologia (NMIs) dos paises signatarios da Convencao
do Metro. Por suavez, cabe aos NMlIsa guarda dos padrdes nacionais e a
disseminacéo (referenciada aos padrfes internacionais) das unidades Sl para 0s
padrdes de referéncia dos laboratorios de calibracdo e ensaio de seus respectivos
paises. Através do Acordo de Reconhecimento Mutuo (MRA), a equivaléncia
metroldgica entre padrdes nacionais de medicdo e certificados de calibracdo
emitidos pelos NMls é estabelecida. Atingindo a base da pirdmide hierarquica,

Unidades do SI
BIPM Fadries Internacionais
[]
T
® Padré %"3’.:- Padroes dos Institutos Nacionais
<] adroes 2. de Metrologia
= Macionais %
- o
b o]
o
&
) ), i ] ferén 1o
Q) . . Padrdes de referéncia dos
T . -
@ Calibracdo e Ensaio laboratorios de calibracao e de ensaios
Laborattrios do chio de fabrica Laboratdrios do chao de fabrica

Comparabilidade

Figura 2.2 - Hierarquia do Sistema Metrol6gico (Fonte: INMETRO, 2006b)

encontram-se os padrfes de trabalho dos laboratérios de chdo de fabrica, cuja
calibracdo advém dos padrBes de referéncia dos laboratorios de calibracédo (Frota
e Ohayon, 1998). Este € o fundamento hierarquico que estabelece um amplo e
preciso senso de rastreabilidade, essencial a qualidade de uma medicdo e a
comparacdo de resultados.

Embora os principios metroldgicos estejam sendo bem desenvolvidos para
aplicacdes nas ciéncias fisicas e na engenharia, é fato que alguns dos maiores
desafios para a metrologia ocorrem nas medi¢fes de grandezas quimicas e
bioldgicas (Kaarls e Milton, 2004). As medicdes destas grandezas tém impacto

ndo somente em aspectos comerciais, como também na qualidade de vida da


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0511090/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0511090/CA

31

sociedade. Com isso, a quimica e a biologia podem ser considerados campos

promissores para o desenvolvimento da metrologia no século XXI.

2.2.1
Metrologia quimica

O conceito de metrologia quimica como uma parte da metrologia foi
introduzido na década de 90. A metrologia aplicada a quimica envolve um campo
bastante amplo e complexo de atuacdo, considerando-se a gama enorme de
materiais, elementos quimicos, unidades de concentracdes, técnicas de anélises,
padrdes e referéncias. As medicBGes nesta area necessitam de um entendimento
profundo de todas as variaveis envolvidas e a verificacdo da adequacdo a quimica

dos diferentes conceitos metroldgicos ja estabelecidos (Pongano e col., 2006).

A metrologia quimica vem merecendo, ha algum tempo, grande destaque
nos 6rgdos nacionais e internacionais ligados a metrologia. Em 1990, foram
fundados na Europa a EURACHEM (A Focus for Analytical Chemistry in
Europe) e o CITAC (Cooperation on International Traceability in Analytical
Chemistry), com o objetivo de permitir a comparacdo e a rastreabilidade das
medicOes analiticas. Em 1993, o BIPM, reconhecendo a necessidade de
desenvolver uma infra-estrutura internacional para o campo das medicgdes
quimicas, estabeleceu o Comité Consultivo para Quantidade de Matéria (CCQM)
(Oliveira, 2005). No Brasil, em 1998, foi criado o Programa Brasileiro de
Metrologia em Quimica (PBMQ), coordenado pelo Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas (IPT) e no ano 2000 foi criada uma Divisdo no Inmetro para atuar
nesta area. O PBMQ constitui-se em um conjunto de acbes direcionadas a
propiciar ao Pais uma solida base metrolégica em quimica, compreendendo
conceitos e praticas mundialmente adotados, importantes para a obtengdo de
resultados confidveis em apoio ao comércio e ao bem estar social, através do uso e
fortalecimento das competéncias técnico-cientificas brasileiras (Poncano e col.,
2006).

Conforme citado em Cuadros-Rodriguez e col. (2001), Valcéarcel e col.
(1999) reportaram que processos de medi¢do quimicos (PMQ) e processos de

medicéo fisicos (PMF) diferem em alguns aspectos préaticos, tais como:
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A maioria dos PMQ requer um pré-tratamento da amostra a ser
analisada, introduzindo assim novas fontes de incerteza no resultado

final. Esta etapa preliminar ndo esta presente na maioria dos PMF;

e A qualidade das medi¢cbes dos PMQ depende ndo somente dos
instrumentos utilizados, como nos PMF, mas também de fatores

adicionais;

e Existem poucos materiais de referéncia certificados (MRC)
disponiveis em quimica, em contraste com 0s muitos existentes em
fisica;

e A maioria dos padrdes nos PMF € utilizada em uma Unica etapa, que

consiste na calibracdo do equipamento, enquanto que nos PMQ o0s

padrdes podem ser utilizados em outras etapas;

e A incerteza nas medi¢fes quimicas ndo pode ser estimada somente a
partir das recomendacBes aplicadas nas medigdes fisicas devido as
diferencas encontradas entre as componentes das duas grandezas.

Alguns autores (Muijlwijk, 1999 em Cuadros-Rodriguez e col., 2001)
julgam que estas diferencas sdo apenas superficiais e ndo fundamentais, e por isso
a metrologia pode ser aplicada em todos os campos da ciéncia. Entretanto,
observando os crescentes esforgos feitos nos dltimos anos para se alcancar a
rastreabilidade nos resultados das medi¢Ges quimicas, as diferencas inerentes
entre as propriedades das medigOes fisicas e quimicas devem ser levadas em

consideracao.
A Rastreabilidade e o Sistema Internacional de Unidades em Quimica

A continua globalizacdo do comércio e da economia requer que 0S
resultados de medicBes sejam confidveis, rastreaveis e comparaveis. Em todos os
setores, 0 conceito “uma vez testado, aceito em qualquer lugar”, vem ganhando
cada vez mais importancia, motivo da crescente necessidade de resultados de
medicdes confidveis que possam ser comparadas em qualquer lugar e a qualquer
tempo (EURACHEMI/CITAC, 2003). Portanto, a cadeia de rastreabilidade torna-
se cada vez mais importante em todas as areas e ndo é diferente na area das

medi¢des quimicas.
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Como dito anteriormente, apesar do Sl ter sido estabelecido em 1960,
apenas em 1971, o mol foi adotado pela 14° CGPM (Resolugdo 3) como a sétima
unidade de base do Sl e definido da seguinte forma: “O mol é a quantidade de
matéria de um sistema contendo tantas entidades elementares quantos atomos
existem em 0,012 quilograma de carbono 12.” A seguinte recomendagdo também
era dada pela Resolugéo 3: “Quando se utiliza o mol, as entidades elementares
devem ser especificadas, podendo ser atomos, moléculas, ions, elétrons, assim
como outras particulas, ou agrupamentos especificados em tais particulas.”
Posteriormente, em 1980, o CIPM aprovou um relatério do Comité Consultivo
das Unidades (CCU) com a seguinte determinacdo: “Na definicdo do mol,
entende-se que se faz referéncia aos atomos de carbono 12 livres, em repouso e no
seu estado fundamental.” (INMETRO 2003b).

Devido a grande variedade e complexidade das matrizes quimicas, o
estabelecimento da rastreabilidade no campo da analise quimica € um pouco mais
dificil do que em outras areas da metrologia, sendo que nem sempre é possivel
que a cadeia de rastreabilidade possa chegar ao mol (Richter e Guttler, 2003).

Quando a rastreabilidade ao Sl ndo € possivel, as referéncias devem ser
buscadas por meio de recursos como materiais de referéncia certificados, métodos
e padrbes consensados, além da participacdo em programas de comparacGes
interlaboratoriais (Carvalho, 2005). Assim, se 0s padrdes sdo rastredveis ao Sl,

entdo os resultados das medicGes também sdo rastreaveis.

2.2.2
Biometrologia

Ao contrario da quimica, onde o comportamento de uma molécula pode
ser muitas vezes entendido através da estrutura atdbmica, a operagdo de sistemas
biol6gicos ndo pode ser prontamente determinada pela estrutura molecular. Além
disso, moléculas bioldgicas podem ocorrer em misturas heterogéneas, onde cada
uma possui uma atividade diferente, dificultando andlises e medi¢des (Milton e
O’Connor, 2004).

A relevancia da biometrologia é bem evidenciada na area da saude, onde
0s pacientes em tratamento médico devem estar seguros de que os testes a que

foram submetidos tenham resultados exatos e que as dosagens dos farmacos
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estejam corretas. Um exemplo pratico da importancia da aplicacdo dos preceitos
metrologicos pode ser visualizado em resultados de analises clinicas. Estes
resultados constituem-se em indicadores fundamentais, servindo de base para
diagnosticos, que definem tratamentos médicos decisivos para a salde do
paciente. Resultados falso-positivos levam a tratamentos desnecessarios e a outras
inter-relacbes possiveis; enquanto que resultados falso-negativos podem levar a
tratamentos terapéuticos indevidos e até mesmo ao ndo tratamento, podendo gerar
situacdes fisioldgicas irreversiveis (Pongano e col., 2006).

Adicionalmente, existem casos de doengas que ndo apresentam sintomas
clinicos caracteristicos, nas quais os resultados laboratoriais sdo decisivos. Um
exemplo tipico é o das hipercalcemias (altos niveis de célcio no soro) que podem
ser causadas por hipertireoidismo e por doenca maligna. Segundo Gallaher e col.
(2003) em Pongano e col. (2006), neste caso em particular, foram feitos alguns
levantamentos do aspecto econdémico, 0s quais demonstraram que 0 impacto
oriundo da reducdo do nivel de incertezas das medicGes envolvidas, de 0,5 mg/dL
para 0,1 mg/dL, foi bastante significativo, reduzindo os gastos anuais com
tratamento de US$ 1,3 bilhdo para US$ 0,4 bilhdo.

Outro exemplo préatico da aplicagdo da biometrologia estd no
desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de determinadas
doencas. Grandes avangos nesta area tém sido obtidos pelo conhecimento do
proteoma humano, que compreende mais de meio milhdo de proteinas, sendo que,
deste total, apenas 30% tém a funcdo conhecida. As proteinas estdo envolvidas na
maioria dos processos fisioldgicos, e 0 mau funcionamento das mesmas, muitas
vezes, esta associado com o desenvolvimento de doencas. Um enorme grupo de
pesquisadores tem estudado a separacdo e a identificacdo de proteinas, bem como
a caracterizagdo de suas estruturas, funcdes e atividades. O comportamento de
uma proteina é influenciado ndo somente pela seqiiéncia dos aminoécidos que a
compde (estrutura primaria), mas também pelo arranjo espacial dos aminoacidos
proximos entre si em a-hélice ou folha-B (elementos da estrutura secundaria),
pelas interacOes das diversas a-hélices e folhas pregueadas (estrutura terciaria) e
finalmente pelas interacdes entre as subunidades protéicas (estrutura quaternaria).
Apesar de diversas proteinas serem usadas de forma regulamentar em produtos
biofarmacéuticos, existe pouca rastreabilidade entre os resultados das técnicas de
medicao disponiveis para a determinacdo destas estruturas. (Kaarls, 2004).
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A comparacdo dos resultados obtidos em biotecnologia ainda é
insatisfatoria: muitos laboratérios ndo estdo certos de que seus préprios métodos
conduziriam aos mesmos resultados publicados por outros (Kirsop, 2003). A
principal explicacdo para este fato pode estar na dificuldade em se estabelecer a
rastreabilidade ao SI. Enquanto os materiais de referéncia em quimica podem ser
definidos em termos de mol, 0 mesmo nem sempre € possivel para preparacdes
bioldgicas onde a atividade precisa também ser considerada (Dybkaer, 1996 em
Partis e col., 2002).

Em alguns casos, a atividade pode ser definida em termos de unidades
universais ndo rastredveis as unidades SI. Segundo Partis e col. (2002),
Preparacdes Bioldgicas Internacionais de Referéncia garantem a uniformidade na
designacdo de atividade de substancias biologicas quando ndo € possivel que estas
sejam expressas em termos de grandezas fisicas ou quimicas. O Expert Committee
on Biological Standartization da Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) considera
PreparacOes Biologicas Internacionais de Referéncia como padrdes de referéncia
primarios destinados para o uso na calibragdo das atividades de padrbes de
referéncia secundarios com o objetivo de definir uma unidade acordada
internacionalmente, permitindo assim a comparacdo de medicGes biologicas
mundialmente (Partis e col., 2002).

Conforme Dybkaer e Storring (1995) em Partis e col. (2002), a Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e a Federacdo Internacional
de Quimica Clinica (IFCC) recomendam o uso da unidade SI (mol) com o0s
padrdes bioldgicos propostos pela OMS sempre que possivel. Nas situacGes onde
o mol ndo puder ser usado, estas entidades recomendam que seja feita uma
descricdo da grandeza utilizada e que uma referéncia ao padrdo e ao método
utilizado seja incluida.

No caso especifico de enzimas, estas sdo medidas, de uma maneira geral,
atraves de suas atividades cataliticas e os resultados de tais determinacdes séo
expressos em termos da quantidade de atividade presente em determinado volume
ou massa da amostra. De um modo geral, a unidade de atividade é a medida da
velocidade em que a reacdo se realiza, por exemplo, a quantidade de substrato
consumido ou a quantidade de produto formado em uma unidade de tempo. De
acordo com a Comissao de Enzimas (EC) da Unido Internacional de Biogquimica

(IUB), uma unidade de enzima — Unidade Internacional (U) — é a quantidade de
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enzima que catalisa a transformacgéo de 1 micromol de substrato por minuto, nas
condi¢des de ensaio (1 Unidade Internacional (U) = 1umol/min). Portanto, a
atividade catalitica ndo se refere a quantidade ou ao peso da enzima, porque
muitas enzimas ainda nao foram purificadas.

A atividade especifica € entendida como sendo a atividade por unidade de
peso da proteina, ou em alguns processos, por unidade de peso da biomassa que a
produziu. Nos fluidos bioldgicos, as atividades cataliticas sdo, em geral, referidas
para unidades de volume (mililitro ou litro). Por esta razdo sdo expressas em
mU/mL ou U/L (Pongcano e col., 2006). Entretanto, a IUB e a IUPAC
recomendam que a atividade catalitica seja expressa em mol/s, respeitando o Sl.
Esta unidade € denominada katal (kat). A dosagem enzimatica entdo deve ser
expressa em katal por litro (kat/L). Na pratica, utiliza-se 0 microkat (ukat) ou o
nanokat (nkat). A relacdo entre a unidade internacional (U) e a unidade catalitica

(kat), apos algumas transformacdes, é dada por:

1 U =16,67 nkat

Além das Preparacdes Biologicas Internacionais de Referéncia
recomendadas pela OMS, Férard e col.(1998) reportaram que muitos materiais de
referéncia certificados (MRC) para enzimas ja estdo disponiveis comercialmente .
A maioria destes MRC é produzida pelo Community Bureau of Reference (BCR) e
certificados através de métodos publicados pela IFCC. O custo com a produc¢éo
dos MRC é bastante alto e 0s mesmos estdo disponiveis em quantidades limitadas.
Sendo assim, outros materiais com um nivel metrolégico inferior, tais como
padrdes secundarios podem ser validados com um MRC atraves de um método
referenciado ou validado e posteriormente ser usado para validar um padrdo de
trabalho. Este Gltimo podera ser usado para determinar os valores da composi¢do
de uma amostra. Com isso, os valores podem ser obtidos com exatiddo seguindo
um protocolo bem definido envolvendo uma cadeia de rastreabilidade
(Figura 2.3).

Para a lipase, 0 BCR produz e comercializa os materiais de referéncia
BCR-693 (proveniente do suco pancreatico humano) e BCR-694 (obtida através
de técnicas recombinantes), ao custo de 75 euros por ampola contendo 1 mL de
enzima (1732 U/L e 1043 UJ/L, respectivamente). A producdo de MRC
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provenientes de outras fontes, como microrganismos, por exemplo, é entdo
justificavel, e pode ser uma alternativa mais viavel em termos de custo e

quantidade disponibilizada.

MATERIAL DE REEERENCIA CERTIFICADO
(PADRAO PRIMARIO)

< Método Referenciado ou Validado

A
PADRAO SECUNDARIO

< Método Referenciado ou Validado

v
PADRAO DE TRABALHO

A
AMOSTRA 1 AMOSTRA 2 AMOSTRA 3

Figura 2.3 - Esquema representativo da hierarquia de materiais de referéncia para a transferéncia
de exatiddo nas medicdes de enzimas. (Férard e col., 1998)

Eszt'i?nativa daincerteza de medigcéo

Além da rastreabilidade, outro aspecto metrologico € especialmente
significante em biomedicGes para garantia da confiabilidade: a incerteza da
medicdo, ja definida anteriormente. Informagdes sobre a incerteza sdo necessarias
para assegurar que as referéncias usadas séo suficientemente adequadas para o fim
a que se propdem, e também para oferecer informacdo similar ao resultado da
medicdo (EURACHEM/CITAC, 2003).

A abordagem geral para avaliar e expressar a incerteza é agquela baseada
nas recomendacdes do GUM (INMETRO, 2003a). Os componentes individuais da
incerteza devem ser identificados e demonstrados como estando sob controle, com
avaliacdo de sua contribuicdo para a variabilidade dos resultados. No caso de
ensaios biotecnoldgicos, é geralmente apropriado basear a estimativa da incerteza
somente em dados de repetitividade e reprodutibilidade. Entretanto, alguns
componentes, como por exemplo, efeito da pipetagem, pesagem e diluicdo, podem
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ser prontamente medidos e facilmente avaliados para demonstrar uma
contribuicdo muitas vezes desprezivel & incerteza total (ANVISA, 2006).

Na maioria dos casos, o mensurando ndo é medido diretamente, mas é
determinado por “N” grandezas de entrada, ou grandezas de influéncia, Xy, X, ...,

Xn, atraveés da relacao funcional:

Y =1 (Xq, X2, ...y Xn) (Equacéo 2.3)

As grandezas de entrada Xi, Xp, .., Xy, Sa0 consideradas variaveis
aleatdrias e podem ser determinadas diretamente durante a medic&o ou trazidas de
fontes externas.

Uma estimativa do mensurando (y) € obtida da Equacéo 2.3, utilizando-se
as estimativas das grandezas de entrada Xy, X, ..., Xn. A saida y é tomada como a
média aritmética de “n” determinag@es independentes de y, como também das
grandezas de entrada x;.

Se a estimativa de y € obtida usando as médias das determinacfes das

grandezas de entrada, ou de grandezas de influéncia, tem-se o0 seguinte modelo:

y = (X1, X2, ..., Xn) (Equagéo 2.4)

A estimativa do desvio padrdo associado da saida y, incerteza padrdo
combinada uc(y), é obtida a partir dos desvios padrdes estimados de cada grandeza
de entrada x;, u(x;).

Cada incerteza padrao u(x;) pode ser estimada de duas maneiras:

e avaliacdo do Tipo A, baseada num conjunto de observacdes de x;,

através de um tratamento estatistico;

e avaliacdo do Tipo B, através de outros meios que nao dependem de um
conjunto de observagoes.

Deve-se expressar todas as componentes de u(x), tipos A e B,
correspondentes a um desvio padrdo. Para isto, divide-se o valor (a;) de cada
contribuicdo de incerteza pelo seu respectivo divisor, correspondente a uma

distribuicéo de probabilidade atribuida.
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2231
Avaliacao do Tipo A da incerteza padrao

Quando sdo executadas medi¢cdes da grandeza X; sob condicGes de
repetitividade, a Equacdo 2.5 representa a avaliacdo da incerteza padrdo de uma
medicdo da grandeza X; e a Equacgdo 2.6 é a avaliagdo da incerteza padrdo da
média das “n” medigdes repetidas da grandeza X;

u(xi) = s(xi) (Equacao 2.5)
u(xi) = % (Equacdo 2.6)

2.2.3.2
Avaliacdo do Tipo B daincerteza padréo

A avaliacdo do Tipo B pode ser feita assumindo-se que X; tem uma
determinada distribuicdo e um intervalo de dispersdo. As distribuicbes mais

comuns sao retangular, triangular e normal.

Assumindo-se uma distribuicdo retangular, a incerteza padrdo é dada pela

Equacdo 2.7; no caso de uma distribuicdo triangular € dada pela Equacgéo 2.8.

u(x;) = % (Equacéo 2.7)
a, «
u(x;) = % (Equacéo 2.8)

Informacdes sobre qual destas duas distribuicdes assumir em cada caso
séo obtidas no GUM (INMETRO, 2003a).

Quando se dispde de um certificado de calibracdo, com informacgfes do
nivel da confianca e do fator de abrangéncia (k), assume-se uma distribuicédo
normal e a incerteza padréo é dada pela Equacdo 2.9, onde U(X;) é a incerteza
expandida declarada.

U(x)
k

u(x;) = (Equagéo 2.9)
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2.2.3.3
Determinacdo da incerteza padrdo combinada (u.(y))

A incerteza padrédo combinada é calculada através da Equacéo 2.10:

We(y) = z[% X U2(x) = X2 x U () (Equagio 2.10)

onde c; é o coeficiente de sensibilidade do mensurando y em relacdo a uma
grandeza de entrada X; o qual estima a variagdo do mensurando devido a uma

variacdo na grandeza de entrada , e pode ser calculado pela Equacgéo 2.11:

_a) =§ (Equacdo 2.11)

Ci
X

2234
Fator de abrangéncia (k) e nUumero de graus de liberdade efetivos

(Vef'f)

Quando séo realizadas muitas medigdes, geralmente n>30, de um mesmo
mensurando, os resultados se aproximam muito de uma distribuicdo normal.
Entretanto, como nem sempre esse numero € possivel, a aproximacdo a uma
distribuicdo normal é feita aplicando um fator (t,) de correcdo da distribuicdo t-
Student. Para se obter o fator t,, & necessario determinar o nimero de graus de
liberdade efetivo da distribuigéo.

O numero de graus de liberdade efetivos da incerteza padrdo combinada é

estimado pela Equacdo de Welch-Satterthwaite (Equacao 2.12):

_uh(y)
i (u(x;) x Ci)4

V.

(Equacgéo 2.12)

eff

onde N é a quantidade de grandezas de entrada e v; corresponde ao numero de
graus de liberdade de cada grandeza X; de entrada. Se u(x;) é obtido por meio de
uma avaliagdo do Tipo A, v, = n-1. Se u(x;) e obtido por meio de uma avaliacdo
Tipo B e pode ser tratado exatamente como conhecido, como é 0 caso na

pratica, v, —» oo.
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Uma vez determinado o nimero de graus de liberdade efetivo obtém-se o
valor do fator de abrangéncia (k= t,) através da tabela de distribuigdo t-student

para o nivel da confianca p desejado, geralmente 95,45%.

2.2.35
Determinacéo da incerteza expandida (U)

A incerteza pode ser expressa em termos de incerteza padrdo combinada,
u.(y), ou de incerteza expandida; neste caso o fator de abrangéncia também deve

ser expresso. Entéo, a incerteza expandida (U) é dada pela Equacéo 2.13.

U =ku_(y) (Equacdo 2.13)

Apdbs serem calculados o valor do mensurando y e sua incerteza expandida
U, 0s mesmos deverdo ser declarados, por exemplo: y +U, complementados com
informacdes sobre o valor do fator de abrangéncia k e seu respectivo nivel da
confianca. As incertezas sdo geralmente expressas bilateralmente em termos da

unidade do mensurando ou de forma relativa.

%glulas de Yarrowia lipolytica

Leveduras ndo-convencionais — capazes de crescer tanto como levedura
como em forma de hifas, dependendo das condi¢Oes de cultivo — tém sido
estudadas h& muitos anos, incluindo as espécies Pichia pastoris,
Schizosaccharomyces pombe, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis,
Schwanniomyces occidentalis e Yarrowia lipolytica conforme reportado por
Buckholz e Gleeson (1991) em Fickers e col. (2005). Entre estas, Yarrowia
lipolytica foi reconhecida como uma das leveduras mais atrativas, devido a grande
versatilidade de aplicacdes (Muller e col., 1998).

Yarrowia lipolytica é uma levedura do Tipo Ascomiceto, pertencente a
familia Dipodascaceae. Diferente de outras leveduras como Candida albicans e
Candida tropicallis, ndo é considerada patogénica pela American Food and Drug
Administration (FDA) (Holzschu e col., 1979 em Fickers e col., 2005). A espécie

é aerdbica estrita e a maioria das cepas é incapaz de crescer em temperaturas
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acima de 32 °C. Em sua revisao sobre Yarrowia lipolytica, Fickers e col. (2005)
citaram que esta levedura pode ser isolada de substratos ricos em lipideos e
proteinas tais como leites e seus derivados (Vasdinyei e Deék, 2003, Suzzi e col.,
2001) ou linguicas (Gardini e col., 2001), aléem do solo, esgoto e ambientes
poluidos com 6leo (Kim e col., 1999, Zinjarde e Pant, 2002).

Em meados dos anos 60, o interesse por Yarrowia lipolytica era em fungéo
de sua habilidade de utilizar substratos hidrofébicos, especialmente alcanos, para
producdo de proteinas unicelulares (SCP — “single-cell protein”). Além disso, a
producdo de metabodlitos intermedidrios, como &cido citrico e 4cido
o-cetoglutarico resultou em amplo cultivo em fermentadores usados em larga-
escala (Finogenova e col., 2005).

No final dos anos 90 muitos grupos iniciaram estudos de dimorfismo,
devido ao fato das celulas de Yarrowia lipolytica serem capazes de crescer tanto
como leveduras como em forma de hifas dependendo das condi¢des de
crescimento (Herrero e col., 1999).

O desenvolvimento de ferramentas genéticas e a observacdo de que esta
levedura era capaz de expressar e secretar proteinas como proteases, lipases,
esterases e RNases, desencadeou uma série de estudos de secrecdo de proteinas
nos laboratérios de Gaillardin (Franca), Ogrydziak (EUA) e Pfizer (EUA) e mais
tarde pelo grupo de Dominguez (Espanha). Estes grupos sugeriram que Yarrowia
lipolytica poderia ser uma alternativa para a producdo de proteinas heterélogas
(Fickers e col., 2005, Barth e Gaillardin, 1997). Nicaud e col. (2002) também
reportaram que o grande nimero de marcadores genéticos disponiveis nesta
levedura permite o desenvolvimento de eficientes sistemas de producdo de
proteinas heterologas.

Além da producdo de proteinas heterdlogas, de metabdlitos importantes, e
de estudos de dimorfismo, células de Yarrowia lipolytica também tém sido usadas
em processos de bioconversdo em industrias quimicas e de alimentos,
biotransformacdao de esterdides, producdo de aroma e degradacao de rejeitos, entre
outras (Mauersberger e col., 2001 e Scioli e Vollaro, 1997 em Alonso e col.,
2005).
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2.4
Lipases

24.1
Definicdo, estrutura e caracteristicas

Lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) s&o enzimas que catalisam a
hidrélise de triacilglicerdis em diacilglicerol, monoacilglicerol, acidos graxos
livres e glicerol (Saxena e col., 2003a) na interface agua-lipideo (Figura 2.4). Na
auséncia de agua ou em condi¢Ges microaquosas, catalisam a reacdo reversa de

sintese (Kaushik e col., 2006), entre outras (Figura 2.5).

I 7 ki

. |
] E H 1 O—C—Ry +H20 H—C—OH RqCOOH

2—C—0—CH _
HE=H +  R2COOH

H=¢=0—C¢—Rs  -H20 H—G—OH
H ,L R3COOH
triacilglicerol glicerol acidos graxos

Figura 2.4 - Reacdo da acao catalitica de lipases (Jaeger e Reetz, 1998)

As estruturas tridimensionais das lipases de Rhizomucor miehei e da lipase
pancreética humana foram determinadas em 1990 e desde entdo outras estruturas
de lipases microbianas tém sido determinadas (Jaeger e Reetz, 1998).

Todas as lipases cujas estruturas tridimensionais sdo conhecidas pertencem
a classe das o/f hidrolases. Juntamente com outras hidrolases, contém um
dominio central composto por uma e até oito diferentes folhas 3 conectadas a seis
a-hélices. O sitio ativo, constituido por uma triade catalitica composta por serina
(S), glutamato (E) ou aspartato (D), e histidina (H) (Schmidt-Dannert, 1999), é
freqlientemente protegido por uma “tampa” em a-hélice, composta
principalmente por residuos hidrofébicos. O movimento da estrutura que compde
a tampa confere as lipases pelo menos duas conformacgdes distintas, sendo a
primeira denominada “fechada” ou menos ativa pelo ndo deslocamento da tampa
em meios aquosos e a segunda denominada *“aberta” ou mais ativa, pelo
deslocamento da tampa na presenca de substratos hidrofobicos
(Petkar e col., 2006).
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Figura 2.5 - Representacéo esquematica das reacgdes catalisadas por lipases (Heizir e col., 2004)

A Figura 2.6 apresenta a estrutura tridimensional da lipase de
Pseudomonas aeruginosa. Nesta figura, as folhas 3 sdo representadas pelas setas
vermelhas e as a-hélices como espirais (azuis e amarela); a espiral amarela é a
“tampa” que cobre o sitio ativo. Os residuos que formam a triade catalitica do
sitio ativo (S82, D229 e H251) também séo representados.

A elucidagdo das estruturas tridimensionais destas enzimas permitiu o
reconhecimento de que lipases de diferentes origens apresentam diferentes sitios

de ligacdo, o que explica as diferentes especificidades (Schmidt-Dannert, 1999).
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Jaeger e Reetz (1998) também reportaram que as diferengas de tamanho e
polaridade destes sitios determinam a preferéncia pelo substrato apresentada por

estas enzimas.

C terminal N terminal

Figura 2.6 - Estrutura da lipase de Pseudomonas aeruginosa. (Jaeger e Reetz, 1998)

2.4.2
Aplicacbes

O interesse industrial nas lipases microbianas deve-se principalmente a
diversidade em suas propriedades enzimaticas, versatilidade de aplicacBes e
relativa facilidade de producéo. Outros fatores que tornam estas enzimas atrativas
do ponto de vista comercial podem ser citados (Hasan e col., 2006):

e Muitas lipases sdo ativas em condicbes ambientes ou em baixas

temperaturas, 0 que permite seu uso em condi¢cdes mais brandas,
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reduzindo assim a degradagéo de produtos formados, o que geralmente
ocorre em altas condi¢cOes de temperatura e pressao;

e Devido a especificidade, a formacdo de produtos indesejaveis, que
normalmente ocorre nos processos convencionais, € reduzida ou

eliminada;

e A maior estabilidade apresentada pelas enzimas de microrganismos
termoestaveis, livres e/ou imobilizadas, permite, por exemplo, 0 uso
em reatores com temperaturas maiores que 70 °C por periodos de

tempo prolongados.

AplicagGes promissoras de lipases sdo encontradas em processos
organicos, formulacdo de detergentes, sintese de biosurfactantes, industria
6leoquimica, industria de laticinios, industria agroquimica, manufatura de papel,
nutricdo, cosméticos e processos farmacéuticos (Sharma e col., 2001). Segundo
Liese e col. (2000), o desenvolvimento de tecnologias baseadas no uso de lipases
para a sintese de novos compostos esta estimulando ainda mais o uso destas
enzimas.

Algumas aplicagdes comerciais de lipases séo apresentadas na Tabela 2.1.

A maior aplicagdo comercial da atividade hidrolitica das lipases é na
industria de detergentes, constituindo cerca de 32% do total de vendas. Estima-se

que 100 toneladas de lipases sdo adicionadas em aproximadamente 13 bilhdes de

toneladas de detergentes produzidos a cada ano (Jaeger e Reetz, 1998).

Quantidades menores, mas significativas, sdo usadas em transformacoes
oleoquimicas (Bornscheuer, 2000). Considerando a possibilidade da obtencéo de
produtos especificos de alto valor agregado, este tipo de processo pode tornar-se
viavel economicamente. Alguns exemplos destes produtos sdo: astaxantina
(corante de alimentos), acido 4-hidroxidecandico (precursor na sintese de
aromas), éster y-decalactona (sabor de frutas), acidos dicarboxilicos (industrias de
pré-polimeros) e &cidos graxos polinsaturados (PUFAS) do tipo dmega-3 e 6mega-
6, a partir da hidrolise de 6leos marinhos por lipases ndo especificas (Sharma e
col., 2001). Os é&cidos mais importantes, contidos nos 6éleos marinhos, sdo 0s
eicosapentaendico (EPA) e docosaexaendico (DHA), que apresentam aplicacBes

terapéuticas no tratamento de enfermidades inflamatdrias auto-imunes e doengas


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0511090/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0511090/CA

Tabela 2.1 — Algumas aplicagBes comerciais de lipases microbianas (Heizir e col., 2004)

47

Setor Funcéo Produto
Alimenticio
Laticinios Hidrolise da gordura do leite Agente aromatizante para
manufatura de produtos
lacteos
Panificagéo Melhoria do sabor/qualidade, Confeitos e bolos
prolongamento do tempo de
prateleira
Bebida Melhoria do aroma e aceleragédo Bebidas alcoolicas
da fermentacéo, por remocéo de
lipideos
Processamento  Melhoria da qualidade do ovo por Maionese, molhos e cremes

de derivados do

hidrolise dos lipideos

ovo

Processamento  Transesterificacdo de 6leos Oleos e gorduras modificadas

de 6leos naturais, hidrolise de 6leos (substitutos da manteiga de
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cardiovasculares, e ndo podem ser obtidos por métodos convencionais de
aquecimento sem sofrer uma decomposicao substancial. Da mesma forma, o acido
y-linolénico, um importante produto nutricional encontrado em sementes
oleaginosas, pode ser obtido pela hidrélise catalisada por lipases sob condi¢Ges
moderadas de temperatura (Masson e col., 2000).

A hidrolise seletiva da gordura do leite € um outro exemplo de aplicacdo
potencial de lipases. Segundo Balcdo e Malcata (1998), o declinio do consumo
per capita de gordura de leite em diversos paises, e a demanda por leite e
derivados com menor teor de gordura tém aumentado a necessidade e o interesse
do setor industrial em encontrar alternativas para o uso desta gordura.
Hidrolisados deste tipo tém sido extensamente utilizados em cereais, molhos,
aperitivos e assados em geral (umexemplo classico é ouso em pipocas),
resultando em produtos com melhor aroma e maior aceitabilidade pelos
consumidores. A adicao desses hidrolisados aos alimentos confere uma variedade
de efeitos organolépticos e é dependente da quantidade empregada. A lipase é
responsavel pela formagcdo do aroma distinto no preparo de queijos do tipo
Cheddar, para produzir substitutos de manteiga, aroma de queijo e outros aditivos
usados na manufatura de cereais, balas, aperitivos e bolos. Em niveis baixos,
nenhum aroma de &cido graxo livre no alimento é detectavel; conforme o teor
dessa adicdo é aumentado, um aroma semelhante a manteiga comeca a ser
detectado e, em presenca de elevados niveis, o aroma sugere queijo (Balcdo e
Malcata, 1998). As caracteristicas dos hidrolisados dependem da fonte da lipase
utilizada (Heizir e col., 2004), sendo adequadas as enzimas oriundas do leite
(lipase lipoprotéica), pancreas (lipase pancreéatica), fungos (Aspergillus niger,
Geotrichum candidum, Penicillium roquefortii) e bactérias (Achromobacter
lipolyticum, Pseudomonas fluorences).

A aplicacdo de lipases tem sido também preconizada na degradagédo
biol6gica e remocdo de carga lipolitica de efluentes industriais gerados em
frigorificos, abatedouros, industrias de alimentos e laticinios em geral. Estas
industrias produzem um elevado teor de residuos liquidos e solidos, com odores
desagradaveis, que prejudicam intrinseca e extrinsecamente as unidades
industriais. Além disso, esses residuos contém elevados valores de demanda
bioquimica e quimica de oxigénio (DBO e DQO), tendo em vista que o conteido

de gorduras aumenta a concentracdo de matéria organica (Lie e Molin, 1991).
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Neste contexto, processos alternativos que visam a recuperagdo ou diminuicdo da
carga de gorduras de efluentes sdo de extremo interesse para a inddstria. Um
tratamento preliminar desses efluentes por meio da acéo das lipases reduz o teor
de lipideos, o diametro das particulas de gorduras em até 60% e o tempo de
residéncia do efluente nas lagoas de estabilizagéo (Leal e col., 2002).

Uma outra area de grande importancia na qual as lipases podem contribuir
de forma significativa é a sintese industrial de enancidmeros puros, incluindo
farmacos quirais antinflamatdrios tais como naproxeno (Xin e col., 2001) e
ibuprofeno (Arroyo e col., 1999), agentes antihipertensivos (captopril, enalapril e
zofenapril) e bloqueadores de canais de calcio (diltiazem). As lipases sdo usadas
na sintese destes farmacos (Berglund e Hutt, 2000).

Novas perspectivas para a aplicacao de lipases incluem a biodegradacéo de
plasticos, tais como polihidroxialcanoatos (PHA) e policaprolactona (PCL), a
utilizacdo como biosensores (Reetz, 2002) e a producdo de biodiesel (Du e col.,
2004).

Lipases termoestaveis

Enzimas termoestaveis podem ser obtidas a partir de microrganismos
mesofilos (25 — 40°C) e termofilos (45 - 60°C) (Kumar e col., 2005, Saxena e
col., 2003b); e mesmo microrganismos psicrofilos (0 °C) podem produzir tais
enzimas (Hasan e col., 2006). Algumas lipases termoestaveis ja foram isoladas de
diferentes fontes como P. fluorescens (Kojima e col., 1994), Bacillus sp. (Sidhu e
col., 1998), B. coagulans (El-Shafei e Rezkallah, 1997), Aeromonas sobria
(Macedo e col., 1997) e Geotrichum sp. (Lotrakul e Dharmsthiti, 1997).

A importancia de lipases termoestaveis para diferentes aplicacGes tem
crescido rapidamente. O principal interesse nestas lipases esta no fato das mesmas
apresentarem altas atividades em temperaturas elevadas e estabilidade em
solventes orgéanicos (Niehaus e col., 1999). Biocatalisadores termoestaveis
permitem operagdes em altas temperaturas, 0 que é altamente vantajoso devido a
alta reatividade, alta estabilidade, altos rendimentos, baixa viscosidade e poucos
problemas de contaminacdo (Hasan e col., 2006). Devido & estas caracteristicas,

as lipases termoestaveis apresentam consideravel potencial para interessantes
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aplicacbes biotecnologicas e industriais, como a sintese de biopolimeros e
biodiesel, entre outras (Haki e Rakshit, 2003).

Kumar e col. (2005) isolaram uma lipase termoestavel a partir de uma
bactéria, Bacillus coagulans. Esta enzima apresentou atividade de 1,16 U/mL em
48 horas a 55 °C e pH 8,5, utilizando 6éleo de mostarda como fonte de carbono e
uma mistura (1:1) de peptona e extrato de Iévedo como fonte de nitrogénio.

Outra lipase termoestavel, obtida a partir de um fungo, Aspergillus
carneus, foi purificada por Saxena e col. (2003b). Tal enzima apresentou
estabilidade na faixa de pH entre 8,0 e 10,0 por 24 horas e a 70 °C por 5 minutos.
Também foram observadas altas atividades na presenca de solventes organicos
polares e apolares como metanol, propanol 30%, benzeno, tolueno e hexano.

A termoestabilidade de uma lipase pode estar relacionada com a sua
estrutura, conforme observaram Zhu e col. (2001). Os autores reportaram que tal
caracteristica é influenciada por fatores do meio como pH e presenca de ions
metalicos. Também foi observado que mutagdes na tampa que recobre o sitio
ativo podem afetar significativamente a termoestabilidade da enzima (Zhu e col.,
2001).

A estabilidade térmica de muitas lipases pode ainda ser significativamente
aumentada pela imobilizacdo (Hiol e col., 2000). Lipases de Candida antarctica ,
por exemplo, nas formas livre e imobilizada apresentaram-se diferentes quanto a

inativacdo em altas temperaturas (Arroyo e col., 1999).

2.4.3
Producéo e purificacéo

Enzimas capazes de hidrolisar triglicerideos tém sido estudadas ha mais de
300 anos e a capacidade de lipases de catalisar a hidrdlise e a sintese de ésteres foi
reconhecida h& aproximadamente 70 anos atrds. Estas enzimas eram
tradicionalmente obtidas a partir do pancreas de animais e usadas como auxiliares
na digestdo humana. O interesse inicial nas lipases microbianas surgiu devido a
dificuldade em obter o material pancreatico de animais (Hasan e col., 2006).
Atualmente a maioria das lipases produzidas sdo obtidas a partir de fungos e
bactérias, embora também possam ser derivadas de fontes vegetais e ainda de

animais (Sharma e col., 2001).
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Lipases produzidas por microrganismos sdo geralmente mais utilizadas
devido a grande variedade de propriedades, aos altos rendimentos alcangados, a
facilidade de manipulacdo genética, ao fornecimento regular j& que ndo héa
variaches sazonais e ao rapido crescimento dos microrganismos em meios
relativamente baratos. Além disso, as lipases microbianas sdo geralmente mais
estaveis que aquelas obtidas a partir de animais e vegetais (Hasan e col., 2006).

Segundo Mahadik e col. (2004), os fungos sdo reconhecidos como as
melhores fontes de lipases e usados preferencialmente para aplica¢fes industriais,
especialmente na industria de alimentos. As lipases produzidas por este tipo de
microrganismo geralmente séo extracelulares, facilitando a extragdo do meio de
fermentacdo (Beys Silva e col., 2005). Entre os fungos produtores de lipases
podemos citar Aspergillus niger (Ellaiah e col., 2004), Rhizopus arrhizus (Lin e
col., 2006), Antrodia cinnamomea (Lin e col., 2006) e Penicillium restrictum
(Gombert e col., 1999 ).

Leveduras como Candida cylindracea (Kamiya e Gotto, 1998), Yarrowia
lipolytica (Alonso e col., 2005), Saccharomycopsis lipolytica (Tahoun e col.,
1985) e Rhodotorula glutinis (Papaparaskevas e col., 1992) também tém sido
reportadas como boas produtoras de lipases. A Tabela 2.2 apresenta algumas
lipases que podem ser obtidas comercialmente a partir de microrganismos.

A producdo de lipases depende de muitas varidveis, tais como tipo e
concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio, concentracdo do indutor,
concentracdo do indculo, temperatura, pH, condigdes de agitacdo e aeracdo, entre
outros (Elibol e Ozer, 2002). Muitos estudos tém sido feitos para definir o meio de
cultura mais adequado em fermentacGes submersas e solidas (Sharma e col.,
2001). Sabe-se que tanto o tipo de fermentacdo quanto o biorreator influem na
produtividade (Rodriguez e col., 2006).

O uso de células manipuladas geneticamente na producdo de lipases
também tem sido reportado, com o objetivo de melhorar o rendimento e produzir
enzimas com caracteristicas de interesse (Hasan e col., 2006). Adicionalmente, 0s
produtos de origem microbiana, inclusive as lipases, podem ser obtidos a partir de
células imobilizadas (Ellaiah e col., 2004, Hemachander e col., 2001).

A seguir serdo discutidos alguns aspectos relevantes da producdo de

lipases.
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Tabela 2.2 — Algumas lipases microbianas disponiveis comercialmente (Sharma e col., 2001)

Tipo Fonte Empresa(s)

Fungo/Levedura C. rugosa Amano, Biocatalysts, Boehringer

Mannheim, Fluka, Sigma

C. antarctica Boehringer Mannheim, Novo
Nordisk

T. lanuginosus Boehringer Mannheim, Novo
Nordisk

R. miehei Novo Nordisk, Biocatalysts, Amano

Bactéria Burkholderia cepacia  Amano, Fluka, Boehringer

Mannheim

P. alcaligenes Genencor

P. mendocina Genecor

Ch. viscosum Asahi, Biocatysts

2431
Fermentacao

Fermentacéo submersa

A fermentacdo submersa é caracterizada pela utilizacdo de um meio
fermentativo liquido, com nutrientes soluvéis. Este processo tem como vantagens
a facilidade de controle de pardmetros como aeracéo, agitacdo, pH, temperatura e
a possibilidade de automacao. A maior probabilidade de contaminacéo, pela maior
quantidade de agua, € um inconveniente do processo. Outra limita¢do é quando a
enzima produzida é extracelular, obtendo-se uma preparacdo mais diluida, sendo
necessaria a inclusdo de uma etapa de concentragdo mais trabalhosa no processo
de purificacdo (Alonso, 2001). Este tipo de fermentacdo pode ser realizado em
frascos agitados, fermentadores de bancada ou fermentadores em escala industrial.

Rathi e col. (2001) reportaram a influéncia de alguns pardmetros na
producéo de lipases por Burkholderia cepacia. A produgédo geralmente é induzida
por fontes de lipideos. Entre os dezesseis Oleos usados, o 6leo de mostarda
(1% v/v) forneceu maior atividade (34 U/mL) a 50 °C, pH 7,0 e sob agitacédo de
250 rpm. A atividade enzimética aumentou cerca de trés vezes com a adicdo de

1% (m/v) de glicose ao meio durante a fermentacdo. Os autores observaram
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também que, para este microrganismo, a adicdo de nitrogénio, seja de fontes
organicas ou inorgéanicas, ndo afeta a producéo significativamente.

Para a lipase de Acinetobacter radioresistens (Chen e col., 1998), as
melhores condi¢bes de fermentacdo reportadas foram pH 7,0, temperatura de
30 °C, sob agitacdo de 400 rpm e uma combinacédo de 0,1% (m/v) de dleo de oliva
com 1,5% (m/v) de n-hexadecano como fonte de carbono. Observou-se que a
presenca de n-hexadecano aumenta a estabilidade da enzima, protegendo-a da
degradacdo pelas proteases também produzidas. Como fonte de nitrogénio,
utilizou-se NH4CI (1 g/L).

Burkert e col. (2004) observaram que os melhores meios para a producéo
de lipase por Geotrichum sp. eram compostos de (a) nitrato de aménio (2,1-2,5%),
“corn steep liquor” (13-15%) e Oleo de soja (0,6%), e (b) nitrato de amdnio
(0,8-1%), “corn steep liquor” (13-15%) e 6leo de oliva (0,6%). As atividades
obtidas foram 20 U/L e 17 U/L, respectivamente, para os meios (a) e (b). A
temperatura de 30 °C foi reportada como 6tima. A fermentacédo foi conduzida em
agitador a 120 rpm.

Para uma lipase extracelular de Metarhizium anisopliae, Beys Silva e col.
(2005) obtiveram atividade especifica maxima (108 U/mg) em meio contendo
6leo de oliva 2% (m/v) e peptona 0,5% (m/v). A melhor temperatura para a
producédo reportada foi 32 °C, em pH 7,2 e 150 rpm em agitador.

Aspergillus carneus produz uma lipase extracelular com atividade de
13 U/L em agitador a 200 rpm, pH 8,0 e temperatura de 37 °C (Kaushik e col.,
2006). A composicdo 6tima do meio foi glicose (0,8% m/v) e peptona
(0,8% miv).

A combinacdo dos efeitos da concentracdo inicial de glicose (fonte de
carbono) e 6leo de milho (indutor) foi investigada por Elibol e Ozer (2002)
utilizando células de Rhizopus arrhizus. As concentracBes 6timas reportadas
foram 1,0 e 3,3 g/L de glicose e 6leo de milho, respectivamente, em agitador a
150 rpm e 30°C. Extrato de lévedo (2 g/L) foi utilizado como principal fonte de
nitrogénio. O pH do meio foi ajustado inicialmente para 6,0 e a atividade
alcancada foi de 370 U/L. Os autores também verificaram que a glicose tem efeito
repressor na producao da lipase em concentracdes maiores que 1,0 g/L.

Células de Yarrowia lipolytica 681 foram utilizadas por Corzo e Revah

(1999) para a producdo de lipase extracelular. Os autores observaram que Oleo
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de oliva e 6leo de milho eram os melhores indutores e também fontes de carbono
para a producdo de biomassa e da enzima, apresentando as maiores atividades
(25,3 U/L e 25,0 U/L, respectivamente).

Uma atividade de 66 U/L foi observada para a lipase produzida por
Cryptococcus sp. S-2 (Kamini e col., 2000) em meio contento 1% de trioleina e
1% de extrato de lévedo, a 25 °C e pH 5,6. Os autores reportaram que 6leo de
sardinha era um bom indutor para a producdo (50 U/L), podendo ser usado
efetivamente em substituicdo a trioleina, diminuindo o custo do processo, por ser
uma opg¢ao mais barata. A fermentacao foi conduzida em agitador a 100 rpm.

A producéo de lipase por Candida sp. 99-125 foi descrita por He e Tan
(2006). A fermentacdo foi conduzida em biorreator de 5 litros e em agitador de
bancada, ambos a 26°C, pH entre 6,0 e 7,0 e 220 rpm. Como principais fontes de
carbono e nitrogénio foram utilizados, respectivamente 6leo de soja (4,2% m/v) e
farinha de soja (5,8% m/v). As condi¢bes 6timas forneceram atividades de
6230 U/L para a conducdo em agitador e 9600 U/L para o biorreator.

Muralidhar e col. (2001) compararam duas fontes de carbono diferentes
(glicose e 6leo de oliva) para a producdo de lipases por células de Candida
rugosa. O melhor rendimento (47 U/L) foi obtido com 34 g/L de 6leo de oliva, a
27 °C, pH 6,5 e 160 rpm em agitador.

Fermentacédo solida

A fermentacdo solida envolve o crescimento e o metabolismo de
microrganismos em substratos sélidos com baixas percentagens de agua (Mahadik
e col., 2002). Esta técnica apresenta inimeras vantagens em relacdo a submersa,
tais como uso de equipamentos menos complexos, biorreatores mais compactos
devido ao pouco volume de &gua, pouco espaco necessario para a fermentacéo,
meios de cultura mais simples, baixa demanda de energia, baixo custo operacional
e rendimentos superiores (Mahadik e col., 2002, Rodriguez e col., 2006). Além
disso, a menor probabilidade de contaminacdo e a obtencdo de preparagdes
enzimaticas mais concentradas também sdo caracteristicas vantajosas (Alonso,
2001). Este tipo de fermentacdo se torna economicamente interessante para paises
com abundancia de biomassa e residuos agroindustriais, que podem ser usados

como matéria-prima barata (Gombert e col., 1999). Entretanto, algumas
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limitacOes sdo observadas como poucas opcGes de microrganismos capazes de
crescer em condicdes restritas de agua, além da dificuldade no controle e
monitoramento dos parametros citados anteriormente (Mahadik e col., 2002).
Adicionalmente, a extracdo de produtos em meios solidos é uma operacdo critica
e a eficiente recuperagdo ¢ essencial para a viabilidade do processo (Rodriguez e
col., 2006).

Fungos sdo facilmente cultivaveis em fermentacdo solida (Rodriguez e
col., 2006). Kamini e col. (1998) estudaram a producao de lipases de Aspergillus
niger usando uma massa de Oleo de gergelim como substrato, obtendo uma
atividade de 363 U/g de substrato seco ap6s 72 horas de cultivo.

Christen e col. (1995) investigaram a possibilidade de se obter lipase com
Rhizopus delemar em uma resina polimérica (Amberlite). A atividade lipasica
obtida foi 96 U/g de substrato seco, sendo superior aquela obtida anteriormente
em fermentacdo submersa (14 U/mL).

Rao e col. (1993) otimizaram a producéo de lipases por Candida rugosa e
observaram que a razdo carbono/nitrogénio (C/N) do meio reacional € um
importante pardmetro para a atividade lipasica, estando o 6timo na faixa entre 9,0
e 9,5.

Rivera-Mufioz e col. (1991) compararam a producdo de lipase por
Penicillium candidum em fermentacGes sélida e submersa, verificando a
superioridade do processo solido.

Gombert e col. (1999) reportaram a producdo de lipases a partir de células
de Penicillium restrictum usando residuo sélido de éleo de babagu como nutriente
basico. A atividade lipasica maxima (30 U/g de peso seco inicial) foi obtida apds
24 horas de cultivo.

Células de Rhizopus homothallicus foram cultivadas para producdo de
lipase em fermentacdo solida usando bagaco de cana-de-agUcar como suporte
(Rodriguez e col., 2006). Obteve-se 826 U/g de peso seco inicial apos 12 horas de

incubacao.
2.4.3.2
Producéo de lipases por Yarrowia lipolytica

Como citado em Yu e col. (2006), a secrecdo de lipases por Yarrowia

lipolytica foi descrita primeiramente por Peters e Nelson (1948), os quais
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observaram uma Unica atividade com pH 6timo na faixa de 6,2 a 6,5.
Posteriormente, Ota e col. (1982) reportaram atividade lipasica extracelular em
culturas suplementadas com fracOes protéicas derivadas de gréos de soja e duas
lipases ligadas a célula, 1 (39 kDa) e Il (44kDa). A lipase extracelular requereu
acido oleico como ativador, ao contrério das formas ligadas a célula (Yu e col.,
2006). Kuno e Ota (1996) purificaram uma lipase extracelular (39 kDa) e
determinaram a sequéncia N-terminal de aminoéacidos.

Estudos preliminares com seis diferentes leveduras, usando 6leo de oliva
como indutor, mostraram que a producdo de uma lipase extracelular por Yarrowia
lipolytica 681 foi maior que a produgdo por Yarrowia lipolytica 179, Candida
rugosa ATCC 14830 e Candida utilis CDBBC245 (Corzo e Revah, 1999).

O mecanismo de producdo de lipases por células de Yarrowia lipolytica
(Figura 2.7) foi proposto por Pereira-Meirelles e col. (2000). No inicio do cultivo
(Figura 2.7a), observa-se somente a presenca de um nivel basal de lipase. A
producdo da lipase € iniciada, induzida pela grande quantidade de lipideos no
meio de cultura. As moléculas da enzima sdo direcionadas para a superficie da
célula (Figura 2.7b), onde permanecem preferencialmente até que
aproximadamente 50% do substrato seja consumido (Figura 2.7c). A lipase
comeca entdo a ser liberada para o meio de cultura (Figura 2.7d) e continua
durante a segunda fase exponencial de crescimento (Figura 2.7e). A atividade
lipasica extracelular maxima é obtida durante a fase estacionaria de crescimento.
Ao final da fermentacdo, na fase estacionéria tardia de crescimento, somente a
lipase basal permanece no interior da célula (Figura 2.7f).

Através deste esquema € possivel entender o mecanismo da producéo de
lipases por Yarrowia lipolytica e que certamente pode diferir do mecanismo
proposto para outros microrganismos (Montessinos e col., 1995, Hooker e col.,
1997).

2.4.3.3
Purificacao

A maioria das aplicagbes comerciais ndo requerem preparagoes

homogéneas de lipases; entretanto, um certo grau de pureza muitas vezes
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Figura 2.7- Mecanismo de producéo de lipases por células de Yarrowia lipolytica
(Pereira-Meirelles e col., 2000). (a) Lipase basal (b) Inicio da producgédo e deslocamento da enzima
para a superficie (c) Localiza¢do da enzima predominantemente na superficie (d) Inicio da
liberagdo da enzima (e) Liberagdo da enzima (f) Célula contendo lipase basal.

possibilita melhores rendimentos e 0 uso mais eficiente da enzima. Preparacdes
purificadas de lipases sdo necessarias em industrias onde a enzima sera utilizada
na biocatalise de reacGes com vistas a obtencdo de produtos farmacéuticos,
cosméticos e quimica fina. Além disso, a purificacdo permite a determinagdo da
sequéncia primaria de aminoacidos e, mais recentemente, a determinacdo da

estrutura tridimensional de enzimas (Saxena e col., 2003a).
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Os métodos de purificagdo mais utilizados empregam técnicas como
precipitacdo, cromatografia de interacdo hidrofébica, filtracgdo em gel e
cromatografia de troca idnica. A cromatografia de afinidade tem sido utilizada em
alguns casos para reduzir o numero de etapas necessarias a purificacdo (Sharma e
col., 2001). Os principais inconvenientes das estratégias de purificacdo
tradicionais incluem baixos rendimentos e periodos de tempo muito longos.
Tecnologias alternativas como processos com membranas, sistemas aquosos
bifasicos e imunopurificacdo estdo sendo preferencialmente usadas. Hoje, cada
vez mais as industrias optam por técnicas baratas, rapidas, que fornecam altos
rendimentos e vidveis em processos de larga escala (Saxena e col., 2003a).

A Tabela 2.3 apresenta alguns métodos reportados para a purificacdo de

lipases de diferentes microrganismos.

é:f:cgéo e medicao da atividade lipasica

Muitos métodos estdo disponiveis para a medicdo da atividade lipasica em
preparacdes brutas ou purificadas. A maioria destes metodos baseia-se no
principio de aparecimento de um produto simultaneamente ao consumo de um
substrato (Thomson e col., 1999).

Geralmente a atividade lipasica é determinada com triacilglicerdis de
cadeias longas como substrato, sendo a trioleina o mais comum deles
(Papaparaskevas e col., 1992). A trioleina pode ser considerada um substrato ideal
pois apresenta-se na forma liquida na temperatura de ensaio, o que facilita a
emulsificacdo. Alternativamente, éleo de oliva, o qual deve ser purificado
previamente em coluna de alumina neutra para a remocao de acidos graxos, pode
ser usado como um substituto econdmico para a trioleina (Jensen, 1983). A
emulsificacdo do substrato antes do ensaio é de extrema importancia, j& que a taxa
de reagdo da lipase varia diretamente com a &rea interfacial disponivel para a
enzima (Hadeball, 1991).

A atividade lipasica pode ser determinada atraves de diversas metodologias, tais
como: titulacdo dos &cidos graxos produzidos, conhecido como método
titulométrico (Dellamora-Ortiz e col., 1997); determinacdo pontenciométrica dos
acidos graxos liberados (Schmidt-Dannert, 1999); medicdo de halos de hidrélise

dos substratos em placas (Pereira-Meirelles e col., 1997); espectrofotometria de
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Tabela 2.3 — Métodos empregados para purificagdo e caracteristicas de algumas lipases microbianas (Adaptado de Saxena e col., 2003a)

Rendimento (%0)/ Peso
Tipo Microrganismo Etapas de purificacéo Fator de purificacdo molecular  Referéncia
(kDa)

Bactéria Pseudomonas particdo bifésica 76/24 60 Terstappen e col.,
cepacia 1992
Antrodia precipitacdo com sulfato de aménio e cromatografia em DEAE- 33,7/17,2 60 Shu e col., 2006
cinnamomea Sepharose
Bacillus desintegracgdo celular, precipitacdo por calor, cromatografia de troca 31,2/n.d. 16 Schmidt-Dannert e
thermocatenulatus ibnica e cromatografia de interacdo hidrofébica col., 1996

Fungo Rhizopus delemar cromatografia de afinidade seguida de filtracdo em gel 30/10,3 30,3 Haas e col., 1992
Penicillium precipitacdo com sulfato de aménio, cromatografia de troca aniénicae  27/1380 11 Isobe e col., 1988
cyclopium cromatografia de adsor¢do em hidroxiapatita
Fusarium globulosun  ultrafiltracdo, precipitagdo com acetona e cromatografia hidrofébica 31/29 n.d. Saxena e col.,

2003a
Levedura Candida rugosa extracdo com etanol e cromatografia de troca anibnica de alta 18, n.d. 58 Veeraragavan e
resolucdo Gibbs, 1989

Yarrowia lipolytica precipitacdo com sulfato de aménio e cromatrografia de troca ibnica 18/2 30 Martins, 2001
Trichosporon precipitacdo com sulfato de amonio e filtragdo em gel n.d./n.d. 37 Dharmsthiti e

asteroides

Ammaranond,
1996

(n.d. = ndo demonstrado)
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absorcédo (Pereira-Meirelles e col., 2000); turbidimetria (Thomson e col., 1999); quantificacdo
de radioatividade (Jaeger e col., 1994); cromatografia (Jaeger e col., 1994); fluorimetria
(Jaeger e col., 1994).

Dentre o0s métodos citados anteriormente, os mais utilizados s& o0 método
titulométrico e 0 metodo espectrofotométrico de absor¢do. Os demais métodos sdo menos
utilizados, provavelmente por utilizarem equipamentos ou reagentes mais caros ou por serem
muito demorados (Martins, 2001).

O uso de biosensores para medicdo da atividade lipasica foi reportado por Starodub
(2006). Segundo o autor em sua revisao, a utilizacdo de instrumentos baseados no principio de
biosensores pode conduzir a medi¢do em tempo real, automacéo dos ensaios, a simplicidade
da analise, ao aumento da sensibilidade e a diminuicdo do tempo de ensaio. Para determinar a
atividade lipasica, diferentes biosensores foram analisados em detalhe, baseados no tipo de
transdutor empregado: eletroquimicos, dptico, térmico e mecanico (Feldbriiegge e col., 1994,
Sumner e col., 2000, Satoh e col., 1981, em Starodub, 2006). Foi entdo observado que 0s
biosensores eletroquimicos apresentaram as caracteristicas mais favoraveis, como, por
exemplo, o fato de ndo dependerem da fonte da amostra e apresentarem maior sensibilidade e
menor tempo de resposta. Os biosensores térmico e optico também sdo atrativos, mas ainda
requerem aumento na sensibilidade e simplicidade da analise. Uma sensibilidade
consideravelmente maior que aquela obtida pelos métodos convencionais foi obtida pelo
biosensor mecénico.

A Tabela 2.4 apresenta os métodos utilizados para a deteccao e medicdo da atividade

lipasica produzida por alguns microrganismos.
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Tabela 2.4 — Métodos empregados para detecgdo da atividade lipasica

Tipo Microrganismo Meétodo/Substrato Temperatura pH Referéncia
Bactéria Burkholderia cepacia titulométrico/6leo de oliva 37°C 11,0 Rathi e col., 2001
Acinetobacter titulométrico/dleo de oliva 37°C 10,0 Chen e col., 1998
radioresistens
Fungo Rhizopus colorimétrico/6leo de oliva 40 °C 8,0 Rodriguez e col.,
homothallicus 2006
Aspergillus carneus espectrofotométrico/p-nitrofenil palmitato 37°C 9,0 Kaushik e col.,
2006
Geotrichum sp. titulométrico/éleo de oliva 37°C 7,0 Burkert e col.,
2004
Levedura Yarrowia lipolytica titulométrico/tributirina 37°C 7.4 Corzo e Revah,
1999
titulométrico/éleo de oliva 37°C 7.0 Alonso e col.,
2005

(n.d. = ndo demonstrado)
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2.5
Planejamento experimental

Como citado no item 2.4.3, verifica-se que a producao de lipases depende
de inimeras variadveis de processo, como temperatura, pH, concentracdo da fonte
de carbono e nitrogénio, indculo entre outras. A tentativa de otimizagdo de uma
variavel (ou fator) mantendo as demais constantes pode acarretar interpretacoes
equivocadas por ndo considerar o efeito combinado dos diferentes fatores
envolvidos, uma vez que a otimizacao do segundo fator, por exemplo, pode alterar
o resultado obtido para o primeiro.

Métodos de planejamento fatorial (PF), planejamento fatorial fracionario
(PFF) e metodologia de superficie de resposta (RSM) sdo importantes ferramentas
para determinar as condi¢des 6timas, em cada situacdo problema (Burkert e col.,
2004).

O PF é muito aplicado em pesquisas basicas, onde as variaveis de interesse
que realmente apresentam influéncias significativas na resposta sdo avaliadas ao
mesmo tempo (Barros Neto, 1998). Este tipo de planejamento contém todas as
combinagBes possiveis de fatores e niveis. Ou seja, um planejamento fatorial no
qual k fatores sdo estudados em n niveis, ird conter n* experimentos. Sendo assim,
é facil perceber que quando o nimero de fatores e/ou de niveis aumenta, 0 nimero
de experimentos também sera elevado (Aguiar e col, 1995). A alternativa para se
diminuir o nimero de experimentos é o uso do PFF, onde informacdes a respeito
dos efeitos e interagdes entre os fatores podem ser obtidas usando-se apenas uma
fracdo do experimento completo (Essamri e col., 1998).

A RSM é um dos procedimentos mais empregados nos estudos de
otimizacdo de processos biotecnoldgicos. Além disso, constitui-se em uma
ferramenta estatistica valiosa para a investigacdo de processos complexos
(Gunawan e col., 2005). Esta metodologia € eficaz na andlise dos efeitos de
interac@o entre varios parametros, geralmente resultando em altos rendimentos e
limitando o numero de experimentos (Kaushik e col., 2006).

Os planejamentos classicos podem, entretanto, ndo ser apropriados ou
serem inviaveis em alguns casos, como:

e 0 planejamento fatorial ou fatorial fracionario requer muitos ensaios

para o tempo e recursos disponiveis;
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e nem todas as combinagdes dos fatores sdo praticaveis, ou por alguma
razdo a regido experimental € restrita ou irregular geometricamente;

e quando, tendo algum conhecimento do processo que estd sendo
estudado, sabe-se que os modelos usuais de primeira e segunda ordem
néo se aplicam.

Na ocorréncia de uma destas situacdes, deve-se recorrer a outros tipos de
planejamentos. Segundo Aguiar e col. (1995), o planejamento D-optimal (D) é um
dos mais conhecidos e aplicados quando os métodos classicos ndo sdo
convenientes, sendo uma alternativa interessante para otimizacdo de processos
biotecnoldgicos. Este tipo de planejamento é mais flexivel que os planejamentos
fatorial e fatorial fracionario e consequentemente, mais adequado em aplicacdes
complexas (Eriksson e col., 2003).

Alguns trabalhos reportam o uso dos métodos de planejamento citados
acima para a producdo de lipases. O PF foi utilizado por Burkert e col. (2004)
para otimizacdo da producdo de lipases por Geotrichum sp. Os autores estudaram
os efeitos das fontes de carbono (6leo de soja, 6leo de oliva e glicose) e nitrogénio
(corn steep liquor e NH4;NO3) através de cinco planejamentos: primeiramente um
planejamento fatorial 2* para analisar os efeitos das concentracdes de glicose,
corn steep liquor, NH;NO;3 e 6leo de oliva ou 6leo de soja. Em seguida, dois
planejamentos fatoriais 2° foram empregados, avaliando as concentracdes de corn
steep liquor, NHsNO; e 6leo de soja e mais dois outros 2° avaliando as
concentracdes de corn steep liqguor, NH;NO3 e 6leo de oliva. Foi concluido que a
producdo da enzima é maior no meio contendo 6leo de soja do que naquele
contendo 6leo de oliva. As concentracdes Otimas obtidas usando dleo de soja
como fonte de carbono foram 2,1 a 2,5% de NH4NOg3, 13 a 15% de corn steep
liquor e 0,6% de 06leo de soja. Nestas condicgdes, foi obtida uma atividade lipasica
de 20 U/mL, sendo onze vezes maior do que a reportada por Macedo e col. (1997)
sem 0 uso da otimizagé&o.

Essamri e col. (1998) propuseram o PFF com dois niveis e sete fatores:
tempo da fermentacdo, agitacdo, pH do meio, temperatura, concentragcdo de corn
steep liquor, natureza e concentracdo do 6leo, também para otimizacdo da
producdo de lipases por células de Rhizopus oryzae. Este planejamento foi
escolhido ja que o planejamento fatorial completo 2’ implicaria em um total de

128 ensaios. Tal procedimento permitiu a realizagdo de apenas 16 ensaios para o
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estudo dos sete fatores. A atividade lipasica obtida apos a otimizacéao foi cerca de
9200 unidades maior do que aquela observada anteriormente.

He e Tan (2006) empregaram a RSM para otimizar o meio de cultura para
a producao de lipases por Candida sp. 99-125. Os autores reportaram que 6leo de
soja, soja em po e K,HPO, influenciam significativamente na producao.
Consequentemente, as concentracBes dos trés fatores foram otimizadas. Um
planejamento composto central com cinco niveis codificados e selecionados a
partir de experimentos anteriores foi usado para explorar a sub-regido da
superficie de resposta nas vizinhancas do 6timo. Foram feitos um total de 20
experimentos, sendo seis replicatas do ponto central. As concentracfes Otimas
obtidas, em massa por volume, para o0 meio de cultura foram 4,187% de 6leo de
soja, 5,840% de soja em po e 0,1% de K,HPO,. A otimizagdo permitiu 0 aumento
da producéo de 5000 para 6230 U/mL em agitador de bancada.

A combinacdo dos efeitos das concentracdes iniciais de glicose e 6leo de
milho (indutor) na producdo de lipases por células de Rhizopus arrhizus foi
investigada por Elibol e Ozer. (2002) usando a RSM. Foi realizado um
planejamento composto central com cinco niveis codificados conduzindo a 11
experimentos, sendo 3 replicatas do ponto central. Nas condi¢bes otimizadas
(1,1 g/L de glicose e 3,3 g/L de 6leo de milho), a atividade lipasica obtida foi de
370 U/L.

Kaushik e col. (2006) também empregaram a RSM para estudar a
producdo da lipase extracelular de Aspergillus carneus. Através do planejamento
composto central foram verificadas as interacfes de cinco fatores (6leo de
girassol, glicose, peptona, taxa de agitacdo e tempo de incubacdo), estudados
individualmente em trabalhos anteriores. Para cada fator, trés niveis foram
empregados e uma matriz com 32 experimentos foi gerada. Foi reportado um
aumento de 1,8 vezes na produc¢do, com atividade de 12,7 U/mL em comparacéo a
7,2 U/mL obtido através da analise de uma variavel por vez.

Ustok e col. (2006) utilizaram o planejamento D-optimal juntamente com
a RSM para estudar a otimizacdo da producao da enzima poligalacturonase por
células de Aspergillus sojae. Foram verificados os efeitos do tipo de substrato, a
concentracdo de inoculo e o tempo de incubagdo. A producdo da enzima foi cerca
de 48% maior quando comparada a otimizacao individual dos fatores.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0511090/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0511090/CA

65

Até a conclusédo deste trabalho, ndo foi encontrada nenhuma publicacéo
utilizando D-optimal com vistas a otimizacdo da producdo de lipases. Dessa
forma, a comparacédo e discussdo deste método com outros empregados até aqui
utilizando células de Yarrowia lipolytica (Corzo e Revah, 1999) torna-se relevante
no sentido de aprimorar as condi¢des da producéo, visando melhores rendimentos

€ menores custos para 0 processo.
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