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4
Materiais e Métodos

4.1
Materiais

Os materiais abaixo foram calibrados por laboratérios acreditados,
internos ou externos, como indicado em cada caso. A partir dos certificados de
calibracdao de cada material (Apéndice 9.1), as corre¢des foram calculadas e
aplicadas onde pertinente. Outros equipamentos utilizados tais como pHmetro,
estufas, centrifugas e autoclave, os quais influenciariam de maneira indireta nos

resultados, foram apenas verificados.

411
Vidrarias

* Baldo volumétrico com capacidade de 25 mL, n° de identificagdo 3,
certificado VOL- 004/06;

* Baldo volumétrico com capacidade de 50 mL, n°® de identificagdo 1,
certificado VOL- 007/06;

* Baldo volumétrico com capacidade de 50 mL, n° de identificagdo 2,
certificado VOL- 003/06;

* Baldo volumétrico com capacidade de 50 mL, n°® de identificagdo 3,
certificado VOL- 005/06;

* Baldo volumétrico com capacidade de 50 mL, n° de identificacdo 4,
certificado VOL- 008/06;

* Baldo volumétrico com capacidade de 50 mL, n°® de identificagdo 5,
certificado VOL- 006/06;

* Baldo volumétrico com capacidade de 100 mL, n° de identificagdo 1,
certificado VOL- 011/06;

* Baldo volumétrico com capacidade de 100 mL, n° de identificacao 3,
certificado VOL- 012/06;

¢ Balao volumétrico com capacidade de 100 mL, n° de identificagdo 4,
certificado VOL- 010/06;

* Baldo volumétrico com capacidade de 250 mL, n° de identificacao 3,

certificado VOL- 024/06;
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Balao volumétrico com capacidade de 1000 mL, n° de identificacdo 2,

certificado VOL- 009/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 094/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 020/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 014/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 013/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 017/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 016/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 022/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 093/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 021/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 018/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 092/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 015/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 019/06;
Pipeta graduada com capacidade
certificado VOL- 095/06;
Bureta graduada com capacidade

certificado VOL- 023/06.

de 1 mL, n°® de identificagao 3,

de 1 mL, n° de identificacdo 5,

de 1 mL, n°® de identificagao 6,

de 1 mL, n° de identificacdo 8,

de 1 mL, n°® de identificagao 9,

de 1 mL, n° de identificagao 10,

de 2 mL, n°® de identificagao 3,

de 2 mL, n° de identificacdo 5,

de 2 mL, n°® de identificagdao 6,

de 5 mL, n° de identificacdo 8,

de 5 mL, n°® de identificagao 9,

de 10 mL, n° de identificagdo 5,

de 10 mL, n° de identificacdo 7,

de 20 mL, n° de identificagdo 3,

de 25 mL, n°® de identificacao 1,
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A calibragdo das vidrarias foi feita segundo a norma ABNT NBR11588
(ABNT, 1989), cujo método ¢ baseado na determinacdo do volume de agua
contido ou transferido pela vidraria volumétrica. Tal volume de 4gua ¢ obtido a
partir da determinac¢do de sua massa e sua massa especifica a uma determinada

temperatura, geralmente 20 °C.

41.2
Equipamentos

* Balanga com capacidade de 210 g, fabricante Ohaus, n° de
identificacao D2641118300117, certificado DIMCI 0370/2004;

* Balanga com capacidade de 3000 g, fabricante Mettler Toledo, n° de
identificacdo 1115252402, certificado DIMCI 0227/2005;

* Cronometro digital, fabricante Cassio, n°® de identificagdo PUCO03,

certificado F096/2003;

e Termometro digital, fabricante Minipa, n°® de identificacdo

TD520001816, certificado TE-1397/04.

As balangas foram calibradas pelo Laboratorio de Massa (LAMAS) do
Inmetro, registrando-se o valor da pesagem indicado pelas mesmas apos a
aplicagao do padrao de referéncia (ou combinagao de padrdes) de valor nominal
correspondente a cada ponto de calibragao.

O crondmetro foi calibrado pelo Laboratério de Metrologia —
LABELO/PUCRS, através de comparagado direta com reldgio padrao.

A calibragdo do termdmetro digital foi feita pelo Instituto Fluminense de
Metrologia (IFM). O método baseia-se na comparagdo direta a instrumentos de
caracteristica padrdo, através de um meio termostatico.

Outros equipamentos utilizados tais como pHmetro, estufas, centrifugas,

agitador de frascos e autoclave foram verificados conforme Apéndice 9.2.

4.2
Reagentes

A goma arabica utilizada foi fornecida pela ISOFAR, assim como o agar
utilizado no meio sélido para manutengdo da cepa. Também para o meio so6lido e

para os meios liquidos foram utilizados extrato de 1évedo e peptona fornecidos
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pela Oxoid e 6leo de oliva da marca Serrata. A Riedel-deHaén forneceu a alumina
neutra para a purificagdo do o6leo. Glicose, hidroxido de sédio, biftalato de
potassio, etanol e acetona foram fornecidos pela Vetec. Outros reagentes em grau
analitico (éter etilico, éter de petroleo, fosfato de potdssio monobasico e dibasico)

foram obtidos da Quimex.

4.3
Planejamento Experimental

Para o planejamento dos experimentos foi utilizado o método D-optimal
(Aguiar e col., 1995), uma vez que algumas combinagdes de concentragdes nas
faixas escolhidas ndo seriam praticaveis, tornando a regido experimental
irrregular. A variavel a otimizar, ou resposta (y), correspondeu a atividade
lipasica, sendo fun¢do de trés fatores operacionais: a concentracdo da fonte de
carbono (C), a concentracdo da fonte de nitrogénio (N) e a concentracdo de
in6culo (Ip).

O planejamento foi feito de modo a otimizar a possibilidade de ajustes dos

parametros no seguinte modelo de segunda ordem:

y= Bo+ Bi&1+ Bk + PslogEs + P1iE)" + Puka’ + Bas(logEs)” + BroEiEa
+ B1381logE; + Pa3EalogEs (Equagdo 4.1)

onde Bo, P1, P2, B3> Pi1> P22, P33> P12, P13 € P23 representam os coeficientes de

regressdo, ¢ &, &, , &; representam as variaveis codificadas C, N e I,
respectivamente. Através das equacdes 4.2, 4.3 e 4.4 ¢ possivel relacionar os

valores reais dos trés fatores estudados com os valores codificados.

_C(%)-3,0

& 25 (Equagao 4.2)

&, = N#)-0.7 (Equacao 4.3)
0,5

£ - I,(mg/mL) - 5,25 (Equagdo 4.4)

4,75
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Devido ao fato do fator I, apresentar comportamento exponencial, foi
empregado o logaritmo na equacdo 4.1.
Para cada fator foram empregados trés niveis conforme apresentado na

Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Niveis empregados para os fatores C, N e I.

C N Iy

Real Codificado Real Codificado Real Codificado

(%) Ei (%) & (mg/mL) &
0,5 -1 0,2 1 0,5 1
3,0 0 0,7 0 2,2 0
5,5 +1 1,2 +1 10 +1

A Tabela 4.2 apresenta os 10 experimentos planejados, utilizando o

“Statistical toolbox” do programa Matlab (7.0).

Tabela 4.2 — Planejamento dos experimentos através do método D-optimal C, N e |y expressos
como valores codificados.

Experimento C N Iy
1 +1 0 0
2 +1 -1 +1
3 +1 +1 -1
4 -1 +1 0
5 +1 -1 -1
6 +1 +1 +1
7 -1 -1 +1
8 -1 -1 -1
9 -1 0 +1
10 0 0,2426 0,4746

Os coeficientes do modelo foram estimados pelo método dos minimos
quadrados através do programa Microsoft Excel (2004). O mesmo programa foi

utilizado para outros célculos e analise grafica dos resultados obtidos.
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4.4
Microrganismo

Foi utilizada a cepa de Yarrowia lipolytica (IMUFRJ 50682), isolada de

um estuario na Baia de Guanabara (Hagler e Mendonga-Hagler, 1981).

4.5
Meios de Cultura

4.5.1
Meios sélidos

Os meios so6lidos (MS) utilizados para manutengdo da cepa a 4 °C
possuiam a seguinte composicao: glicose 2% (m/v), extrato de 1évedo 0,5% (m/v),

peptona 1% (m/v) e agar 2,5% (m/v), em pH 6,0 (Pereira-Meirelles, 1997).
4.5.2
Meios liquidos

A Tabela 4.3 apresenta a composi¢do dos meios de cada experimento.
Todos os meios apresentavam, no inicio do experimento, pH 6,0 ¢ volume de 400

mL em frascos tipo Erlenmeyer de 2 L.

Tabela 4.3 — Composicao dos meios liquidos utilizados para produgéo de lipases. Valores em %.

PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0511090/CA

Experimento p(l)llrei(;ig: d(:)li(vé) Peptona (N) Efgj‘:gfe
Pré-inoculo 1,0 0,64 0,1
1 5,5 0,7 0,1
2 5,5 0,2 0,1
3 5,5 1,2 0,1
4 0,5 1,2 0,1
5 5,5 0,2 0,1
6 5,5 1,2 0,1
7 0,5 0,2 0,1
8 0,5 0,2 0,1
9 0,5 0,7 0,1
10 3,0 0,82 0,1
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4,
Pr?)dugéo da enzima

Foram feitos repiques das células de Y. lipolytica a partir da cultura
estoque para os meios de manutencao (MS), os quais foram incubados por 48
horas, a 29 °C. Decorridas as 48 horas, as células foram ressuspensas em
aproximadamente 10 mL de 4gua deionizada estéril e inoculadas no meio liquido
(pré-inoculo). O frasco Erlenmeyer foi entdo colocado no agitador Tecnal TE-422
(Figura 4.1) sob agitacao de 160 rpm, a 29 °C por 24 horas. Apos este tempo, o
meio foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos, separando-se as células do
sobrenadante, as quais foram ressuspensas em dagua deionizada estéril e
inoculadas nos meios apresentados na Tabela 4.3. Os frascos Erlenmeyers foram
colocados no agitador de frascos, nas mesmas condi¢des do pré-indculo. A
concentracdo incial de células para cada experimento encontra-se na Tabela 4.4.
Aliquotas nos diferentes tempos de cultivo foram retiradas do meio de cultura e
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos. As células foram entdo separadas

do sobrenadante.

Tabela 4.4 — Concentragao inicial de células para cada experimento.

Experimento Iy (mg/mL)
1 2.2
2 10
3 0,5
4 2,2
5 0,5
6 10
7 10
8 0,5
9 10
10 4,6

O diagrama apresentado na Figura 4.2 mostra um resumo do procedimento
de produgao de lipases por células de Yarrowia lipolytica, utilizadas neste

trabalho.
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Figura 4.1 — (a) Agitador de frascos utilizado em todos os cultivos. (b) Frascos Erlenmeyers
contendo os meios inoculados.
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REPIQUE EM MEIO SOLIDO
29°C/48 h

\ 4
RESSUSPENSAO EM AGUA

v

PRE-INOCULACAO
AGITADOR DE FRASCOS (160 rpm, 29 °C/24 h)

CENTRIFUGACAO
(3000 rpm/15 min)

SOBRENADANTE

INOCULACAO
AGITADOR DE FRASCOS (160 rpm, 29 °C)

l

CENTRIFUGACAO
(3000 rom/15 min. em diferentes tempos)

SOBRENADANTE
(L)

Figura 4.2 — Diagrama do processo de producéo de lipases.
Legenda: | = Biomassa, L = lipase
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:.Zrificagéo do 6leo de oliva

O ¢leo de oliva foi purificado em coluna de alumina neutra, de didmetro
de 3 cm, protegida da luz, aplicando-se nesta uma solugdo a 0,5% (v/v) de 6leo
em mistura de éter etilico e éter de petroleo (1:10), com fluxo aproximado de
1 mL/min. Apos a purificagdo, o dleo foi coletado e mantido sob agitacdo ao
abrigo da luz, para a evaporacao dos solventes (Pinheiro, 1992). O indice de
acidez do o6leo foi determinado antes e depois da purificagdo, como descrito no

item 4.8.

4.8
Determinacgao do indice de acidez do éleo de oliva

O indice de acidez (IA) do 6leo de oliva foi determinado conforme a
descricao da Farmacopéia Brasileira (4° edi¢do). Foram pesados 10 g de 6leo de
oliva e dissolvidos em 10 mL de etanol. A mistura foi titulada com NaOH 0,1
mol/L, usando fenolftaleina como indicador, sob agitagdao vigorosa.

Por defini¢do, o indice de acidez ¢ o numero de miligramas de hidréxido
de potéssio necessarios para a neutralizagdo de 1 grama de substincia graxa.
Logo:

_ VxMx5,6
m

IA (Equagdo 4.5)

onde, IA ¢ o indice de acidez, V é o volume de NaOH consumido no ensaio, M é
a concentracdo em quantidade de matéria do NaOH e m ¢ a massa de amostra

analisada.

4.9
Métodos analiticos

4.9.1
Quantificagado do crescimento celular

O crescimento celular foi acompanhado pela determinagao da absorvancia
a 580 nm e posterior conversao em concentragao celular (mg p.s.cel./mL), através

da curva de correlagdo previamente construida.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0511090/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0511090/CA

71

g:izrminagéo da atividade lipasica

A determinagdo da atividade lipasica foi feita pelo método titulométrico
(Dellamora-Ortiz e col., 1997). Reatores incubados a 37 °C foram utilizados, sob
agitagdo constante, os quais continham como substrato 2,5 mL de emulsdo de dleo
de oliva 20% (v/v) em goma ardbica 5% (m/v) e 1,5 mL de tampao fosfato de
potéassio 50 mmol/L, pH 7,0, previamente aquecidos por 5 minutos. Apos este
tempo, a reagdo era iniciada pela adi¢do de 1 mL da preparagdo enzimatica
(sobrenadante citado no item 4.6) e paralisada apds 15 minutos com adic¢do de 5
mL de mistura de etanol e acetona (1:1). O branco foi preparado por adi¢ao da
mistura etanol-acetona ao meio reacional, antes da adi¢do da preparagao
enzimatica.

Os éacidos graxos formados foram entdo titulados contra NaOH
0,01 mol/L, utilizando fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade lipasica (1U) corresponde a quantidade de

enzima que produz 1umol de acido graxo por minuto nas condi¢oes de ensaio.

4.10

Estimativa da incerteza de medicao da atividade lipasica

A estimativa da incerteza de medicdo relacionada a atividade lipasica foi
calculada com base no GUM (INMETRO, 2003a) e no Guia CG 4
(EURACHEM/CITAC, 2000).

A equacao 4.6 fornece a atividade lipasica U (em pmol/min.L):

Mo X Viaon % 10°

txV,

U=

(Equacao 4.6)

Nesta equagdo:

Mnaon € a concentracdo em quantidade de matéria da solu¢do de NaOH,
em mol/L;

Vnaon € 0 volume adicionado de NaOH, em mL;

t € o tempo da reagcdo, em min;
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V € o volume de amostra adicionado, em mL.

A incerteza padrao combinada, u. (U), associada a uma medida de

atividade lipasica ¢ dada pela equacdo 4.7:

u’e(U) = (Cry, X UM y,o) + (Cy,, X U(Vyon))” + (¢, x u(t))” + (cy, % u(V,))’

(Equacdo 4.7)

Os coeficientes de sensibilidade ¢ , C , ¢, e ¢, foram calculados
Myaon VNaon t Va

conforme a equagdo 2.11.

A Figura 4.3 apresenta o diagrama de causa e efeito com todas as
componentes consideradas para os calculos. Abaixo sdo fornecidos valores para
as incertezas padronizadas u(My,on), U(Vy.on), U(t) € u(V,), ou sdo explicados

os procedimentos para obté-los, sempre de acordo como o GUM (INMETRO,
2003a) e com o Guia  CG 4 (EURACHEM/CITAC, 2000). Sao apresentados

também os divisores apropriados.

M aOH VNaOH

certificado
o <_PC8H5K04 <4— temperatura
CyHsKO——Pp
certificado J temperatura certificado—»

divisao de escala ¢
AN

. VNaoH repetitividade —» escala

CHKO, > divisdo de escala

certificado —»
certificado — <4—— temperatura

<4— (ivisao
de escala 4—— divisdo de
escala

tem po Vamostra

Figura 4.3 — Diagrama de causa e efeito com as componentes da incerteza da atividade
lipasica (U)
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4.10.1
Incerteza padronizada da concentragao em quantidade de matéria da
solugcao de NaOH

A concentra¢cdo em quantidade de matéria da solu¢cdo de NaOH, em mol/L,

¢ dada pela equagao 4.8:

m xP,
CgHsKO CgHsKO ~
My oy = ——— e (Equacao 4.8)
MM xV
C4H.KO, NaOH

Nesta equagdo:

My o, ¢ amassa de biftalato de potassio, em g;
Pe .o, €@ pureza do biftalato de potassio fornecida pelo fabricante;
MM ui.x0, ¢ @ massa molar do biftalato de potassio, em g/mol;

Vion € 0 volume de NaOH adicionado, em L.

A incerteza padrdo combinada, u.(My,,y), associada a concentragdo em
quantidade de matéria da solu¢ao de NaOH ¢ dada pela equagao 4.9:
ueMy,on) = (¢

2 2
X u(Me y o, )"+ (CPC8H5KO4 x u(Pe y xo, )

M ceHsKOy

, ) (Equagao 4.9)
+(cIVHVICSH5KO4 x (MM CKH5K04) + (c\,mOH x u(Vy,on))
Os coeficientes de sensibilidade Concgnscor® CPemor > SMMeguor € CVaaon
foram calculados conforme a equacao 2.11.
As incertezas padronizadas u(mey xo,)s U(Pcyxo,)> w(MM o, ) €

u(Vy,on)» associadas a todas as grandezas medidas x; também aparecem na
equacdo 4.9. Abaixo sdo fornecidos valores para tais incertezas, ou sdo explicados
os procedimentos para obté-los, sempre de acordo como o GUM (INMETRO,
2003a) e com o Guia CG 4 (EURACHEM/CITAC, 2000). Sao apresentados

também os divisores apropriados.
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- u(Me y xo,)
Considerou-se duas fontes de incerteza para mg y o, : (a) corregdo de

certificado, para a qual foi utilizado o valor indicado no certificado da balanga

utilizada, e o divisor corresponde ao fator de abrangéncia, também 14 indicado;
(b) metade da menor divisao da balanga. O divisor aqui ¢ NE) , pois foi assumida

uma distribui¢do retangular.
O coeficiente de sensibilidade para todas as fontes ¢ igual a 1,0.

A incerteza padrdo combinada u (mgy o, ) foi calculada conforme a
equagdo 2.10. O nimero de graus de liberdade efetivos (v, ) foi obtido através da

equacao 2.12.

- u(PCSH5K04)
A pureza do biftalato de potassio informada pelo fabricante ¢ 1,0000 com

incerteza expandida de 0,0005. Assumiu-se uma distribuicdo retangular e o

divisor neste caso ¢é ﬁ . Considerou-se v — .

- M(MMC8H5KO4)
A incerteza padronizada relacionada @ MM, , o, foi calculada a partir

das incertezas expandidas de cada elemento do biftalato de potéssio, as quais sdao

informadas pela IUPAC (Tabela 4.5), multiplicadas pelo nimero de atomos (n). O
divisor considerado foi /3 .
A incerteza padrdo combinada u (MM y xo,) foi calculada conforme a

equacdo 2.10. Considerou-se v — .

= u(Vyaon)
A incerteza padronizada do volume de NaOH adicionado ¢ apresentada no
item 4.10.2.

O coeficiente de sensibilidade para cada elemento € igual a 1,0.
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Tabela 4.5 — Incertezas expandidas (U) de cada elemento do biftalato de potassio
(EURACHEM/CITAC, 2000). Valores em g/mol.

Elemento U n Uxn
C 0,0008 8 0,0064
H 0,00007 5 0,00035
K 0,0003 4 0,0012
O 0,0001 1 0,0001

4.10.2
Incerteza padronizada do volume de NaOH adicionado

Considerou-se quatro fontes de incerteza para V,,,: (a) correcdo de
certificado, para a qual foi utilizado o valor indicado no certificado da bureta, e o
divisor corresponde ao fator de abrangéncia, também 14 indicado; (b) avaliagao
tipo A, igual ao desvio padrao da média experimental das diversas medigdes
realizadas. O divisor neste caso ¢ 1; (c) metade da menor divisdo da bureta. O
divisor aqui ¢ NE) , pois foi assumida uma distribuicao retangular; (d) diferenca
entre a temperatura de calibragdo da bureta utilizada e a temperatura no momento
das medigdes. A distribuicao € retangular e com isso o divisor ¢ V3 . Admitindo-
se uma variagdo de até 5 °C na temperatura, foi possivel calcular a variagdo de

volume (AV'), em mL, através da equagdo 4.10:
AV =V xAT x (Equacao 4.10)
Nesta equagdo:
V ¢ o volume utilizado, em mL;

AT ¢ a variacdo de temperatura, em °C;

, . ~ Y , . 4 o~-1
a, € o coeficiente de expansdo volumétrica para a 4gua, igual a 2,1x10™ °C"".

O coeficiente de sensibilidade para todas as fontes ¢ igual a 1,0.
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A incerteza padrdo combinada u, (Vo) foi calculada conforme a

equagdo 2.10. O nimero de graus de liberdade efetivos (v, ) foi obtido através da

equacao 2.12.

4.10.3
Incerteza padronizada do tempo

Considerou-se duas fontes de incerteza para t: (a) corregdo de certificado,
para a qual foi utilizado o valor indicado no certificado do crondmetro utilizado, e
o divisor corresponde ao fator de abrangéncia, também la indicado; (b) metade da
menor divisdo do cronometro. O divisor aqui ¢ NE) , pois foi assumida uma
distribuigdo retangular.

O coeficiente de sensibilidade para todas as fontes ¢ igual a 1,0.

A incerteza padrdo combinada u (t) foi calculada conforme a equagdo

2.10. O nimero de graus de liberdade efetivos (v ;) foi obtido através da equagio

2.12.

410.4
Incerteza padronizada do volume de amostra

Considerou-se trés fontes de incerteza para V,: (a) correcdo de
certificado, para a qual foi utilizado o valor indicado no certificado da pipeta
utilizada, e o divisor corresponde ao fator de abrangéncia, também 14 indicado;
(b) metade da menor divisao da pipeta. O divisor aqui € V3 , pois foi assumida
uma distribuicdo retangular; (c) diferenga entre a temperatura de calibracdo da
bureta utilizada e a temperatura no momento das medi¢des. A distribuigdo ¢é
retangular e com isso o divisor € /3. Admitindo-se uma variagdo de até 5 °C na
temperatura, foi possivel calcular a variacdo de volume (AV), em mL, através da
equacao 4.10.

O coeficiente de sensibilidade para todas as fontes ¢ igual a 1,0.

A incerteza padrao combinada u_(V,) foi calculada conforme a equagao

2.10. O namero de graus de liberdade efetivos (v, ) foi obtido atraves da equagao

2.12.
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