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RESUMO

A dextrana ¢ um biopolimero formado por residuos de glicose unidos por ligagio o-1,6
majoritariamente. E sintetizada pela enzima dextrana-sacarase, enzima esta produzida

extracelularmente por algumas bactérias, principalmente do genéro Leuconostoc.

A aplicaglo deste polimero esta diretamente relacionada com o seu peso molecular. As
dextranas de peso molecular na faixa de 20.000 a 100.000 daltons (dextrana clinica) possui
notaveis aplicagies no ramo da medicina como expansor do plasma sanguineo. Métodos como
hidrélise acida e hidrolise enzimatica, e uso de receptores podem ser utilizados para obtencéio de

dextrana com peso molecular controlado.

Neste trabalho estudou-se a obtengio de dextrana clinica através da hidrélise 4cida da
dextrana de alto peso molecular. O objetivo principal foi a determinago das condigdes de pH e
temperatura (1) que levassem a um maior rendimento de dextrana clinica. Para isso utilizou-se o
método de planejamento experimental e analise de superficie de resposta para avaliar a

importéncia das varidvets (pH e T) no processo de hidrélise.

A dextrana foi produzida “in vitro™ através da reac3o enzimatica entre dextrana-sacarase
de Leuconastoc mesenteroides NRRL B-512 F e sacarose, a pH 5,2 e temperatura de 20,0 °C. A
hidrolise foi realizada em vérias condigBes de pH ¢ T, definidas pelo planejamento experimental. A
caracterizagio das amostras quanto a distribuicdio do peso molecular foi feita por cromatografia de

permeagdo em gel, utilizando um sistema HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance).

Qs resultados mostraram que o rendimento de dextrana clinica ¢ influenciado
principalmente pelo pH da hidrolise, & em menor intensidade pela temperatura e tempo de reagio.
Os melhores rendimentos de dextrana clinica dentro da faixa estudada ( pH 1,5 a 25 ¢
temperatura 65,0° C a 75,0° C) foram obtidos em pH igual a 1,5 e temperatura igual a 75,0 °C.

Nestas condigbes obteve-se com 7 horas de hidrolise um rendimento em torno de 95,0 % em

dextrana clinica.



SUMMARY

Dextran is a biopolymer composed by glucose units linked almost exclusively by o-1,6
bonds. It is synthesized from dextransucrase, enzyme which is extracellular produced from many

bacterium, mainly Leuconostoc genus.

The dextran’s applications are related with the molecular weight. Dextran with molecular
weight in the range between 20.000 and 100.000 daltons (clinical dextran) has notable application
in medicime as blood plasma extender. Methods of acid hydrolysis and enzymatic hydrolysis, and

use of acceptor may be used for obtention of dextran within 2 desired range of molecular weight.

The present work deals with the obtention of clinical dextran from the acid hydrolysis of
high-molecular-weight dextran. The prime objective was the determination of the pH and
temperature conditions that proportionated maximum yields of clinical dextran. For that, an
experimental design and response surface analyse was employed for verify the importance of the

variables (pH and T) in the hydrolysis process.

The dextran was produced “in vitro” from enzymatic reaction between dextransucrase
from Leuconostoc mesenteroides NRLL B-512 F and sucrose, in pH 5,2 and temperature 20,0 °
C. The hydrolysis were carried out in many pH and temperature’s conditions, defineated by the
expermental design, Characterization of samples molecular weight distribution was carried out by

gel permeation chromatography using a high performace liquid chromatography system (HPLC).

The results showed that clinical dextran vield is influencied mainly by the pH of the
hydrolysis, and in lesser intensity by the temperature and time of the reaction. The bests clinical
dextran yields was obtained in pH 1,5 and temperature 75,0 ° C. Yields of 90% of clinical dexiran

were obtained by the process described



Introdugio

volumétrico do sangue, com.um peso molecular médio de 40000 daltons tern aplicaciio como

auxiliar na circulagio periférica. Estas fragcdes de dextrana sio conhecidas como dextrana clinica.

A obtencio tradicional da fragdo clinica é através da hidrélise icida da dextrana de alto
peso molecular, seguida de fracionamento com solventes orgmicos. Viarios estudos sugerem
como alternativa de obtengdo de dextrana com peso molecular controlado, a exploragio das
condigBes de sintese, uma vez que o peso molecular sofre grande influéncia destas condigdes,
principalmente em relagio a temperatura, concentracio de sacarose e presenga de outros agicares
no meio. No que diz respeito & presenga de aguicares no meio, pode se obter dextranas com peso
molecular reduzido, durante a reagio enzimatica, sem necessidade de hidrolise posterior. Estes
agucares, chamados receptores, impedem o crescimento da cadeia do polimero. Neste processo, a
dextrana & obtida em duas etapas, uma onde um acucar é utilizado na produgio de
oligossacarideos, e outra onde estes oligossacarideos sdo utiizados também como receptores ¢
produzem dextrana com menor peso molecular. Ha necessidade de purificagio do produto obtido
na primeira etapa para sua utilizagfio na etapa seguinte, 0 que torna o método comercialmente
pouco atraente. Além da reduciio do peso molecular pelo uso de receptores, encontra-se na
fiteratura citaghes sobre hidrolise enzimatica. Entretanto a utilizac8o destes métodos restringe-se

a escala laboratorial, no tendo sido encontradas referéncias & produgfo industrial.

A hidrolise acida é o método tradicional utilizado industrialmente para a obtencfo da
fragiio clinica de dextrana. As principais vantagens da hidrolise 4cida sfo a nfio exigéncia de
equipamentos sofisticados, a facilidade no controle e a possibilidade de utilizagdo da dextrana
umida e mesmo nfo purificada. Apesar de ser o método tradicional, rendimentos baixos da fragéio
clinica podem ser obtidos dependendo das condigbes usadas na hidrdlise e do pese molecular do
polimero que sera hidrolisado. A literatura reporta condigtes de hidrolise de 80,0 °C e pH 1,0
{(WOLFF et al., 1954) ou temperaturas mais elevadas (100,0 °C) (BIXLER, 1954) para dexiranas
de peso molecular acima de 30 x 10° daltons. Para produtos com menor peso foi constatado
experimentalmente que estas condigBes nfio sdo as mais adequadas, acarretando a formagio de
produtos com peso molecular menor que o desejado. Portanto, para a obtenciio de melhores
rendimentos no processo hidrolitico ¢ de grande importéncia que as condigbes de hidrélise sejam
definidas com base no peso molecular da dextrana, a qual serd submetida a redugdio do peso

molecular.



Introdugio

O objetivo deste trabalho foi o de determinar as condigBes Otimas de hidrolise para
obtencio da fragfo climca de dextrana. O polimero foi sintetizado em condigdes tais,
anteriormente estudadas, que favorecessem a obtengfio de um produto com menor peso
molecular, propiciando condigfes mais brandas de hidrélise. Para isso a hidrélise foi estudada na
faixa de pH de 1,5 a 2,5 e na faixa de temperatura de 65,0° C a 75,0° C utilizando-se o método de
planejamento experimental e anahse de superficie de resposta para avaliar a importincia das

variaveis pH e T no processo de hidrolise.



Rewvisdo Bibliografica

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - ASPECTOS GERAIS

O termo "dextrana” foi usado pela primeira vez por SCHEIBLER em 1874, que descobriu
que a formagdo de pelicula e aumento da viscosidade durante processos de fabricag3o de vinhos e
acgicar de beterraba e cana, eram causados por um carboidrato dextro-rotatério de formula
empirica (CgH1005)n. Anteriormente, em 1861, Pausteur demonsirou que a formaco destas
peliculas tinha como causa uma agdo microbiana e VAN TIEGHEN, em 1878, isclou o

microrganismo responsavel pela producgiio de dextrana o qual foi denominado Leuconostoc

mesenteroides.

Atualmente o termo dextrana ¢ utilizado para designar toda uma classe de polissacarideos
bacterianos extracelulares, compostos quase exclusivamente de residuos glicosidicos ligados
predominantemente por ligagdes af{1—6), com ramificacbes nas posigdes a(1—2), a{l—3) ¢
a{1->4). Sio sintetizadas a partir de sacarose por um grande nimero de bactérias. Estas bactérias
pertencem a familia Lactobacillaceae ¢ em particular ao género Lactobacillus, Leuconostoc e
Streptococcus. Varios membros do género Streprococcus estio ligados ao desenvolvimento da
placa cariogénica na superficie dos dentes (DE BELDER, 1987}, A maioria dos trabalhos com
dextrana tem sido conduzido principalmente com a linhagem NRRL B-512 ¥ de Lewconostoc
mesenteroides. Esta linhagem produz uma dextrana contendo 95,.0% de ligagbes glicosidicas o
{(1-36) e 5,0% de ligagbes af{l1->3) ¢ é a linhagem utilizada na produgiio de dextrana comercial

(ALSOP, 1983). A estrutura bésica da molécula de dextrana pode ser observada na Figura 2.1

Figura 2.1 - Estrutura basica da melécula de dextrana

4
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Quando se.fala na produgfio de dextrana ¢ importante salientar que esta niio é um produto
direto da fermentagio bacteriana na presenga de sacarose, mas provém da agfio da enzima

dextrana-sacarase produzida pelo microrganismo sobre a sacarose existente no meio,

2.2 - DEXTRANA-SACARASE
2.2.1 - MICRORGANISMO

O principal. produtor de dextrana-sacarase € uma bactéria esférica ¢ imével da familia
Lactobacillaceae, género Leuconosioc, espécie mesenteroides. £ uma bactéria aerébica
facultativa, nio-patogénica e com grandes carénclas nutricionais, exigindo meios ricos em
vitaminas ¢ aminogcidos para seu desenvolvimento. O pH 7,0 € o Otimo para o crescimento do

microrganismo (ALSOP, 1983).
2.2.2 - PROPRIEDADES

A dextrana-sacarase [EC 2.4.1.5, a{1-—6)-D-glucana: D-frutose 2-glicosil transferase] é
classificada como uma glicosiltransferase que catalisa a tramsferéncia de um grupo o-D-

glicopiranosil da sacarose para formar a dextrana de acordo com a equaggo:

EXTRANA ~SACARASE
n(C1a Hzp O11) —> A > {Ce Hyy O5)n + n(Co Hyz O)
sacarose dexirana frutose

E uma enzima extracelular e indutiva, sendo a sacarose o (iico substrato capaz de induzir

a sua produgio.

As propriedades, mecanismo de reagfio, métodos de produgio e purificaciio da enzima
estip relativamente caracterizados, principalmente a enzima produzida por Leuconostoc

mesenteroides da linhagem NRRL B-512 F (ALSOP, 1983).

Quanto a especificidade, acreditava-se que a sacarose era a Unica substincia utilizads
como substrato. Estudos posteriores mostraram que alguns compostos contendo uma
ligagio o-D-glicosidica, tais como lactulosacarose ¢ D-glicopiranosideo fluoreto, com energia
similar a da sacarose servem também como substrato para a dextrana-sacarase, (KABOLI &

REILLY, 1980).
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Em solugio, virios fatores influenciam a estabilidade da enzima. Foi verificado que a
presenca de dextrana, polimeros nio anibnicos como polietileno-glicol (PEG), metil-celulose e
detergentes nfio anidnicos aumentam significativamente a. estabilidade da dextrana-sacarase
(MILLER & ROBYT, 1984). KOBAYASHI & MATSUDA (1979) analisaram o efeito de varios
ions metalicos e reagentes quimicos sobre a atividade da dextrana-sacarase B-512F. Segundo os
autores a enzima é fortemente inibida por Cu™, Fe™ ¢ Mn™ além de EDTA. Outro fator
importante é a presenga de ions caicio (Ca™) uma vez que é sabido que a enzima desnatura
irreversivelmente na auséncia de fons metélicos alcalinos terrosos (particularmente Ca*'f)

(LAWFORD et al, 1979, KABOLI & REILLY, 1980 e MILLER & ROBYT, 1984).

A estabilidade da enzima foi investigada com respeito a variagBes de pH e temperatura. O
pH étimo no qual a atividade enzimatica ¢ mixima foi determinado em torno de 5,2, tanto para a
enzima solivel como para a imobilizada. A faixa de pH entre 5,5-6,0 é a que apresenta a maior
estabilidade (KABOLI & REILLY, 1980). Mantendo o pH em 5,2 e variando a temperatura , os

autores relataram a temperatura de 30,0 °C como otima para a atividade da enzima.

2.2.3 - PRODUCAO

Em. 1952, segundo ALSOP (1983), TSUCHIYA descreveu o efeito de certos fatores
sobre a produg#o de dextrana-sacarase por Leuconostoc mesentervides. Ele concluiu que
sacarose € essencial para a produgio da enzima. O organismo pode crescer em meio contendo
glicose, frutose ou maltose, mas a enzima ndo ¢ produzida. Isto é confirmado por LAWFORD et
al. {1979). A relagfo entre pHl , temperatura e produgio também ficon evidenciada. Q valor de
pH 6,7 tem sido encontrado como o Otimo para a produciio da enzima. Sobre a faixa de
temperatura de 20-29° C o rendimento de enzima méximo foi enconirado a 23° C. Ja estudos
feitos por LAZIC {citado por LAZIC, 1993) mostraram que o controle de pH a 6,7 ou 5,

resuliou no mesmo rendimento de dexirana-sacarase,

Em relacdo a aeragdo, JEANES (1966} cita que no processo convencional a aeragfio nio é
necessaria, Porém varios autores contestam a opinifo de que a aeragio nio é requerida. ALSOP
{1983) obteve maijores rendimentos de dextrana-sacarase em condigBes aeradas, comparadas a
condigdes de néo aeragio ou aeragio com oxigénio puro. VELIKOVIC et al (1992) reportaram
que condigbes aerobicas correspondentes a taxa de tolerincia maxima de oxigénio pelo

Lenconostoc mesenteroides assegura uma produgfio maxima de enzima. LAZIC et al. {1993)

6
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estudaram a influéncia do pH e aeragio sobre a produgfio de dextrana utilizando Leuconostoc
mesentercides. Segundo os autores a taxa de crescimento especifica, a taxa de produgio de
dextrana-sacarase e o rendimento da enzima s3o maiores, e a duragiio do processo menor, sob

condigfes aerdbicas que em condi¢des anaerdbicas,

Segundo BARKER et al (1993} a selegfio do tipo de extrato de levedura como fonte de

nitrogénio no meio € um fator critico para o desempenho da fermentagio.

Entre 1945 e 1970 estabeleceram-se as bases de produgio de dexirana-sacarase por
fermentac@o descontinua (batelada), nessas condicGes foram obtidas uma atividade média entre 50
a 70 UDS/ml no meio de cultura com 24 horas de fermentagiio. LOPEZ (1979} utilizando um
sistemna semi-continuo com adigiio continua de sacarose atingiu 180 UUDS/ml no meio de cultura

apos 24 horas de fermentacio.

MONSAN & LOPEZ-MUNQGUIA (1981} desenvolveram um sistema de fermentagio em

batelada alimentada com solugio combinada de sacarose ¢ NaOH que permitiu o aumento de 7 a

8 vezes na producio da enzima,

QUEIRCZ & MAUGERI-FILHO (1988) estudaram a producio de dextrana-sacarase
usando meios alternativos industriais, tendo melaco como fonte de carbono. Os resultados
mostraram que ¢ possivel se obter rendimentos e produtividades iguais ou superiores aos obtidos

em meios de Iaboratdrio,

BAZAN et al (1993) estudaram as condigdes de fermentaciio em batelada alimentada para
a obtengdio da enzima com méxima atividade e quantidades minimas de ART (agucares redutores
totais} no final da fermentacdo, obtendo-se bons resultados. Os autores utilizaram um sistema de
alimentacdo combinada, 0 mesmo utilizado por MONSAN & LOPEZ-MUNGUIA (1981), para
um controle de pH mais adequado, uma vez que o crescimento do microrganismo,
consequentemente a queda do pH, e a demanda por sacarose estiio associados. Com este sistema

obtiveram um valor de 106 UDS/mi para a atividade enzimatica.

2.2.4 - CINETICA ENZIMATICA

A niveis de sacarose abaixo de 10-15% MARTINEZ-ESPINDOLA & LOPEZ-MUNGIA

{1985), verificaram que a cinética da dextrana-sacarase ¢ descrita pelo modelo de Michaelis-
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Menten. A velocidade micial foi medida variando a concentragio de sacarose de 0 2 400 g/l e o
modelo de inibigo pelo substrato se ajustou bem aos dados cinéticos. O valor de 5,12 g/ para Ky,
e 43,21 g/l para K; foram obtidos.

Estudos cinéticos, realizados por PAUL et al. (1986), e caracterizagio do produto da
reaclio de receptor com dextrana-sacarase mostraram que aumentos na concentracio de maliose
no meio de cultura produziu um aumento de 3 vezes na velocidade méxima (Vo) da reagio e um
aumento de 12 mM para 163 mM na constante aparente de Michaelis-Menten (K,,), quando a
concentragdo do receptor variou de 0 a 586 mM. O mesmo comportamento foi observado por

CURRALEROQ (1993).

MILLER & ROBYT (1986) analisaram a influéncia da concentragiio de Ca ™ sobre a
cinética da sintese de dextrana por dextrana-sacarase. Os autores relataram que abaixo de 1ImM |
Ca'? ativou a enzima aumentando o Vma, € diminuindo o valor de K,, para a sacarose. Acima de
1 mM, Ca™ mostrou-se como um inibidor competitivo, impedindo a ligacio da sacarose.

Propuseram um modelo para a sintese da dextrana no qual a dextrana-sacarase tem dois sitios

.....

2.2.5 - MECANISMO DE ACAO CATALITICA

O mecanismo de agdo catalitica da dextrana-sacarase sobre a sacarose para formacio da
dextrana, foi objeto de muitos estudos. Vanas teorias foram postuladas até que uma série de
estudos realizados por ROBYT et al (1974, 1976 e 1978) elucidaram o mecanismo da dextrana-
sacarase para formacfo da cadeia principal ¢ das ramificagGes presentes na dextrana, na presenca

ou ndo de receptores.

2.2.5.1 - Sem Receptores

ROBYT et al (1974) uwtilizando técnicas de marcadores radioativos e analises
cromatograficas demonstraram o mecanismo de aclio da dextrana-sacarase. 0 mecanismo

proposto pode ser resumido nas seguintes etapas:

Primeira Etapa: Dois nucledfilos, localizados nos sitios ativos (X1 e X2), fazem um ataque

nucleofilico em duas moléculas de sacarose, formando dois grupos complexos enzima-glicosil.
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Estes complexos estiio formados por ligagBes covalentes através dos nucledfilos e o carbono 1 da

glicose.

Crescimento da Cadeia. A hidroxila do carbono 6, de uma das unidades de glicose (do
compiexo enzima-glicosil), faz um ataque mucleofilico & outra glicose formando uma ligagio o
(1—#5). Este ataque libera um dos sitios que entfo ataca outra molécula de sacarose formando um
novo complexo enzima-glicosil. Em seguida, a hidroxila do carbono 6, do novo glicosil formado,
faz um ataque no carbone 1 do isomaltosil formado na etapa anterior. Na presenca de sacarose o
mecanismo se repete continuamente com os dois sitios cataliticos X1 e X2, formando

alternadamente, complexo covalentes com a glicose e a cadeia de dextrana em crescimento.

Terminagio da Cadeia: Quando o receptor natural (glicose ou frutose) estiver numa
concentraciio suficiente para agir no sitio ativo, a dextrana ¢ liberada, cessando o alongamento da
cadeia. Neste mecanismo, um grupo hidroxila do receptor efetua um ataque nucleofilico sobre o

carbono 1 da cadeia de dextrana. Este mecanismo estd esquematizado na Figura 2.2

Xy e X, = grapos nucleéfilas no siiio ative

o] = Slicose
<] = frutese

G-—-Q = §ACATOSE

O = glicoses ligadas por ligacéie o = 1,6

Figura 2.2 - Esguema do mecanismo. da reacio de sintese da dextrana

proposto por ROBYT et al. (1974)
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Em trabalho posterior usando os mesmos métodos, ROBYT & TANIGUCHI segundo
CURRALERO (1993), propuseram um mecanismo apresentado esquematicamente na Figura 2.3,
segundo o qual a biossintese das ligagbes a{1—=3), se da quando um grupo C3-OH de uma
molécula livre de dextrana atua como nucledfilo no C-1 no final redutor do complexo enzima-
dextranosil. A partir deste ataque nucleofilico, a dextrana se desprende do complexo, formando a

Ligacio a{l—3), caracteristica das ramificacOes na dextrana de Lewconostoc mesenteroides
NRRIL B-512F.

Xy e X4~ grupos nucleofilos no sitio ative

D = glicose

& = unidade de glicose redutora
— = loacHe &= 1,6

G = ligacgdio = 1,3

Figura 2.3 - Mecanismo proposto por ROBYT & TANIGUCHI (1976) para formacio da

raificacies
2.2.5.2 - Com Receptores

Reacdes enire a sacarose e a dextrana-~sacarase na presenca de receptores (carboidratos de
baixo peso molecular) tém sido analisadas, pois além de alguns receptores aumentarem a

velocidade de reagiio, influenciam de forma decisiva no peso molecular da dextrana formada.

10
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Dando continuidade aos estudos do mecanismo de. aglo catalitica da dextrana-sacarase
com agicares marcados e cromatografia, ROBYT & WALSETH (1978) propuseram um

mecanismo de agdo dos receptores, ustrado pela Figura 2 4.

Os receptores agem cono nucledfilos nos quais um grupo hidroxil (Cg-OH para D-glicose
e maltose, C5-OH para D-frutose) ataca o C-1 dos grupos glicosil e dextranosil no complexo com
a enzima. Dextranas sdo obtidas pelo deslocamento do grupo dextranosil, e oligossacarideos sio
obtidos pelo deslocamento do grupo D-glicosil. Quando a concentragfio do primeiro produto,
proveniente da reagiio com o receptor, torna suficientemente alta, ele também age como um
receptor e assim da uma série de oligossacarideos homologos. Quando a razfio da concentracio
do receptor pela da sacarose ¢ suficientemente alta {10:1), o receptor desloca continuamente o

grupo D-glicosil a partir da enzima, diminuindo ou impedindo a biossintese da dextrana.

Considerando estas observagdes ¢ os resultados de trabalhos anteriores, 08 pesquisadores

concluiram que o receptor atua na terminago da cadeia de dextrana e, consequentemente, libera

o sitio ativo para o inicio de uma nova.

X ¢ X, = grupos nucledfilos ne sitie ativo

O = glicoses unidas por ligacao o« = 1,6

” = gaceptor marcade

Figura 2.4 - Mecanismo da atuacio dos receptores proposto por ROBYT & WALSETH (1978)
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2.3- DEXTRANA

A produgiio e uso de dextrana teve inicio na Suiga por volta de 1942-1944; na Inglaterra
comegou em 1947 pela indistria Dextran Ltd. (East Anglia Chemical Company) e mais tarde por
Benger Laboratories Lid., nos Estados Unidos pela Commercial Solvents Corporation em. 1949 ¢
por véarios outros produtores. Meios de produgfio foram estabelecidos também na Africa do Sul,
Canadé e Rassia. Estes fabricantes produziam dextranas soliveis em dgua no meio de cultura em
crescimento. Inicialmente foram utilizadas linhagens diferentes da bactéria por cada fabricante,
mas a partir de 1952 a linhagem NRRL B-512F, usada nos Estados Unidos, foi adotada pelos
outros paises. Estes desenvolvimentos foram estimulados pela necessidade de solugdes coloidais
terapeuticamente seguras para restaurar o volume sanguineo na majoria dos acidentes causados
pela guerras civis ¢ militares. As pesquisas foram incentivadas por orgdos médicos ¢ de defesa de
vérios governos. A dextrana foi produzida pela depolimerizago da dextrana nativa (40-50 x 10°)
através de hidrolise dcida e fracionamento para obtengio do expansor sintético do volume

sanguineo (JEANES, 1966).
2.3.1 - PROPRIEDADES

As dextranas sfo polimeros de glicose contendo grandes quantidades de ligagbes o-D-
glucopiranosil, principalmente a(1-—6), com ramificacSes nas posicdes o{1-2), of{1-—3) ¢
of1-»4). Podem ser produzidas por uma séne de microrganismos. No entanto, as estruturas das
moléculas diferem entre si, dependendo do microrganismo produtor. A dextrana produzida pela
linhagem NRRL B-512 F ¢ constituida por ligagbes a(1-»6) na cadeia principal e ramificagdes
na posicio o 1-—3) (DE BELDER, 1987). O comprimento das cadetas laterais € restrito a uma
unidade de glicose para 45% das ramificagbes, duas unidades de glicose para 40% das
ramificagdes e mais de duas unidades para 15% das ramificacbes (SABATIE et al, 1886).

Segundo KUGE et al. (1987) o contelido de ramificactes longas aumenta com o peso molecular.

A dextrana produzida pela linhagem NRRL B-512 F ¢ completamente solGvel em gua,
metil sufoxido, formamida, etilenoglicol, glicerol e hexametilfosforamida, Algumas dextranas
apresentam um certo grau de cristalinidade e podem ser solubilizadas por aquecimento (DE
BELDER, 1987). Em solucio apresenta rotagdo Otica especifica de +199°, + 203° ¢ +215° em
dgua , hidroxido de potassio IN e formanida, respectivamente (JEANES, 1966).

12
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As solugSes contendo dextrana, apresentam comportamento reologico que sofrem
grande influéncia das condigbes de sintese (SABATIE et al., 1886). Em solugdes alcalinas, a
dextrana forma complexo de composicdo definida com muitos ions metédlicos tais como

antimonio, célcio, cobalto, cobre, ferro e urdnio (JEANES, 1966).
2.3.2 - APLICACOES

As utilizagbes da dextrana sio baseadas em certas caracteristicas distintas que as
diferenciam de outros polissacarideos. Estas caracteristicas sio afetadas fundamentalmente pelo
peso molecular e distribuiciio do peso molecular, pels estrutura, pela solubilidade ou

insolubilidade da dextrana em agua, ou se ¢ utilizado o polimero ou derivado do mesmo

(JEANES, 1966).

A dextrana de peso molecular medio tem potencial para ser utilizada na indistria quimica
e indistria de alimentos. Na indistia quimica a dextrana € usada para fabricaciio de redes
moleculares cruzadas ¢ empacotamento de colunas cromatogréficas de exclusdo molecular. Na
industria de alimentos pode ser usada como inibidor de cristalizagio em sorvetes,

homogeneizador e espessante em doces e Xaropes.

As dextranas de alto peso molecular tem aplicagiio possivel na recuperaciio secundaria do
petrdleo, filmes protetores para sementes, estabilizantes para agregados de solos e varios outras

(ALSOP, 1983),

Na indistria farmacéutica, as dextranas de baixo peso molecular apresentam duas
importantes caracteristicas, que as qualificam para os usos clinicos: sfc completamente
metabolizadas no organismo e ndo apresentam efeitos téxicos ou alérgicos (CURRALERQ,

1993). Dentre os usos clinicos destacam-se:

a-} Ferro-dextrana

Varios foram os carboidratos testados para produzir sclugdes de ferro estiveis e mais
facillmente assimilaveis, para infusfo intramuscular ou intravenosa. Os objetivos foram alcancados
com a. ferro-dextrana, onde as moléculas do polissacarideo tém baixo peso molecular {5000 +
2500 daltons). Tem sido utilizada com sucesso comercial no tratamento e profilaxia de anemia

por deficiéncia de ferro em animais e humanos (ALSOP, 1983).

13
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b-} Dextrana-sulfato

Este derivado de dextrana que possue peso molecular de aproximadamente 8000 daltons e
contém 17 a 20% de enxofre ¢ utilizado como anticoagulante. Estudos recentes tém mostrado a

atividade da dextrana-sulfato como agente contra o virus da AIDS (MITSUDA et al., 1988).

¢~} Dextrana-hemoglobina

Selugdo deste complexo tem aplicagio possivel como substituto do sangue, tendo a

funcio de expansio do plasma e liberagio de oxigénio (ALSOP, 1983).
d-) Dextrana Clinica

O volume plasmatico pode sofrer contragio em conseqiiéncia da simples perda de liquidos
e eletrdlitos, como ocomre no colera, ou em casos em que as perdas sio de natureza mais
complexa, como no chogque hemorragico. Obviamente, o sangue total adequadamente tipado
representa o melthor substituto para a perda de sangue total Entretanto, quando o volume

plasmatico esta criticamente comprometido, o uso de soluges coloidais ¢ perfeitamente indicado.

Os produtos naturais de origem humana além de sua disponibilidade Hmitada, encontram-
se associados ao risco de transmissdo da hepatite (virus B ¢ C da hepatite} ou do virus
responsavel pela Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Assim, a pesquisa de

compostos sintéticos tem sido estimulada.

0 grande requisito procurado em um expansor do plasma ideal & ter pressio osmética
comparavel a do plasma. A substincia deve permanecer na circulagio por periodo de tempo
adequado para desempenphar sua fun¢io de expansfio imediata do volume do plasma e ainda
posteriormente ser eliminada por excreciio ou degradaciio metabdlica. O expansor ideal ndo deve
prejudicar nenhuma funglio visceral, nem ter efeito antigénico, alergénico ou pirogénico. Na
realidade, exceto pelas suas propriedades fisicas, deve ser farmacologicamente inerte. Deve ser
capaz de resistir a longos perfodos de armazenamento e a largas variages de temperatura do
meio, permanecendo eficaz. Deve ser facilmente esterilizado e ter viscosidade conveniente para

infusdo dentro de intervalo de temperatura razoavel.

Muitas substancias tém sido pesquisadas como possiveis expansores do plasma, como a

dextrana e o hidroxietil-amido (hetamido}. A dextrana ¢ usada com maior freqiiéncia e possue
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grande parte dos requisitos apresentados acima, sendo a antigenicidade. o seu principal defeito.
Esta atividade antigénica parece excluir o seu uso repetido. Entretanto, quando administrada nas
doses macieas que sdo empregadas para infusfio, ndo ocorre produgBo de anticorpos, talvez

devido ao fenfmeno de "paralisia imunologica” (GILMAN et al,, 1991).

Sao disponiveis no mercado dois tipos de dextrana como substituto do plasma sanguineo,
a dextrana 75 (peso molecular médio de 75.000 daltons), vendida como uma solugio 6% p/v em
uma soluglic salina. Por apresentar propriedades osmoticas similares aos do plasma ¢ mais
utilizada para manter o volume sanguineo ¢ a pressio arterial em casos de chogue por
gueimaduras ou hemorragias severas. A dextrana 40 (peso molecular 40.000 daltons), vendida
como uma solugdc 10% p/v em uma solugfio salina, atua como auxiliar do fluxo sanguineo,
Ambos os produtos s3o utilizados extensivamerte para prevenir complicagdes pulmonares fatais
em cirurgias, traumas ¢ choques (DE BELDER, 1987 ¢ GILMAN et al,, 1991).

2.3.3 - PRODUCAO DE DEXTRANA

Para a producBo de dextrana, a enzima dextrana-sacarase [EC 2.4.1.5, a(l—6)-D-
glucana: D-frutose 2-glicosil transferase] € obtida primeiramente por fermentacdo bacteriana
utilizando-se sacarose como substrato. A enzmma € extracelular e a obtencfio da dextrana é
geralmente conduzida por dois processos, um convencional onde a produgio se da durante o
crescimento, ou por sintese enzimatica que utiliza o extrato enzimatico obtido na fermentagdo

(JEANES, 1966 ¢ ALSOP, 1983).
2.3.3.1 - Processo Convencional

Tradicionalmente a dextrana € produzida diretamente no meio de cultura durante o

crescimento do microrganismo Leuconostoc mesenteroides. Portanto, este processo envolve trés

etapas simultdneas:
» crescimento celular
» producio da enzima dextrana-sacarase

* sintese da dextrana
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As solugles de agOcar enriquecidas com mutrientes apropriados, estimuladores de
crescimento, tarmpdes e sais minerais sio inoculadas com o microrganisme num pH em torne de
7,0 (ALSOP, 1983). A sacarose ¢ entdo fonte de carbono e energia para o microrganismo,
indutor e substrato da enzima. E de se esperar, porianto, um rendimento de dextrana baixo, em

torno de 25% com base no agicar adicionado.

Durante o processo o pH cai de 7.0 a 4,8 devido a formacgdo de subprodutos 4cidos e 2
temperatura aumenta em alguns graus devido ao carater exotérmico da reaciio. Tem-se uma

viscosidade maxima no término da fermentagio,

O caldo fermentado ¢ dihnido com Agua, e as células so separadas por centrifugagdo. A
dextrana ¢ obtida do sobrenadante por precipitacio com solventes orgénicos, normalmente etanol
{42-45% v/v) e purificada através de processos de ressolubilizacio e precipitagio (JEANES, 1966
e ALSOP, 1983). A dextrana assim obtida € de alto peso molecular {2 a 40 mithdes de daltons).

2.3.3.2 - Processo Enzimatico

Neste processo ocorre primeiramente a producio da enzima dexirana-sacarase em
condicBes controladas de fermentacfo, e depois de separadas as células, a enzima na sua forma

bruta ou purificada é utilizada na produgfio de dextrana.
Este processo apresenta as segumntes vantagens:

» Purificaciio mais simples: no processo convencional, o caldo adquire alta viscosidade {mais de
500 ¢p) o que dificulta a separagfio de células. Isto nfio ocorre no processo enzimatico ja que a

producio de dextrana nativa, causadora de alta viscosidade se dia em meio livre de

MICTOrganismos.

o Maior rendimento: o rendimento tedrico da sintese enzimatica ¢ de 100%, j4 que nio ha
consumo de sacarose no crescimento microbiano. Em condices industriais, com concentragfes

de sacarose abaixo de 10% a produgfo fica pouco abaixo do valor tedrico.

¢ Methores condigdes de controle: no processo tradicional ocorrem simultancamente trés
processos ~ crescimento celular (pH 6timo 7,0), producio de dextrana-sacarase (pH étimo 6,0~
6,9) e sintese de dextrana (pH otimo 5,2), além das condigdes de temperatura e concentragiio de
sacarose otimas distintas. Este fato dificulta o controle, ja que as condigdes sio transitoriamente
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atimas para cada processo. No processo enzimatice o conirole e otimizag3o da fermentaciio e da

sintese ficam largamente facilitados.

LEE et al. (1992} sugerem a ufilizagdo de um reator duplo-estagio para a produgdo
continua de dextrana clinica por processo enzimatico, No primeiro estigio ocorre o cultivo das
células e ¢ caldo fermentado € bombeado para o segundo reator, onde sacarose € receptores sio
adicionados. As células sdo separadas por centrifugaciio e a fragfo clinica é obtida por

precipitacio com metanol.
2.3.3.3 - Outros Processos

Processos alternativos para a produgdo de dextrana clinica tem sido estudados.
Bioreatores-separadores cromatograficos continuos € em batelada vem sendo estudados por
BARKER e colaboradores (BARKER et al., 1993). Neste sistema ocorre remo¢io continua da
frutose devido a interaches com a resina. E a fraciio de dextrana de alto peso molecular é
hidrolisada de modo convencional A etapa de fracionamento se da através de um sistema de

membranas e cromatografia de exclusfo por tamanho.

Um outro processo € a produgio de dextrana clinica por fermentagio de culturas mistas
de Lipomyces starkeyi ¢ Leuconostoc mesenteroides. A formagdo de dextrana clinica no sistema
parece ser resultado tanto da agdo direta da dextranase como de receptores (produtos da hidrélise

da dextrana pela dextranase) (KIM, D. e DAY, D. F,, 1994).

2.3.4-REDUCAO DO PESO MOLECULAR

Uma vez que a aphcacio técnica da dextrana, bem como de outros polimeros, depende
estritamente do peso molecular e da distribuigio do peso molecular, uma reducio deste de acordo

com aplicagio desejada faz-se necessiria.

Virios métodos podem ser utilizados para a redugfo do peso molecular da dextrana tais
como: hidrolise acida, hidrolise enzimatica (WOLFF et al, 1954), além do uso de aglcares

receptores no melo reacional.
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2.3.4.1 - Hidrolise Acida

As principais vantagens da hidrélise acida s8o a ndo exigéneia de equipamentos
sofisticados, a facilidade no controle e a possibilidade de utilizagdo da dextrana nativa Gmida. A
possibilidade de ocorréncia de caramelizagdo e produglo de furfural, comuns em hidrolise acida
de agucar, existe. Emretanto ndo foi encontrada descricio destes subprodutos na literatura

consultada.

BIXLER et al. (1953) reportaram a produgdo industnial de dextrana clinica utilizando

temperaturas de hidrolise na faixa de 100-105° C.

WOLFF et al (1954) estudaram a hidrolise dcida parcial da dextrana obtida através da
linhagem Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. Analisaram o efeito do pH/ temperatura
durante a hidrolise, tipo de 4cido e a concentragfio de dextrana na qualidade do produto obtideo.
As hidrolises ocorreram por um periodo de tempo variando de 10 minutos a 46 horas,
temperatura de 70° C a 120° C e pH entre 0,35 ¢ 2,9, obtendo-se rendimentos em torno de 36%
de dextrana clinica com peso molecular na faixa de 75.000 £ 25.000, a partir de dextrana de alto
peso molecular (30-30 x 10° daltons). Utilizando-se a condi¢fo de 80° C, pH 1,0 ¢ acido sulfimco
o rendimento de dextrana obtida através da precipitagio com etanol foi 47%. Os autores
relataram que diferentes dextranas e mesmo preparagdes diferentes da dextrana produzida pelo
Leuconostoc mesentercides NRRL B-512F podem requerer alguma alteraciio nos valores obtidos.
A escolha do tipo de acido foi baseada se a nfo-volatilidade e menor corrosividade do &cido
sulfiirico em relagfio ac 4cido cloridrico so consideradas importantes ou se a formagfio de sulfato
de sodio, menos solt vel em dlcool e sua tendéncia de precipitar com a dextrana exceda as
vantagens do acido sulfiirico. Quanto a distribui¢do do peso molecular dos produtos obtidos com

os diferentes tipos de acidos, os autores relatam que esta ¢ geralmente semethante,

A variacio na concentracio de dextrana nfo alterou significativamente a distribui¢io de
produtos, mas os autores recomendaram uma concentrago de 5%, em fungéo da alta viscosidade

ohservada emn altas concentraces, dificultando a agitagio.

ZIFF et al.(1956) hidrolisaram dextrana de alto peso molecular para obtengéio de dextrana

clinica a 100° C e pH igual a 1,9 por 1 hora, quando entiio a taxa de hidrélise foi moderada
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através da elevagiio do pH a 2,2 com adico de alcali. Um rendimento de 40% de dextrana clinica

fot conseguido, porém ndo € relatada a extenso da hidrolise.

A hidrdlise acida € o processo tradicional usado para obtengio da fracio clinica de
dextrana. Nio fol encontrada literatura recente sobre processos de hidrolise. Trabalhos sobre a

obtencio da dextrana clinica por este método baseiam-se normalmente na literatura tradicional.

2.3.4.2 - Hidrolise Enzimatica

A hidrolise enzimatica da dextrana ¢ obtida com a enzima dextranase. Segundo ALSOP
(1983) uma selecdo de enzimas disponiveis comercialmente produziram distribuigies de peso
molecular diferentes a partir do mesmo material e obviamenie agiram por diferentes mecanismos
em relagfo ao ataque & molécula de dextrana. A hidrolise enzimatica vem sendo estudada, porém

sua utilizagdo se restringe a escala laboratorial, nfo tendo sido encontradas referéncias 4 produgio

mdustrial.

Outros métodos de reduglo de peso molecular citados na literatura sfio: depolimerizagdo

térmica, clivagem por ultrassom e hidréhise alcalina (WOLFF et al., 1954).

Seja qual for o processo utilizado para a redugfo do grau de polimerizacio, se faz
necessario uma etapa de fracionamento para o isolamento da fragiio de interesse, Isto pode ser
conseguido explorando as diferentes solubilidades das moléculas de dextrana de diferentes
tamanhos. Tal fracionamento pode ser feito pela precipitagiio da dextrana com concentracdes

diferentes de solventes orgdnicos normalmente alcoois ou cetonas (GReNWALL and

INGELMAN, 1948).

A fracio de dextrana clinica. pode ser precipitada com concentragdes entre 42 a 49% de
metanol ¢ 39 a 46% de etanol (WOLFF et al,, 1954), com controle da temperatura. No processo
de fracionamento usa-se também ultrafiltragio (BARKER, 1969), cromatografia de permeacdo
em gel semi-continua (BARKER et al., 1983) em batelada (BARKER et al., 1987) e continua

(BARKER et al., 1989),
2.3.5 - FATORES QUE AFETAM A DISTRIBUICAO DO PESO MOLECULAR

O peso molecular depende das condicles de sintese como temperatura, concentracio de

sacarose ¢ presenca de outros agicares. A dextrana nativa produzida pelo método convencional
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pode atingir um peso molecular superior a 50 x 10° de daltons, possuindo uma composigio
molecular bastante dispersa . O efeito da concentrago de sacarose € o pardmetro mais importante
no rendimento e distribuigdo do peso molecular da dextrana, segundo ALSOP (1983). Com o
aumento da concentragio de sacarose uma série de alteragSes ocorrem: (1) a quantidade de
monossacarideos {principalmente frutose) aumenta além do esperado; (2) a quantidade de
dissacarideos (principalmente leucrose) aumenta consideravelmente; (3) a quantidade de dextrana
de baixo peso molecular (PM < 5000 daltons) aumenta, principalmente acima de 10% de
sacarose. Como consequéncia disso o rendimento em dextranas de alto peso molecular decresce
bastante. Alta porcentagem de dextranas de baixo peso molecular foram obtidas com
concentragio de sacarose de 500 g/l Porém o uso destas condigBes para produgio de

polissacarideo foi invidvel pelo baixo rendimento global (CURRALERO, 1993),

A adicdo de certos aghcares na reagio de dextrana-sacarase/sacarose modificam as
caracteristicas dos produtos da reagfo. O residuo glicosil da sacarose € desviado para um grupo

hidroxil livre destes agucares, chamados receptores, antes de se adicionarem na cadeia em

crescimento.

ROBYT & EKLUND (1983) estudaram as reagtes de 17 receptores. A eficiéncia relativa
dos diferentes receptores foi determinada comparando a porcentagem de D-glicose incorporada
nos varios produtos obtidos na reagfo. A maltose mostrou-se o mais eficiente. Outros receptores

em ordem decrescente de eficiéncia foram isomaltose, nigerose, metil-o-D-glicosideo, 1,5-anidro-

D-glucitol e D-glicose.

PAUL et al (1986) analisaram o efeito da presenca de maltose e oligossacarideos na
sintese de dextrana de peso molecular controlado, relacionando o peso molecular das espécies

formadas com uma funcdio linear da concentragio de sacarose pela concentracio do receptor.
Com o uso de maltose foi obtida a seguinte relagio;
PM = 340 (1 + 0,48 $/M) (2.1)
onde: PM é o peso molecular das espécies formadas

S é a concentracdo de sacarose

20



Revisde Bibliografica

M ¢ a concentragio de maltose

Com a utihizagio de oligossacarideos de diferentes pesos moleculares como receptores, foi

obtida a equagio (2.2).

PM = PMg (1 + 0,474 S/R) {2.2)
onde: PMg ¢ o peso molecular do receptor
R € a concentragio de receptor

Segundo os autores com um controle das condigbes de reagiio € posstvel obter dextrana
com peso molecular controlado apresentando a mesma poldispersividade das dextranas

comerciaimente disponivels preparadas pela hidrolise acida dos polimeros de alto peso molecular.

ROBYT & SU (1993) estudaram o efeito da (1) razio da concentragiio de recepior pela
concentracdo de sacarose, (2) concentracio de sacarose, € (3) quantidade de enzima presente no
meio na sintese de dextrana. Embora a concentracio de sacarose € enzima devam ser
consideradas, segundo 0s autores a razio entre as concentracdes de recepior ¢ sacarose ¢ o fator

predominante no controle da sintese.

A influéneia da temperatura, da relagio receptor/sacarose ¢ da concentragfio da sacarose
sobre a sintese de dextranas com peso molecular controlado foi estudada por, BAZAN. (1993).0s
pardmetros otimos encontrados pelos autores para formacgdo de dextrana climica foram altas
concentracdes de sacarose (133,6 g/l), altos valores da relagdo receptor/sacarose (0,0384) e
baixas temperaturas (18,0 °C). Com respeito a temperatura © autor cita que a diminuigio da
temperatura, favorece a formagiio de dextrana clinica devido a diminuiglio da velocidade de

reaciio. Altas temperaturas favorecem a formacio de dextrana de alto peso molecular.

A maltose foi também utilizada como receptor por LEE et al.{1992). Segundo os autores
a maltose pode ser um receptor ndo adequado para a producio de dextrana clinica em cultura em
batelada, porém pode ser um excelente receptor para a produglio de oligossacarideos. O mesmo
foi observade por PEREIRA et al. {1996) utilizando glicose como receptor inicial para a
produciio de oligossacarideos de baixo peso molecular, Os autores determinaram as condi¢des
Stimas de temperatura e concentragdes de sacarose e receptor glicose através da metodologia de
analise por superficie de resposta.
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2.3.6 - CARACTERIZACAO DO PESO MOLECULAR

Em contraste com as substincias quimicas comuns, os polimeros nfo sdo produtos
homogéneos no que se refere ao peso molecular; contém mistura de moléculas de variados pesos
moleculares, apresentando o que se chama de polimolecularidade. Assim para a caracterizacio da
amostra € necessario o conhecimento da distribuiclio de pesos e o peso molecular médio do
produto. Os trés principais tipos de peso molecular comumente referidos na literatura sfio: peso

molecular pumérico médio (M,), peso molecular ponderal médio (M.) e peso molecular

viscosimétrico médio {(M,).
a-} Peso molecular niimerico médio (M, )
Mn=(F mniMi)/¥ - n 2.3)
onde: Mi é o peso molecular de moléculas de classe 1
ni € o mimero de moléculas de classe i

{ peso molecular numérico médio depende do numero de moléculas com determinado

peso, e ¢ geralmente obtido através de osmometria de membrana, osmometria de pressio de

vapor ¢ analise de grupos terminais.
b~} Peso molecular ponderal médio (My)
My = {51 0i Mi%) /(T 1 o Mi) (2.4)

O peso molecular ponderal médio depende do niimero e do peso das moléculas presentes

na soluglio do polimero. E obtido principalmente por espalhamento de luz de laser (LALLS).
¢-) Peso molecular viscosimétrico meédio (M.}
Mo =[ (Di-1ni Mi ™)™ /(G- ni Mi) (2.5)

onde: a ¢ constante que depende do sistema polimero-solvente e da temperatura; quando a = 1,

{ peso molecular viscosimétrico médio se baseia na propriedade dos polimeros de

produzirem solugdes viscosas mesmos a grandes diluigdes. Depende do espago ocupado pelas

22



Revisac Bibliografica

macromoléculas, causando resisténcia ac escoamento, e sio fatores importantes no apenas o
nimero e o peso das moléculas, mas também a sua forma na solugio. As interagdes polimero-
solvente afetam os resultades obtidos. E determinado por viscosimetria. A distribuicio dos pesos

médios na curva podem ser observados na Figura 2.3,

P.AL do pice M,

P.M. alto Polimero (resing)

Figura 2.5 - Curva de distribuigdo.de pesos moleculares médios

A dispersio em relago a distribuigio de peso molecular pode ser calculada pela equagio

2.6. Quanto mais larga.a curva maior a disperso.
D =M/ M, (2.6)
onde: D é o indice de dispersdo da amostra

De acordo com a pratica aceitdvel, dextranas clinicas sdo controladas através da
determinacio do peso molecular ponderal médio, M., da distribuigiio de pesos moleculares, por
LALLS (Espathamento de Luz de Laser). NILSON et al. (1974) propuseram a utilizacio de
Cromatografia de Permeaciio em Gel (GPC) para caracteriza¢3o de dextranas clinicas, ¢ para 1880
fizeram um estudo comparando o desempenho dos dois métodos. Relataram 2 aplicagio bem
sucedida de GPC comparadas 3s técnicas convencionais, e os varios fatores que influenciam a

qualidade da analise.
2.3.6.1 - Cromatografia de Permeacio em Gel

Cromatografia de permeagio em gel é um método cromatografico que se baseia num
processo fisico, onde uma amostra adequadamente diluida ¢ passada através de uma coluna

empacotada com um meio cromatografico que ¢ um gel. A separagdo € o resultado do acesso
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fluxa da fase movel

o< u 4 l "

amostra rechein da columna

Figura 2.6 - Esquema Representativo do Processo de Permeaciio em Gel

24 - APLICACAO DE METODOS DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL NA
OTIMIZACAO DE PROCESSOS

A importincia das. varidveis.em um processo. pode ser determinada através da adogdo de
um método de planejamento experimental, o qual possibilita o planejamento ¢ execugio de forma
organizada de um nimero de ensaios reduzidos ao minimo. necessario. Este método permite ainda
a verificacio dos efeitos individuais e de interagiio de todas as varlaveis sobre a resposta, a
definigio das variaveis mais importantes para o processo, a avaliaciic dos erros. experimentais ¢ de
regressio e a modelagem empirica dos resultados em fungdo das varigveis escolhidas, através de

programas estatisticos de regressao.

Os métodos de plancjamento experimental mais conhecidos sdo o simplex, ¢ planejamento
fatorial & o método de andlise por superficie de resposta. O método simplex e suas derivagdes sio
mais adequados pata ensaios. rapidos, j& que a especificagio das condicfes nas quats. deve ser

realizado o ensaio seguinte depende da resposta do ensaio anterior (BOX et al, 1978).

O método de planejamento experimental por andlise de superficie de resposta tem como
base o método de planejamento fatorial. Consiste num grupo de técnicas usadas para o estudo
empirico das relagdes entre uma ou mais respostas. medidas. analiticamente. {como. rendimento e
produtividade} e um nimero de varidveis de enirada que possam ser controladas (como
temperatura, pH e concentragdo). Estas técnicas sdo usadas para resolver principalmente as

seguintes questies:
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limitado das moléculas grandes dentro da estrutura porosa do recheio. Assun as moléculas que
difindem para dentro do gel sfio retardadas na sua passagem atraves da coluna comparadas as
moléculas grandes que nio podem difundir dentro do gel e move continuamente na coluna fluindo
com o eluente. As moléculas com tamanho intermediario migram com velocidades entre estes dois
extremos, sendo que possuem penetracio seletiva nos poros, entrando em alguns, mas nfio em
todos, e saindo da coluna em ordem relacionada com seus tamanhos efetivos. O processo de

separacio ¢ ilustrado na Figura 2.6,

Este método primeiramente fornece a distribuigdo do volume de eluigfio, ou distrbuicio
do tempo de retengic. O tempo de retencfio das espécies moleculares ¢ uma fungdo do seus
tamanhos, de varidveis operacionais, tais como tipo de gel, solvente, temperatura, vazio ¢ de
outras varidveis que influenciam o alargamento da curva. O peso molecular das frages pode ser
obtido relacionando o tempo de retencfio ac peso meolecular quando padrdes apropriados sdo
disponiveis para construgio da curva de calibragio. O objetive da calibragio, contudo, é
estabelecer uma expressio gue relaciona o tempo de retencio ao tamanho molecular a dados
valores operacionais e outras variaveis. Nos métodos de calibragio aplicados log M,, € assumido
ser uma funcio linear ou um polindmic de maior grau, do tempo de retengdio. Um nimero de
padrdes selecionados, normalmente maior que 6 devem ser disponiveis. Os pesos moleculares dos
padries devem cobrir o intervalo de pesos moleculares para o qual a curva sera valida e suas
propriedades devem ser o mais proximas possiveis daquelas das amostras a serem analisadas. E
portanto , um método relativo de determinagdo de peso mwolecular e vérios fatores podem
influenciar o tempo de retencdo. Amostras ¢ padrdes devem ser preparados em concentragles
baixas para evitar alteragio dos cromatogramas devido & viscosidade. Amostras concentradas
tendem a se "dividir”, sendo que parte dela € mais retida na coluna, ocorrendo deslocamento do
cromatograma para a regido de baixo peso molecular. Para amostras € padrdes de peso molecular
superior a 200.000 daltons deve haver um periodo de equilibrio de algumas horas (16-20 horas)
antes da injecio para permitir a cadeia do polimero estender-se para a sua conformacio de
solvataciio no solvente. As amostras de alto peso molecular ndo devem ser deaeradas com ultra-
som ja que pode ocorrer 2 quebra das cadetas maiores, mas a deaeraglo da fase movel deve ser
feita diariamente, uma vez que o ar dissolvido causa problemas de bolhas nas colunas que afetam

o tempo de retengdo e a reprodutibilidade da analise.
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s como uma resposta ¢ afetada sobre uma regidio de interesse por um dado conjunio de varidveis

de entrada.

» quais conjuntos de varidveis de entrada resultarfio num produto dentro das especificagdes

desejadas.

¢ quais os valores das varidveis de entrada que levario ao melhor valor para uma resposta

especifica e como ¢ a superficie de resposta préxima a este ponto.

Para aplicar o método de anahise de superficie de resposta € necessario primeiramente
programar ensaios através de um planejamento fatorial. Este método consiste em selecionar um
niimero fixo de niveis para cada uma das varidveis de entrada e entdo executar experimentos com
todas as possiveis combinaces. Como se deseja reduzir o nimero de ensaios ao mimmo possivel,
um planejamento fatorial com 2 niveis (nivel +1 e nivel -1) para cada vanavel ¢ especificamente
eficiente. Se “n® variaveis estdo envolvidas no estudo de um determinado sistema, o niumero de
experimentos que devem ser realizados para investigar todas as combinagdes possiveis ¢ portanto
7®  Acrescentam-se ainda ensaios em triphcata realizados nas condigBes correspondentes as
intermediarias entre as dos dois niveis atribuidos a cada variavel (nivel O ou ponto central do

planejamento) com o objetivo de estimar o erro experimental associado aos ensaios (BOX et al,

1978).

Neste ponto, pode-se considerar encerrado o método de planejamento fatorial. Com os
dados obtidos apds a execucdo dos ensaios € possivel calcular os efeitos simples e de interagdo
das varidveis sobre as respostas, determinar quais sdo os efeitos mais significativos, comparando o

valor do efeito com o do erro experimental estimado, ¢ até ajustar um modelo de 1* ordem para

correlacionar variavels e respostas.

Caso se deseja explorar outras condigdes experimentais nfio previstas pelo plangjamento
fatorial ou se o modelo de 1* ordem proposto ndo estiver bem correlacionado com os dados

experimentais, pode-se completar o planejamento realizando ensaios no pontos axiais para um

modelo de 2% ordem.

Para avaliar se ¢ modelos empiricos obtidos através de regressfo multilinear ou nfo linear

apresentam um grau de ajuste adequado aos dados experimentais, BOX et al (1978) sugerem que
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seja feila uma andlise estatistica, utilizando como pardmetres o coeficiente de correlagio da

regressio e o valor estimado para o teste F descritos a seguir.

O coeficiente de correlagio € um pardmetro estatistico que compara a varidncia dos
pontos experimentais ern relagio ao modelo proposio, com a varidncia da propria populagéo de
pontos experimentais. Quando o valor do coeficiente € 1, a correlagio entre os valores previstos
pelo modelo e os valores experimentais € perfeita. Quando este valor € zero, nfio existe
correlagdo. A anilise dos valores intermedidrios nfo pode ser expressa de forma tdo simples, mas
em termos qualitativos, quanto mais proximo da unidade estiver o valor do coeficiente de

correlagio, melhor sera o ajuste do modelo aos pontos experimentais (BOX et al , 1978).

Através da realizaclo do teste F, ou seja, comparando o valor estimado para F a partir dos
dados experimentais com o valor tabelado para uma distribuicio de referéncia, é possivel verificar

a releviincia estatistica dos fatores experimentais no valor das respostas.

O fundamento do teste F consiste em verificar se existe relacdc enire as variaveis e a
resposta. Segundo BARROS NETO et al (1995), quando nfo ha relagiio entre a resposta e a
variavel, pode-se demonstrar que a razio entre as médias quadraticas da regresso e dos residuos
{MQR / MQr) segue uma distribuigo F (hipStese nula). Neste caso, a variacio nos valores dos
resultados foi devida exclusivamente a fatores aleatorios. A hipStese nula pode ser testada usando
o valor efetivamente calculado para MQR / MQr. Para isso basta compara-lo com o valor de F
tabelado. Se as variagfes nas respostas observadas experimentalmente apresentarem alta
probabilidade de pertencerem a esta distnibuig3o, nfo ha razdio para questionar a hipotese nula.

Entdo, pode-se afirmar que a equacio de regressdo niio ¢ significativa.

Por outro lado, se a razio MQR/MUQr € maior que o valor de F tabelado, pode-se afirmar
que a equagio ¢ estatisticamente significativa ¢ os dados experimentais sfo representados pelo

modelo proposto.

Pode acontecer, porém, que uma regressdo, embora significativa do ponto de vista do
teste F, ndo seja ntil para realizar previsdes, por cobrir uma faixa de varagio pequena dos fatores
estudados. BOX e WETZ (1973), segundo BARROS NETO et al {1995), sugeriram que para que

iss0 nfio ocorra, isto €, para que uma regressio seja nfo apenas estatisticaments significativa mas
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também Gtil para fins preditivos, o valor da raz8o MQR/MQr deve ser no minimo de quatro a

cince vezes o vator de F tabelado.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1 -SINTESE DE DEXTRANA

Neste item serfio descritos as etapas utilizadas para obtengfio da dextrana de alto peso

molecular. A enzima dextrana-sacarase foi produzida para posterior utilizaco no processo de

sintese.

3.1.1 - MICRORGANISMO

Nas fermentacdes realizadas para a produgio da enzima dextrana-sacarase foi utilizado

Leuconostoc mesentercides NRRL B512F, mantido em estoque a -15° € em solugdo de glicerol a

10% (p/v).

3.1.2 - MEIO DE CULTURA PARA A PRODUCAO DA ENZIMA DEXTRANA-SACARASE.

Meio Padrio

Sacarose {a¢icar cristal comercial)
Extrato de Levedura

Fosfato de Potassio Dibasico
Sulfato de Magnésio

Sulfato de Manganés

Suilfato Ferroso

Cloreto de Calcio

Cloreto de Sodio

Antiespumante

40,0 g/l
20,0 g/l
20,0 g/l
0,20 g/l
0,01 gl
0,01 g/t
0,02 g/l

0,01 g/l

Foram disssolvidos o agucar comercial e o exirato de levedura em agua, adicionando-se

uma aliguota da solucio de oligoelementos ¢ antiespumante suficientes para a obtengfio das
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concentragbes desejadas. O pH foi ajustado a 6,7, A solugio de fosfato foi preparada

separadamente e o pH ajustado também a 6,7.

Ambas solugdes foram esterilizadas a 121 °C por 15 minutos. A solugiic de fosfato deve
ser esterilizada separadamente para evitar precipitagiio constatada experimentalmente quando este

sal ¢ autoclavado em presenca dos demais componentes do meio.

3.1.3 - PREPARO DO INOCULO

Foram realizadas trés pré-fermentacdes para ativar o microrganismo. Na pré-fermentacio
final foram transferidos 10% de inoculo para o frasco contendo 30 m! de K,HPO, e 120 ml de

meio padrio. O meio foi incubado a 27,0°C a 150 rpm por 5 horas.

1.1.4 - ALIMENTACAO

O sistema de alimentagio escothido foi o mesmo utilizado por BAZAN (1993). Foram
preparados 600 ml de solugdo de sacarose 200 g/l e 150 ml de solugio de hidréxido de sodio 200
g/l, esterilizando-os separadamente a 121°C por 15 minutos e misturando-os depois de frios,
para obter uma solugfio final com concentragfio de 160 g/l de sacarose e 40 g/l de hidréxido de

sOdio,
3.1.5 - FERMENTACAO

Em um fermentador de 3,0 kitros de capacidade contendo 1,5 1 de meio padrio estéril, foi
adicionade o indculo ¢ incubado a 27,0 °C com aeragdo de 0,6 Vmin, agitagio magnética e
controle de pH. O pH foi mantido em 6,7 + 0,1 pela adicfo de solugdo combinada de sacarose e
NaQOH, preparada de acordo com o item anterior. Esta adicao foi feita por um periodo de 6 horas

através de uma bomba conectada ao controlador automatico de pH.

No final da fermentag8o uma amostra de 10 ml foi retirada e centrifugada. A atividade do
sobrenadante foi determinada para avaliar o desempenho da fermentagio. O pH do caldo

fermentado fot acertado para 5,2 com soluglo de 4cido cloridrico.
3.1.6 - PURIFICACAO DA DEXTRANA-SACARASE

O caldo provenente da fermentagio foi centrifugado a 10.000 rpm a 5,0°C por 10
minutos, em centrifuga modelo RC-5C da Sorvall, para separagio das células bacterianas. O
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sobrenadante proveniente da centrifugagiio foi colocado em banho de gelo e submetido a uma
ultrafiltraciio em um ultrafiltro Sartorius modelo SM 16525 para a concentragio da enzima. A
atividade do filtrado foi medida em intervalos de 30 min durante esta etapa. A enzima presente na
solucio concentrada foi precipitada através da adicio de um volume igual de soluglio 50% de
polietilenoglicol 1.500 (PEG 1.500), e entfio centrifugada. O precipitado rico em dextrana-
sacarase foi dissolvido em soluglo tampfo de acetato de sodic 200 mM, pHS5,2, contendo 0,05 g/l

de cloreto de célcio e estocada & -15°C,
3.1.7- REACAO ENZIMATICA

As polimerizagGes foram realizadas num reator de vidro encamisado de 1.0 | de volume
reacional equipado com agitador mecinico. Foram adicionados ao reator solugdo de sacarose
100,0 g/l e solu¢dio de dextrana-sacarase 40 UDS/ml. A temperatura de reagdo foi 20,0°C e o pH

mantido em 5,2, valor este que € o otimo de atividade e estabilidade da enzima.

A extensdo da reaglo foi acompanhada por retirada de 1,0 ml de amostra em intervalos de
30 min para a dosagem de frutose liberada. A amostra foi aquecida em banho-maria durante 10
minutos para inativagio da enzima ¢ a frutose quantificada pelo método DNS. A reagio foi
interrompida quando pelo menos dois valores iguais de concentragfo de frutose foram obtidos.

Isso ocorreu por volta de 5 a 6 horas de reagio ¢ a concentragio de frutose foir de

aproximadamente 40,0 g/l.
3.2 - PRODUCAO PE DEXTRANA CLINICA

A dextrana clinica foi obtida através de hidrdlise acida da dextrana de alto peso

sintetisada, utilizando-se 2 metodologia de planejamento experimental descrita a seguir.
3.2.1 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Conforme determina a metodologia do planejamento por superficie de resposta, deve-se
iniciar o estudo através de um Planejamento Fatortal, onde o nimero de experimentos € 2" (né o

numero de varidveis) e mais ura triplicata no ponto central,

As variaveis de interesse € seus valores maximos e minimos foram escolthidos com base em
informacdes obtidas na literatura (BIXLER et al, 1953 ¢ WOLFF et al, 1954). Estas varidveis

foram pH e temperatura de hidrolise.
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Foram realizados 2° = 4 experimentos para o planejamento fatorial inicial (ensaios 1 2 4)
e mais 3 experimentos no ponto central {ensaios 5, 6, ¢ 7). Se o modelo de 1* ordem proposto
ndo correlacionar bem os dados experimentais, € necessario recorrer ao modelo de 2° ordem. Para
isso deve-se executar 0s 2 x n experimentos { nivel +o ou -0 ) que correspondem aos ensaios 8,
9, 10 ¢ 11 da Tabela 3.1. O valor de o dependente do numero de varidveis ¢ definido pela

equacio (3.1) (BOX & WILSON, 1951);
a=(F)"=(2)" (.1)
onde: F corresponde ao conjunto fatorial
n ¢ 0 numero de variaveis independentes

As varidveis foram estudadas a dois nivels, codificados como -1 ¢ +1. Os valores reais
correspondentes a estes niveis foram definidos com base na literatura ¢ ensaios preliminares. A

Tabela 3.1 apresenta os valores reais e codificados correspondentes ao planejamento completo,

Tabela 3.1: Valores reais ¢ codificados atribuidos as varidveis do Plavejamento Experimental

Ensaio Y1 Y2 pH T°C
1(4y* -1 -1 1,5 65,0
2 (6) +1 -1 2.5 65.0
3 (5) -1 +1 1,5 75,0
4(2) +] +1 2,5 75,0
5 (1) 0 0 2,0 70,0
6 (7 0 0 2,0 70,0
7(3) 0 0 2,0 70,0

% -1,41 0 1,3 70,0
9 +1,41 0 2,7 70,0
10 0 -1,41 2,0 63,0
11 0 +1,41 2.0 77.0

* (s valores enire paréntesis indicam 2 ordem de realizagio do ensaio.

s valores reais foram calculados pela seguinte equacgio:
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yi=[2Y1 ~(Yien tYin)l/ (Yipn-Yie) (3.2)
onde: vi é o valor codificado da variavel Yi
Yi 1) © € 0 valor real da varidvel no nivel +1
Y1 ¢y € 0 valor real da variavel no nivel -1

32.2 - HIDROLISE ACIDA

A hidrolise da solucio de dextrana bruta proveniente da sintese foi realizada em cada uma

das condigdes delineadas pelo planejamento experimental e acompanhada por um periodo de 7

horas apos a adigio do 4cido.

Os experimentos foram realizados em baldo de trés bocas de 250 ml, contendo 100 g de
dextrana. O baldo de reagfio, imerso em banho termostatizado para a manutencio da temperatura,

foi equipado com condensador, agitador mecénico e termdmetro,

A quantidade de acido sulfirico 3N requerida para propiciar o pH desejado foi adicionada
tdo rapidamente quanto possivel com agitagio rapida. Esta quantidade de 4cido foi previamente
determinada. O tempo de hidrélise foi cronometrado a partir do instante em que se adicionou o

acido.

Amostras foram retiradas por um periodo de 7 horas. Nas duas horas iniciais foram
retiradas amostras de 15 em 15 min. Nas duas horas seguintes foram retiradas amostras a cada 30
min & nas trés horas restantes a amostragem ocorren a cada 60 min. A hidrolise foi interrompida
através de resfriamento répido em banho de gelo e simultinea neutralizagiio com solugiic de
hidroxido de sodio 1,5 N. A neutralizagfo final (pH 6,5 a 7,0) foi realizada a temperatura
ambiente com solugio alcalina mais diluida. As amostras foram congeladas para posterior andlise

do peso molecular.
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3.3 - METODOS ANALITICOS

33.1 - DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES - METODO DNS (MILLER, 1959)

Reagente DNS:

Misturar:

1. 4gua destilada 1416 ml
2. 4cido 3,5- dinitrosalicilico (DNS) 10,6 g
3. hdréxido de sodio 198 g

Dissolver a quente e adicionar:
4. fenol (fundido a 50°C) 7.6 mi

5. metabissulfito de sodio 83g

Este método consiste na reagdo de 1,0 ml de amostra convenientemente diluida com 1,0
ml do reagente descrito acima, aguecendo-se a seguir 2 100° C por 5 minutos. Resfria-se
imediatamente em solugfo de gelo e adiciona-se solugio de tartarato de sodio e potassio

{11,235 p/I). O branco ¢ feito pela substituico da amostra por dgua destilada.

A reagdo de DNS com aglcares redutores produz uma coloragic amarela, cuja
intensidade ¢ proporcional & concentragiio de agicares redutores presentes na amostra. Esta
correlacio foi obtida através de uma curva padrio, onde solucdes com concentragdes conhecidas
de glicose foram submetidas ao teste, fazendo-se a leitura da absorbéancia a 540 nm em
espectrofotdmetro modelo B 342 1I da Micronal. A cada novo reagente, uma curva padrio de

absorbancia versus concentracio de aciicares redutores foi elaborada,
3.3.2 - DETERMINACAQ DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A determinagio de atividade enzimatica foi feita no acompanhamento das fermentaces e
em amostras inicials de polimenizacdo. A atividade foi determinada medindo-se a velocidade

inicial de produgo de frutose, pela ag8o da dexirana-sacarase sobre a sacarose em condigdes

controiadas.
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Foi utilizado um reator de vidro encamisado de 25 ml de volume, agitado magneticamente
e termostatizado a 30° C. No reator foi colocado entre 0,1 a 1,0 mi de solugio enzimatica, 0,5 mi
de tampio acetato de sodio 200 mM a pH 5.2 (contendo 2,.5 g/l de CaCl; ) ¢ completou o
volume com agua destilada a 10,0 ml. Foram adicionados 2,0 mi de soluglo de sacarose 600 g/l
Amostras foram retiradas a cada 2 minutos para dosar a frutose pelo método descrito acima
(DNS). A evolugdo da absorbincia foi plotada em fungio do tempo. Com o valor da inclinagio

da reta obtida ¢ a curva padriio do DNS, a atividade enzimatica expressa em UDS (unidade de

dextrana-sacarase), pode ser obtida pela equacio (3.3).
AT (UDS/ml) =(y.$.60.d)/0,52 (3.3)
onde; v ¢ o: coeficiente angular da curva absorbancia x tempo
3 ¢ o coeficiente angular da curva padrio de agiicares redutores

d ¢ a dilui¢io final no reator

A unidade de dextrana-sacarase ¢ definida como a quantidade de enzima que converte
1 mg de sacarose em dextrana, em uma hora, liberando 0,52 mg de frutose, a pH 5.2 ¢

temperatura de 30° C. Uma unidade internacional (U1) corresponde 2 20,27 UDS.

3.3.3- ANALISE DO PESO MOLECULAR POR CROMATOGRAFIA DE PERMEACAQ EM
GEL

0 sistema utilizado para a determinaciio do peso molecular relativo das amostras bem

como suas quantidades relativas consistiu em:
1- Um injetor automatico Varian 9095

2- Uma bomba ternaria Varian 9010

3- Um forno Spark Holland 99

4. Um detetor de indice de refragiio RI4

5- Um software para aquisigio e processamento dos dados além de geragio de relatéros

{"Millenium Chromatography Manager” - Waters}
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6- Um conjunto de trés colunas e uma pré-coluna Vartan série Micropak. As colunas foram
conectadas em série na seqiiéncia do poro decrescente. A faixa de exclusfo de cada coluna

utilizadza e suas dimensdes sdo mostradas na Tabela 3.2,

Tabela 3.2: Caracteristicas das colunas utilizadas.

Colunas TSK-Gel __ Faixa de Exclusfio Comprimente {cm} _ Difimetro {cm)
G 3000 PW 1x10° 30,0 0,75
G 4000 PW 3% 10° 30,0 0,75
G 6000 PW 1x 10 30,0 0,75
Pré-coluna 7,5 0,75

3.3.3.1 - Preparo da fase movel

( critério basico para a analise de polimeros por GPC ¢ a sua solubilidade na fase mavel.
Foi utilizada 4gua ultrapura como eluente, obtida através de um sistema de purificaciio compacto
Milli-Q Plus. A fase movel foi desgaseificada diariamente através de aquecimento e banho de
ultra-som Eurosonics modelo SX-20 durante duas horas. O frasco contendo a fase mével foi
mantido 10 a 15 ¢m acima da entrada na bomba. O fluxo foi aumentado lentamente até 1,0
mb/min. O sistema foi deixado apenas com fase movel até conseguir estabiliza¢do do refratdmetro,

verificada através do manitoramento da linha de base pelo software.
3.3.3.2 - Preparo das amostras de dextrana e padries

As amostras descongeladas provenientes da sintese e das hidrolises, ¢ os padroes de
dextrana foram dissolvidos em agua Milli-Q numa concentragio de 0,20% (p/v) e as solugdes de
amostras ¢ padrdes com pesos moleculares superiores a 200.000 daltons foram deixadas em

repouso por um periodo de 16 a 20 horas antes da injegfo.
3.3.3.3 - Determinacio da eficiéncia das colonas

Foi injetada uma solugio 0,25% (p/v) de etanol e o miimerc de pratos tedricos de cada
coluna foi calculado pelo método da 2 altura, utilizando a largura correspondente 3 metade da
altura do pico obtido pela inje¢io de etanol e o tempo de eluiglio, através da equacgio (3.4). O

valor caleulado foi comparado com o valor fornecido pelo fabricante.
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N= 554 (V,/ W) (3.4)
o onde: V€ o tempo de eluigdo da solugdo de etanol (min)
Wy~ € o valor da largura do pico na metade da altura {min)
N é o ndimero de pratos tedricos da coluna
3.3.3.4 - Injecdo das amostras no HELC

Depois de testada a eficiéncia, as colunas disponiveis (série Micropak TSK Gel 3.000,
4.000 e 6.000) foram conectadas em série na seqliéncia do poro decrescente para separar
primeiramente as moléculas maiores, evitando problemas de viscosidade. Alem disso, esia
seqiiéneia possibilita a coluna de menor porosidade, mais senstvel & pressdo, ficar mais distante da

bomba.. Os dados foram obtidos através da imecdo das solugBes dos padrBes ¢ das amostras nas

mesmas condigdes:

¢« Temperatura ambiente: 25° C

» Temperatura do forno: 40° C

+ Temperatura do detector de indice de refragdo: 40° C
» Volume de injecdo: 98,0 ul

s Vazdo do eluente: 1,0 mi/min

® Tempo de corrida: 35 min

3.3.3.5 - Curva de Calibragéo

Foram utilizados padrdes de dextrana (American Polymer Standards Corporation) e
glicose (Tabela 3.3). A curva de calibragio foi obtida utilizando Mw, Mn e Mp como pardmetros
basicos. A integragdo dos picos para cada padrio foi otimizada de tal forma que os pesos
moleculares médios fornecidos e aqueles calculados fossem os mais proximos possivess e o tipo

de regressio para a curva de calibragdio foi definida com base no methor coeficiente de regressio

obtido.
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A opgio de calibragiio do software Millenium utilizada foi aquela adequada para padrdes

dispersos, ou seja, "broad standards”.

Tabela 3.3: Pesos moleculares dos padroes atilizados.

Padrio Mw Mp Mn

DXT 11K 11700 9.900 8.000
DXT 43K 42,750 35.000 28.700
DXT 79K 78.800 68.000 49,400
DXT 165K  165.500 150.000 110.800
DXT 685K  685.000 500.000 380.600
DXT 1750K  1.750.000 1.450.600 1250.600
DXT 5000K  4.900.000 4.500.000 1.500.000
Glicose 180

3.3.3.6 - Quantificagio das amostras

Utilizando o software “Millenium” os cromatogramas foram integrados e a  distribuigio
do peso molecular das amostras obtida através da curva de calibragdo. As porcentagens da

amostra em cada faixa de peso molecular sdo apresentadas nos relatonos.

Para determinagio do percentual de dextranas totais considerou-se a quantidade
acumulada até o peso molecular de 10.000 daltons. Na determinagfio do percentual para as
demais faixas de peso molecular, o valor foi obtido subtraindo da porcentagem acumulada, no
limite de peso molecular inferior, a porcentagem acumulada no limite de peso molecular superior.

Por exemplo, para a dextrana clinica o percentual foi obtido fazendo-se:
% dextrana clinica = (% acumulada até 20.000 daltons) - (% acumulada até 100.000 dalions)

Os rendimentos calculados foram todos relativos a quantidade de dextrana inicial (14,2%)

presente na solugdo bruta..

Rend = (% dextrana clinica x 100}/ 14,2 {3.5)
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ
4.1 - SINTESE DE DEXTRANA

4.1.1 - FERMENTACAQ

As fermentagOes com Leuconostoc mesenteroides foram feitas utilizando as condigbes
descritas no capitulo anterior: pH inteial 6,7, temperatura 27 © C, aeracdio de 0,5 I/min, controle
de pH por 6 horas e processo em batelada alimentada com alimentacfo de solugfio de sacarose e
NaOH (solugio combinada). A solugdo combinada permite o controle do pH durante a
fermentacdo e a alimenta¢do de sacarose para manuteng@o de uma concentragfio Otima. Estas
condigdes foram adotadas com vistas aos resultados obtidos por BAZAN (1993} para produgio
da enzima dextrana-sacarase com maior atividade enzimética ¢ menor quantidade de aglcares
redutores totais (ART). A presenga de grandes quantidades de agicares redutores totais no meio
de fermentaglo acarreta a produglo de dextrana de alto peso molecular, juntamente com a

dextrana-sacarase, produzindo um caldo fermentado de alta viscosidade que dificulta o processo

de separagio.

Esta etapa restringiu-se a realizaglio de fermentagfes para produgfio de quantidades de
enzima suficiente para a etapa de polimerizagio. Esta quantidade foi conseguida por meio de
varias fermentacBes devido ao fato de nfio se obter alta atividade enzimatica durante este

processo. A Tabela 4.1 mostra os resultados obtidos.

Tabela 4.1: Atividade ¢ volume obtidos nas etapas de producio da enzima

Fermentacdo Atividade do caldo (UDS/ml) Volume (mi)

1 33,7 2000
2 72,7 1970
3 70,.0 2160
4 38,3 2000
5 274 1500

BAZAN (1993) relatou um valor de 106 UDS/ml para a atividade de dextrana-sacarase

obtida nas mesmas condi¢bes. Porém este valor foi obtido com 6 horas de fermentagfic. Nos
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ensalos realizados a determinaciio foi feita depois. de 8 horas, por impossibilidade de realizar as
fermentagdes durante o dia. Isso pode explicar os valores baixos de atividade, uma vez que o
decréscimo na atividade no final da fermentacio é tipico desta enzima devido a sua baixa

estabilidade nas condi¢Ges de fermentag8o empregadas (T = 27° Ce pH 6,7).
4.1.2 - PURIFICACAO DA DEXTRANA-SACARASE

A purificagfio da enzima fot realizada como descrito em Material e Métodos. A Tabela 4.2

mostra a recuperagio final da enzima no processo de purificacio..

Tabela 4.2: Atividade total (UDS) nas etapas de purificacio e recuperacio final da enzima

Fermentaglio Atividade do Caldo  Atfiv.apos precipitagio  Recuperagio (%)
i 67.320 151.182 22,5
2 143.179 _ -
3 151.200 15.249 10,1
4 76.680 27.226 35,3
5% 41.130 28.781 70,0
- valor nio disponivel

* ndo foi realizada a etapa de ultrafiltragio

Como foi obtida uma baixa recuperagio da enzima, optou-se por monitorar a atividade do
filtrado durante a ultrafiliracio. Como o filtrado nfo apresentou atividade, a possibilidade de
decréscimo na atividade devido a ndo retencfo da enzima pelas membranas do ultrafilire foi
descartada. Talvez a perda de atividade possa ser explicada pela tensfio de cisathamento 4 qual a
enzima ¢ submetida durante todo o processo de ultrafiltragdo, por perdas durante a centrifugacio
e também pela exposigio prolongada da enzima em condigbes pouco favordvets. Inicialmente
diminui o tempo de ultrafiltragfio, atraves do aumento da velocidade de ultrafiltragdo, porém isso
acarretou formacio de espumas, além da ndio retenglio da enzima pelas membranas, detectada
através da presenga de atividade no filtrado. Entdc optou-se por concentrar menos a solugfo

enzimatica, entretanto niio houve melhona nos resultados.

Uma vez que o caldo obtido no expenimento 5 apresentou uma atividade mwito baixa,
optou-se por nfo realizar a etapa de ultrafiltraclo, precipitando a enzima diretamente do meio

fermentado. Apesar deste procedimento apreseniar o inconveniente de se trabalhar com grandes
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volumes, foi o que resultou a melhor recuperagiio da enzima (70%), fortalecendo a hipotese que
parte da perda de atividade se dé durante a etapa de ultrafiltragio. LENCKI et al. (1993)
relataram o efeito da tensdo de cisalhamento sobre a inativacio da enzima dextrana-sacarase.
Porém, segundo os autores abaixo de 25° C, mesmo altas tensSes de cisalhamento ndo aceleram

significativamente a inativagdo da enzima.
4.1.3 - REACAO ENZIMATICA

Varios estudos sugerem como alternativa de obtengio de dextrana com peso molecular
controlado, 2 exploracio das condigdes de sintese, uma vez que o peso molecular sofre grande

influéneia destas condigdes, principalmernte em relagiio a concentragio de sacarose, temperatura

presenca de outros aglicares.

Na intenciio de obter dextranas cujo peso molecular propiciasse condi¢bes mais brandas
de hidrélise para a obtencfio da fracio clinica, foram utdizadas as seguintes condigBes:
temperatura de 20° C, concentragio de sacarose de 100 g/l e atividade enzimatica de 40 UDS/ml.
Segundo BAZAN (1993), a diminuigio da temperatura favorece a formagio de dextrana clinica
devido a diminuicfio da velocidade de reagiio. As reagdes de polimerizagio foram realizadas como
descrifo anteriormente. Nio foi utilizada solugiio tamp#io pois de acordo com a literatura

(CURRALEROQ, 1993) o pH nio sofre alteracio significativa durante a reagdo.

Amostras foram retiradas em intervalos regulares de tempo para acompanhamento da
extensio da reagio através da determinagio da frutose liberada no meio. A reagio foi
interrompida quando pelo menos dois valores iguais de concentragio de frutose foram obtides.
Isso ocorreu por volta de 5 a 6 horas de reagiio e a concentraglo de frutose foi de
aproximadamente 40.0 g/l. A interrupgdo da reagfio foi feita por aquecimento em banho-maria

durante 10 min para desativagio da enzima no meio.

O material obtido foi congelado sendo gue uma amostra foi separada para caracterizagio

quanto & distribuicio de peso molecular.
4.14 - CURVA DE CALIBRACAO

Ap6s a determinaciio da eficiéneia de cada coluna como descrito no capitulo anterior, as

mesmas foram conectadas ern série na seqliéneia do poro decrescente para separar primetramente
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as moléculas maiores , evitando problemas de viscosidade. Além disso, esta seqiiéncia possibilita

a coluna de menor porosidade, mais sensivel & pressfio, ficar mais distante da bomba.

Com a integracio dos picos dos padrdes a curva de calibragio foi obtida relacionando os
pesos moleculares médios e os tempos de retenglio (Apéndice A). Vérias tentativas foram feitas
afim de se obter o melhor ajuste entre os pesos moleculares fornecidos ¢ os estimados. E o que
apresentou methor resultado foi o obtido pela Equagfio 4.1. A Tabela 4.3 mostra o tempo de

retengio obtido através da injegdo dos padrBes.

Tabela 4.3: Tempo de retenciio (Tg) dos padrdes obtidos
através de injecdes no sistema de cromatografia liquida

Padrdo Mw IR (min)
DXT 5000 K 4.900.000 16,9
DXT 1750 K 1.750.000 18,3
DXT 685 K 685.000 19,6.
DXT 165K 165.500 22,3,
DXT 79K 78.800 23,4
DXT 43K 42.750 24,5,
DXT 11K 11.700 26,7
Glicose 180 31,2

log Mw =22,1-1,75Tg +6,69x107% Tg * =991 x10"* Ty * (4.1

r=0 9987

Ficaram entfio estabelecidos como extremos para efeito de calculos e avaliagSes, o padrio
de dextrana 5 x 10° daltons como o maximo e o padrio de glicose como o minimo. E importante
ressaltar que para dextranas com peso molecular superior a 5 x 10°, estimativas de peso molecular
médio e quantificagbes ndo devem ser feitas, pois nfio ha precisio nestas medidas, uma vez que
acima deste valor a curva de calibragiio ¢ obtida por extrapolagio devido a falta de padrio com
mator peso molecular, além da perda de resoluclo da coluna a valores de M., maiores que o limite
de exclusio da coluna { 1.0 x 107 daltons). No caso das dextranas de baixo peso molecular,

quanto menor {proximo ao tempo de retencio da ghicose) maior a imprecisio, principalmente no
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que se refere ao céleulo do peso molecular médio, tendo em vista que por uma limitagio das
colunas empregadas, monossacarideos, dissacarideos (sacarose, maltose} e oligossacarideos
pequenos saem no mesmo tempo de retengdio do padriio de glicose, ou muito proximo a ele.
Segundo BERGQUIST (1995) os calculos de distribuico de peso molecular e os pesos

moleculares médios ndc devem ser considerados para pesos abaixo de 2000 daltons.
4.1,5 - CARACTERIZACAO DO PRODUTO DA SINTESE

A amostra de dextrana proveniente da sintese foi preparada para injeclio seguindo os
procedimentos recomendados descritos no capitulo anterior. Sua caracteriza¢io quanto ao peso

molecular foi feita utilizando a curva de calibragfo através do sofiware”Millenium”.

Na descrigdo dos resultados a seguir, a distnibuicio de peso molecular foi dividida em trés

faixas:
» Alto peso molecular: dextranas com peso molecular acima de 100.000 daltons.

» Clinica: dextranas com peso molecular entre 20.000 ¢ 100.000 daltons. Para definigdo desta
fragdio foram consideradas a dextrana 40 {peso molecular 40.000 + 20.000 daltons) ¢ a dextrana

75 {peso molecular 75.000 & 25,000 daltons).
s Baixo peso molecular: dextranas com peso molecular entre 10.000 e 20.000 dalions.

Inicialmente foi analisada a influéncia da concentrag@o da amostra sobre a distribuicio de
peso molecular. Amostras com concentragdes de 0,20%, 0,10% e 0,05% (p/v) foram injetadas e
como nio houve variagdo significativa na % de dextranas de alto peso, clinica e baixe peso optou-
se por trabalhar com a concentracio de 0,20% (p/v) que propiciou um melhor sinal

cromatografico. Os relatOrios para estas injegfes sdo apresentados no Apéndice B.

A amostra proveniente da sintese foi caracterizada através da integragio do pico e
guantificac3o pelo software "Millenium”. Foram realizadas trés injecBes para a mesma amostra. A
distribuicio percentual de dextrana total e clinica na amostra foi obtida como descrito

anteriormente ¢ os resultados podem ser verificados na Tabela 4.4.

Os valores considerados foram obtidos fazendo a média aritmética para as trés injegdes. A

variagdo entre o valores apresentados nos relatorios {Apéndice C) e na Tabela 4.4 deve-se ao
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fato que foram utilizados em todos os célculos um relatério com um maior niimero de fatias

("slices”) e para efeito de ilustragdo foi utilizado um relatério consiso.

Tabels 4.4 : Distribuigiio do peso moiecular
para a amostra proveniente da sintese

Injecdo % Dextrana % Dextrana
] 14,0 1,3
2 14,1 1,5
3 14.4 1,6
média 142 1,5

A concentragio tedrica maxima de dextrana obtida na simtese ¢ dada pela Equagio 4.2

{(PAUL et al, 1986).
[dextrana) worcs = 52021086} miciat X 0,474 (4.2}

E importante ressaltar que a glicose nfio esta ligada apenas na forma de dextrana de alto
peso e médio peso molecular, mas também como oligossacarideos. Portanto este rendimento
tedrico deve englobar os oligossacarideos. Um rendimento de apenas 30,0% (14,2 / 47,04) em
relaglio ao tedrico foi obtido para a formagio de dextranas totais (PM > 10.000). Por outro lado,
considerando também os oligossacarideos temos um rendimento de 68,8% (32,4 / 47,04). O valor
32.4 % foi obtido através dos relatorios (Apéndice C), desconsiderando o ultimo pico (frutose ¢
sacarose) e computando a % acumulada até o tempo de 30 munutos. CURRALERO (1993)
determinou o rendimento daz sintese através de hidrolise total da dextrana, e obteve um
rendimento de 86%. Entretanto a comparagdo destes valores ndo traz esclarecimentos devido as

diferentes metodologias empregadas.

PEREIRA et al (1996) citaram 2 influéneia da temperatura no rendimento de
oligossacarideos, Segundo os autores o peso molecular foi afetado pela interagio da concentragio
de sacarose com a temperafura, levando a altos rendimentos de oligossacarideos quando foram

utilizadas as condigdes de 100g/1 e 20,0° C, o que pode justificar o rendimento de dextrana

obtido.
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Para a amostra em tenmos de dextrana obteve-se. um polimero. composto. quase
exclusivamente por dextranas de alto peso molecular, o que pode ser verificado qualitativamente
pela Figura 4.1, na qual a curva de distribuigio. de peso molecular da amostra da sintese e

sobreposta com as curvas de distribuigio dos padrdes de peso molecular S x 10% 1.75 % 10°,

7%
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Figura 4.1 - Sobreposigiio dos cromatogramas obtidos para a amostra

da sintese e padrdes 5 x 106 ¢ 1,75 x 1606

Uma pequena parte da amostra (menos de 1,0%) possui peso molecular acima de 5 x 10° e
portanto. est fora da faixa de calibragio dada pela curva padrdo. Portanto os pesos moleculares
das fatias correspondentes ao tempo de retengdo menor que 169 min sio obtidos por
extrapolaciio e no devem ser considerados. Isto pode ser verificado no Apéndice A, através da

tabela referente a curva de calibragio.

Quantitativamente o peso médio. da amostra foi obtido fazendo a mtegracio apenas do
pico referente & dextrana. O peso molecular determinado foi préximo de 1.500.000 daltons ¢ esta

indicado no.cromatograma mostrado pela Figura 4.2,

Para uma melhor caracterizacio das amostras provenientes da hidrolise da dexstrana de
alto peso, poderia realizar-se diglise, utilizando membranas com peso molecular de corte por volia
de 10.000 daltons. Com isso eliminaria residuos de sacarose e pequenos oligossacarideos e grande

quantidade de frutose.
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Figura 4.2 - Cromatograma obtido da injeciio da amostra proveniente da sintese

4.2 - PRODUCAO DE DEXTRANA CLINICA

Na iten¢o de obter dextranas com peso molecular apropriados para uso clinico (20.000 -
100.000 daltons) foram feitos estudos em varias temperaturas e pH com o objetivo de maximizar

o rendimento do produto dentro dessas especificagdes.

A hidrolise acida da dextrana ocorreu sob a agiio de acido sulfiirico. As faixas de pH e
temperatura escothidas para estudo foram baseadas mas caracteristicas do produto obtido na
sintese e em dados da literatura.. WOLFF et al. (1954) utilizando condigdes de hidrélise de 80°C
e pH 1,0 com 4cido sulforico obtiveram com 5 horas de hidrdlise em torno de 47% de
rendimento de dextrana clinica (75.000 £ 25.000), a partir de dextrana com peée molecular na
faixa de 30 x 10% 2 50 x 10° de daltons. Os autores relataram queda no rendimento para tempos
de reacdo acima deste valor. Com base na Hteratura, no peso molecular da dextrana obtida, em
torno de 1.5 x 10° daltons, e em ensaios preliminares realizados nas condigBes citadas na
literatura nos quais foi constatada quebra do peso molecular para faixa menor que a desejada,
condicdes mais brandas foram adotadas (temperatura entre 65,0 ¢ 75,0 °C pHentre 1,5¢2 5 ¢
tempo de 7 horas), com objetivo de obtengio de dextrana clinica em condiges mais favordveis a

nivel operacional.

Foram realizados quatro ensaios e trés repetigbes no ponto central, de acordo com a

Tabela 3.1. Duramte as reagdes de hidrélise foram retiradas amostras em intervalos regulares de
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tempo ¢ todas as amostras foram injetadas para caracterizagio quanto & distribuigio de peso

molecular. Porém, nem todos os resultados serdio apresentados.
4.2.1 - CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS HIDROLISADAS

Neste item serdo apresentados resultados de composi¢do da massa reacional em termos de
peso molecular de dextrana, durante 3 etapa hidrolitica ¢ uma avaliagio qualitativa e quantitativa

dos produtos obtido nas diversas condigles testadas.

Em ensaios preliminares foi realizada a precipitagio da dextrana com alcoo] etifico ¢
posterior liofilizag8io das amostras. Este procedimento permite a eliminagio de monossacarideos,
dissacarideos ¢ trissacarideos, o que acarretou dificuldades na analise do desempenho do
processo, ja que algumas vezes eram obtidas porcentagens de dextrana de alto peso maior que 2
amostra retirada no intervalo anterior, Optou-se por ndo fazer a precipitagio e usar as amostras
tais como obtidas na hidrolise. Assim, como para a amosira proveniente da sintese, as amostras
provenienies das hidrolises foram injetadas numa concentragio de 0,20% (p/v) sem nenhum
processo de purificagio. Com isso todos os cromatogramas obtidos apresentaram além do pico de

dextrana, picos referentes a monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos.

4,2.1.1 - Analise Qualitativa

Uma caracteristica das dextranas obtidas nas condigfes de hidrolise discutidas a seguir, €2
grande heterogeneidade quanto & distribuigSio de peso molecular, originando picos muito largos,

os quals podem ser vistos nos Cromatogramas.

As hidrdlises realizadas nas condigdes mais brandas da faixa estudada nfio resultaram em
uma alteragio significativa na porcentagem de dextrana clinica ao longo da reagio. Com a
hidrolise realizada em pH 2.5 ¢ 65,0° C (H6) obteve-se com 7 horas de reagio uma amostra com
peso molecular médio igual a da amostra da sintese mostrando que nfio houve quebra

consideravel que alterasse a distribuicio média de pesos moleculares.

Com a realizacdo das hidrolises a pH 1,5 ¢ 65,.0° C e pH 1,5 e 75,0 ° C verificou-se que a
distribuicio do peso molecular "caminha” em diregdo a dextranas com peso molecular menor, ou
com maior tempo de retengdo. No Apéndice D estio apresentados 08 cromatogramas com o pesc

molecular médio determinado através da integracio da regifo de interesse. Para 2 amostra obtida
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com 7 horas de hidralise 2 pH 1,5 e 65,0 °C (H4 / 7 horas), verifica-se que, apesar da formagio
de uma fracfio maior de dexirana clinica, a maior parte da amostra corresponde a frago de alto

peso molecular, com peso médio de aproximadamente 1.291.200daktons.

A condigio. que. propiciou. melhores rendimentos da dextrana clinica foi aquela na gual
utilizou-se o menor pH (1,5) em conjutito com a maior temperatura (75,0° C) do delineamento
experimental. Os cromatogramas. sobrepostos para os. tempos.de. 1 hora e 7 horas de hidrolise

para esta condicdo estdo apresentados na Figura 4.3
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¥igura 4.3 - Sobrepesi¢io dos cromatogramas obtides com 1 hora e 7 horas de hidrélise
em pH 1,5 e 75,0° C (H5/1 hora e HS/7 horas)

Para o tempo inicial {1 hora) de hidrolise verificou-se ainda um pico bem definido de
dextrana de alto peso que se deslocou para a regido de memnor peso molecular com o tempo de
reacio. Em ambos os casos. verificou-se picos na regific de dextrana clinica, em maior proporedo
para a amostra H5/7horas. A Figura 4.4 mostra os cromatogramas sobrepostos para 2 amostra
bruta {sem hidrolisar), os padrdes de dextrana com peso molecular de 43.000 ¢ 79.000 daltons e a
amostra obtida com 7 horas de hidrolise a pH 1,5 e 75,0° C (H5/7 horas). Observa -se de maneira
cara o deslocamento do peso molecular da regifio de alto peso (amostra bruta) para aguela

correspondente & fragiio de dextrana clinica (amostra F5/7h).
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Figura 4.4: Sobreposigio dos cromatogramas referentes a amostra bruta, amostra H5/7horas e

padries de dextrana de peso molecular 43.000 ¢ 79.000 daltons

A evolugio do peso molecular

durante toda a hidrolise para o ensaio que propiciou

maiores rendimentos pode ser verificada pelos pesos. médios obtidos integrandc apenas a regido

de interesse. Os pesos médios em fungdo do tempo de reagio estio apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Pesos moleculares médios (dalton) em fancio do

tempo de reacio para a hidréliseempH 1,5 ¢ 75,6° C (HS)

Amostra Peso Molecular
H5/ 1 hora 1.365.257
H5 / 2horas 1.276.937
H3 / 3horas 910,596
H5/4horas 1.025.244
HS5 / Shoras 66,729
H35 / 6horas 65,430
H5/Thoras 55317

As Figuras 4.5 a 4.11 mostram 0. Cromatogramas com os respectivos pesos moleculares

médios para as amostras da Tabela 4.5,

clinica.

jlustrando a evolugdo do pico para a regifio de dextrana
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Figura 4.11 - Cromatograma referente a amostra H3/ 7 horas
47212 - Rendimentos das Amostras em Termos de Dextrana Clinica

De maneira geral o rendimento de dextrana clinica aumentou com o tempo de hidrolise.
Dentre as condicdes estudadas as que apresentaram melhores rendimentos foram as realizadas em
baixo valor de pH. A Tabela 4.6 traz os dados de rendimentos de dextrana climca obtidos em
funcio do pH, temperatura e tempo de hidrolise. Os valores foram obtidos como descritos na
metodologia. O Apéndice E traz a distribuigio do peso molecular para algumas amostras da

Tabela 4.6.

Com 7 horas de hidrolise para as condigdes de pH 2,5 e temperatura 75,0 ® C, e para pH
2.0 e temperatura 70,0 ° C, nfio foram retiradas amostras devido a problemas com o equipamento

no final da reagio.

Tabela 4.6; Rendimento de dextrana clinica {%) em fun¢io do tempo

de hidrélise para cada ensaio delineado pelo planejamento experimental

ensaio pH I C) lhora 2horas 3horas 4 horas 5horas 6 horas 7 horas

1H4y 15 65.0 38.0 39.0 33.9 40.0 37.0 40.9 44.6
2(H6y 2.5 65.0 9.0 14.3 12.1 13.5 14.9 15.2 16.3
3{(H5 15 75.0 574 48.1 54.7 70.9 76.6 899 95.7
4(H2) 25 750 8.1 26.1 198 13.7 13.4 14.0 -

5¢(H1y 20 70.0 11.8 15.9 16.6 179 219 184 17.6
6(HT) 20 70.0 10.9 14.7 13.4 17.9 224 264 20.1
7(H3} 20 70.0 3.9 17.6 21.6 17.0 209 251 -
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4272 - ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS E OTIMIZACAQ PELAS SUPERFICIES DE
RESPOSTA

Através dos resultados da Tabela 4.6, a influéneia das varidveis pH e temperatura sobre o
rendimento de dextrana clinica pode ser analisada. A realizagio de ensaios em pelo menos dois
niveis da variavel permite observar o que ocorre na resposta, ou seja, no rendimento quando o

nivel da variivel é modificado.

Mantendo-se o pH em 1,5 e elevando a temperatura de 63,0° C para 75,0 ° C (ensaios 1 ¢
3) houve um aumento no rendimento de dextrana clinica. J4 quando o pH é mantido em 2,5 a
passagem do menor nivel de temperatura para 0 maior resulta em uma variagio pequena no

rendimento de dextrana clinica. O efeito da temperatura em cada nivel de pH pode ser observado

na Tabela 4.7

Tabela 4.7: Variagiio no rendimento de dextrana elinica (%)
em fun¢io da mudanga do nivel de temperatura

tempo (h} pH=15 pH =25

1 194 9
2 9.1 11.8
3 208 7.7
4 30.9 0.2
5 39.6 -1.5
6 49.0 ~1.2
7 51.1 -

Os resultados mostram  que o efeito da temperatura, isto €, © que OCOITE Ccom O
rendimento quando a temperatura € elevada de 65,0 % C para 75,0 ° C , depende do nivel do pH. O

efeito da mudanca de nivel do pH, por sua vez, depende da temperatura.

A Tabela 4.8 mostra o efeito do pH em cada nivel de temperatura .
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Tabela 4.8: Variacio no rendimente de dextrana

clinica { % ) em funciio da mudanga de nivel do pH

tempo (h) T=650°C T=15,0°C

i 29,0 -49.3
2 24,7 22,0
3 -21,8 -349
4 -26,5 57,2
3 =221 -63,.2
6 257 2759
7 -28,3 -

Como o efeito de uma variavel depende do nivel da outra, dizemos que as variaveis se
interagem. Como na auséncia de interagdo esses dois valores deveriam ser idénticos (a menos do
erro experimental), a diferenga entre eles ¢ tomada como uma medida da interagho entre as
variaveis pH ¢ T. Por exemplo, pela Tabela 4.8 temos para 1 hora (-49.3-(-29,0)) a diferenga do
efeito do pH em fungdo do nivel da temperatura A metade da diferenga €, por definigho, o efeito
de interagdio entre o pH e a temperatura (-10,15; Tabela 4.9). A existéncia de um efeito de

interacdo significativo indica que os efeitos principais devem ser interpretados conjuntamente.

A Tabela 4.9 traz os valores dos efeitos principais do pH e temperatura ¢ os efeitos de
interacio em fungdo do tempo de hidrolise, calculados pelo software "Statistica”, verséo 5.0 for
windows. O efeito principal de uma variavel é, por definicio, a média dos efeitos nos dois niveis
da outra variavel. Um efeito de -23.3 % para o pH (Tabela 4.9) com 2 horas de reagdo significa
que o rendimento diminue 23,3 % em média, quando o pH passa do nivel -1 (pH = 1,5) para o

nivel +1 {pH =2.5).
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Tabela 4.9: Efeitos das variaveis temperatura (T ), pH e T x pH sobre

o rendimento de dextrana chinica em funcio do tempo de hidrolise

tempo () IrCh nH TxpH
1 925 -3G OR ~10158
2 10.44 -23.32 -1.353
3 14.28 -28.30 -6.54
4 15.56 -4] 91 -13.36
5 19.06 -42.68 -20.55
6 23 89 =30.98 =25.12

Estes resultados podem ser mais facilmente compreendidos através das superficies de

resposta, uma ferramenta do planejamento experimental, que possibilita uma visualizagio grafica

da tendéncia das respostas do processo em estudo. As superficies de resposta relacionando o

rendimento de dextrana clinica em funcdo do pH, temperatura ¢ tempo de hidrélise sdo mostradas

nas Figura 4.12 2 4.17 e foram obtidas através dos modelos:

«t=1 hora

Rend =206 -195pH+46T-51pHT

e t = 2 horas
Rend=264-11,7pH+32T+07pHT
# t = 3 horas
Rend=251-142pH+71T-33pHT
® t = 4 horas
Rend=290-209pH+78T-77pHT
® t = 5 horas
Rend=296-213pH+95T-103pHT

# t = 6 horas
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Rend=341-254pH+119T-126pHT (4.8)

O rendimento de dextrana clinica ¢ influenciado fortemente pelé aumento da temperatura
e diminuig3o do pH. Verifica-se em todas as superficies obtidas, como constatade anteriormente,
uma tendéncia de maximizacio do rendimento quando tém-se baixos valores de pH (1,5) e altos
valores de temperatura (75° C). Para as superficies correspondentes a tempos de hidrolise maiores
observa-se uma inclinaciio mais acentuada das superficies indicando um efeito conjugado maior

das duas vaniaveis com o tempo sobre o rendimento de dextrana clinica.

O efeito de interacdo entre as variaveis também pode ser observado nas superficies planas.
Quanto maior o tempo de hidrolise maior o rendimento de dextrana clinica para a regiio de maior
temperatura e menor pH. Verifica-se que o efeiio mais importante € o pH, mas a temperatura ¢
tempo de hidrélise tem influéneia significativa no rendimento. Além disso, observa-se que o efeito
de interagiio entre pH e temperatura praticamente ¢ inexistente para maiores valores de pH. Ja
quando tem-se valores de pH mais baixos observa-se um aumento do rendimento com © aumento

da temperatura, acentuando-se ap6s 4 horas de hidrélise como pode ser observado nas Figuras

412a4.17.

A anslise de regressio, ou o ajuste por minimos quadrados dos modelos lineares aos
resultados obtidos a partir do planejamento experimental, foi feita com o auxilio do software
“Seatistica”, versiio 5.0 for windows. A partir destes calculos, foram obtidos os coeficientes dos
polindmios ajustados. Os pardmetros destes modelos foram calculados de forma a minimizar os
residuos, que sio diferengas entre os valores observados e os valores estimados pelo modelo. A
anilise estatistica foi fetta pela avaliagho da tabela de analise de varidncia fornecida pelo
programa. Como pode ser verificado pelos valores do teste F (Apéndice F) os modelos ndo se
ajustaram a nivel de 90% de confianga, indicando a necessidade de um planejamento (“estrela”)
que provavelmente levaria a modelos mais representativos. Ndo foram obtidas superficies curvas
com ponto de méximo, mas planos indicadores da otimizagdo. Segundo BARROS NETO (1995)
em situagbes onde a vizinhanga do maximo nio é evidente, mas sim apenas a tendéncia do
pracesso, um novo planejamento com base nos dados obtidos é sugenido para a otimizag@o. No
entanto, © readimento de 95% obtido para dextrana climca com peso molecular na faxa de

20.000 a 100.000 daltons estd proximo a um rendimento otimo, podendo haver degradagio da
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fracdo clinica em fragfo de menor peso molecular como observado também nas condigGes

estudadas por WOLFF et al. {(1954).

A relacio tempo-pH-temperatura na hidrolise de dextrana foi analisada por este autores. e

os resultados obtidos para dextrana com peso molecular na faixa de 50.000 a 100.000 daltons

estio apresentados na Tabela 4,10,

Tabela 4.10 - Rendimento de dextrana clinica (Rend) em funcio do
tempo-pH-temperatura na hidrilise de dextrana WOLFF et al. (1954).

Temperatura (* C) tempo (h) pH Rend (%)
121 2.5 29 38
80 6,17 0,35 33
75 24 1.6 36
70 46 1,6 39

Através da distribuicio do peso molecular para a amostra H5/7 horas (Apéndice E) o
rendimento de dextrana clinica na mesma faixa considerada por WOLFF et al. (1954) e obtida nas
mesmas condicbes de pH, temperatura e tipo de acido ¢ aproximadamente 49%; rendimento este
conseguido com 7 horas de reagdo. Portanto, foi obtido em condigSes semelhantes um

rendimento maior com um menor tempo de hidrélise, como previsto com base no peso molecular

da amostra bruta.

Segundo WOLFF et al. (1954) na auséneia de diferencas marcantes no produto (Tabela
4.10} a escotha das condicBes de hidrolise torna-se uma questdo de conveméncia, ¢ o fator

essencial € o controle da extensio da hidrdlise,

No que se refere ao objetivo principal, que € a obtenco da fracdo clinica com peso
molecular na faixa de 20.000 a 100.000 bons resultados foram obtidos e a possibilidade de

realizago de alguns ensaios adicionais ¢ interessante para a complementagdo da otimizag8o.
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Figura £.12 : Rendimento de dextrana clinica em funglio
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Figura 4.13: Rendimento de dextrana clinica em fumgHo
dopH e T com 2 horas de hidrilise
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QR =008
BEE 13,542
BB 19,186

_ A Fignra 4.14: Rendimente de dextrans clinies em fongdio
above dopHe T com 3 horus de hidrotise
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Figura 4.15: Rendimento de dextrana clinica emn fungiio
do p¥i e T com 4 horas de hidrilise
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Frgurar 4. 16 Rendinento de dexdrana clinica eny fungo:
doptre T com 5 holas de hidréilise-
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Figura 4,17 Rendimento o dextrana chniea co fongio do-
pite T com 6 hoxas de hidrolise




Conclusdes

5 .CONCLUSOES

Dentro do objetivo principal do trabatho que foi a otimizagio das condigBes de hidrolise

para obtencdo de dextrana clinica a partir da dextrana sintetisada, podemos concluir:

1 - O pH ¢ a variavel que mais influencia o proceso de hidrolise dcida de dextrana, sendo que a
diminui¢io do pH favorece o rendimento. Um aumento de até 50% no rendimento ¢ obtido com a

diminuicdo do pH de 2,5 para 1,5 com 7 horas de reagfio.

2 - Com respeito & temperatura, verifica-se que o aumento da temperatura de 65° C a 75° C,

aumenta o rendimento de dextrana clinica em até 23% com 7 horas de reaglo.

3 - Dentro do intervalo de tempo de hidrolise estudado (1 a 7 horas) maiores rendimentos de

dextrana clinica sfo obtidos com 7 horas de reacgdo.

4 - Os pardmetros para produzir dextrana clinica (20.000-100.000 daltons) com maior
rendimento (95,7 %), foram pH igual a 1,5, temperatura de 75° C e tempo de hidrolise de 7
horas. As condigdes utilizadas tiveram um efeito de maximizaglo uma vez que a hidrdlise para

peso abaixo de 20.000 daltons no foi expressiva, ndo prejudicando o rendimento global.

5 - A proposta inicial da utilizagic de condigdes mais brandas de hidrélise que aquelas reportadas

na literatura, levaram a obtengo da fragiio clinica de dextrana com alto rendimento.
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Sugestdes para Trabalhos Futuros

6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
«a Dar continuidade ao processo de otimizacfio baseando-se nos dados obtidos.

s Estudar as condigbes de sintese de dextrana visando a otiruzagdo do processo em termos de

rendimento de dextrana.

e Avaliar a separaciio dos monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos presentes em grandes
quantidades no produto da sintese, principalmente a frutose, cuja recuperagio poderia trazer

grandes ganhos econdmicos.
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Calihration Curve
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APENDICE B: Anilise da concentragio da amostra sobre a
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Millennium Separation Report printed: December 3, 1996 Page: 1 of
‘Report Method: TESTE GPC Version: 2.10
{For Sample: Sint 0.058% Yial: 4 Injection: 1 Chan: SATIN
i Proc Chan: SATIN Processed: 23/04/8¢ 17:02:17
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Millennium Separation Report Printed: Decsmber 23, 1984 Page: 2 of 2
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%Millennium Separation Report Printed: December 3, 19%& Page: 1 of

‘Report Method: TESTE_GBC Version: 2.10
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EMillennium Separation Report Printed: December 2, 19%é Page: 1 of

ﬁReport Method: TESTE GPC Version: z2.10

iFor Bample: Sint 0.20% vial: 2 Injection: 1 Chan: SATTN
(Proc Chans SATIH Provessed: 23/04/96 16:56:19
iBasaline Noilse: Baseline Drift:

(thannel Deacr: REFRACT

Relatdério para a amostra da sintese {0,20%)

Eroject Name: PEXTRANA 1
Sample Name: Sint 0.20%
Vials 2 Sample Type: Broad Unknown
Injection: i Volume: 98.00
Date Acquired: 23/04/96 13:25150 Date Processed: 23/04/%96 1é:56:12
SampleWeight : 1.00000 Dijution: 1. 00000
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%Millennium Separation Report Printed: December 3, 189%c% Page: 2 of 2

‘Report Method: TESTE_GPC Version: 2.10

For Sample: Sint 0.20% Vial: 2 Injection: 1 Chan: SATIN
{Proc Chan: SATIN Processed: 23/04796 16:56:18
iBaseline Noise: Baseline Drift:

échannel Descr: REFRACT

Slice Takle showing 50 of 1133 slices
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Apéndice C

APENDICE C: Relatérios utilizados na determinacio da porcentagem
de dextrana presente na amostra da sintese
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iﬁﬁllennium Separatlion Report Printed: December 3, 184§ Page: 1 of 2

%Repert Method: TE3TE GPC Version: 2.16

[For Sample: SINT.0.20% Vial: 8 Injection: 1 Chan: SATIN
{Proc Chan: SATIN Processed: 20/05/96 18:35:14
iBaseline Moise: Baseline Drift:

Channel Descr: REFRACT
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Project Name: DEXTRANA 1
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Vial: 2 Sample Type: Broad Unknown
Injection: 1 Volume: 98.00

Channel: SATIN Run Time: 35.0 min
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SampleWeight: 1.00000 Dilution: 1.00000
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iMillennium.Separation Report Printed: December 3, 1336 Page:
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‘Millennium Separation Report Printed:
‘Report Method: TESTE GEC

{For Sample: SINT.0.20% vial: #
‘Proc Chan: SATIN

éBaseline Hoise:
?Channel Descr: REFRACT

Decembar 3, 1986

Version:
Injection:

Processed:
Baseline Drift:
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1
20/05/96 18:27:18
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Chan: SATIN

2

Relatoric para a
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Project Name: DEXTRANA 1

Sample Name: SINT.O.20%

Yial: 2

Injection: 1

Channel: SATIN

Date Acguired: 2E/04/96 13:36:08
SampleWelght: 1.00000

Ao Meth Set: DEXYT M5

Processing Method: VANESEA PM

Sample Type:

Volume:

Run Time:

Date Processed:

Dilution:

Broad Unknowm
98.00

35.0 min

20/05/96 18:27:1%
1.00000

L3177 182

39

15.00 20.00

25.00
Minutes



{Report Method:
iFor Sample:
éPros Chan:
iBaseline Noise:
‘Channel Descrs

EMillannium Yeparation Report

Printed:
TESTE_GEC
SINT.0.20% vial: @
SATIN
REFRACT

Pecember 3, 19%&6 Page:
Version: 2.10

Intection: 1 Chan:
Processed: Z0/05/86 18:27:19

Baseline Drift:

SATIN

p

Slice Table showing 50 o

Ppmulative %

f 1223 slices
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Page: 1 of

SATIN

%Millennium Separation Report printed:
‘Report Method: TESTE_GEC

\For Sample: SINT.0.20% Vial: B8
'Prec Chan: SATIN

éBaseline Noise:
‘Channel Descr: REFRACT

December 3, 18%6

Version: 2.18

Injection: 2 Chan:
Processed: 20/05/96 18:31:38

Baseline Drift:

Relatéric para a amostra da sintese (0,20%) injecéc 3

rroject Name:
Sampla Nawme:
Vials
Injection:
Channel:

Date Acguired:
SampleWelght:
Aeg Meth Bet:

Processing Method:

DEXTRANA 1
SINT.0.20%

g
2

SRATIN

25/04/86 15:44:52
1.00000

DEXT MS

VANESSA PM

Sample Type:
Volume:

Run Time:
Date Processed:
Dililution:

ag. 00
35.0 min

1.00008

Broad Unknown

20/05/96 18:31:36

6.00 —

Y

31,300 1BS

30.00




{Proc Chan:
:Baseline Noilse:
Channel Deacr:

Pllenniuvm Separation Report
eport Method:
For Sample:

TESTE GPC
SINT.0.20%

SATIN

REFRACT

December 3, 189¢

Yersion: 2.10
Injection: 2
Processed: 20/05/96 18:31:3¢

Baseline Drift:

Page: 2 of 2

Lres

ulative % | Blution

Slice Table showing 50 of 1238 slices

D462

4,580

i

I 3. 362801

ZZEGLE

48, 504
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Apéndice D

APENDICE D: Cromatogramas obtidos na integracdio do pico de
interesse para determinacgdo do peso molecular médio
das amostras H6/7 horas, H4/7 horas e H5/7 horas

83



‘Millennium Results Report December 3, 1996 Page: 1 of 1

EReport Method: TESTE GEC Version: 2. 10
{For Sample: H6 - 7 horas vial: 7 Injection: 1 Channel: SATIN {
_Proc Chan: SATIN Processed: 10/06/96 16:21:20 é

?Channel Descr: REFRACT E

Cromatograma para a amostra HE/7 horas

Projact Name: DEXTRANA 1

Sample Name: HE - 7 horas
Vial: 7 Sample Type: Broad Unknown
Injection: 1 Volume: 58,00
Channel: SATIN Run Time: 35.0 min
Date Acqguired: 10/047/36 20:36:48 D?te ?IOGESS@d: 10/06/56 16:21:20
SampleWeight: 1.00000 Bilution: 1.008000
Acg Meth Set: DEXT M3
Processing Method: dextrana pm
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: =
o
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@Millennium Separation Report Printed: Decgember 3, 19%¢& Page: 1 of

Report Method: TESTE GRC Version: z.10

?Euz Sample: H5-7 horas Vial: 12 Imdection: T Chan: SATIN
%Prgc Chan: SATIN Processed: 10/06/9%6 18:29:58
iBaseline Noise: Bazeline Drift:

§Channe1 Descr: REPFRACT

Cromatograma para a amostra H5/7 horas

Froject Name: DEXTRANA 1
Sample Name: H5-7 horas
Vigl: 12 Sample Type: Broad Unknown
Toisction: 1 Volume: 38.00
Channel: SATIN Run TFime: 35.0 min
Date Acguired: 02/04/86 10:35:29 Date Processed: 10/06/86 16:29:58
Dilution: .
Sanmplieleight: 1.00000 tidtion 1.00000
Acg Meth Set: DEXT_ M3
Processing Method: VANESSA PM
- &
14,00 g
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=
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Minutes



%Millennium Separation Report Printed: December 3, 199% Page: 1 of 1

Report Method: TESTE_GEBC Version: 2.10

%For Sample: H4~-Thoras Vial: 7 Injection: 1 Chan: SATIN
{Proc Chan: BATIN Processed: 12/08/96 20:56:45
iBaseline Noise: Baseline Drift:

‘Channel Descr: REFRACT

Cromatograma para a amostra H4/7 horas

Froject Name: DEXTRANA_1
Sample MName: Hi-Thoras
Vial: 7 Sample Type: Broad Unknown
injection: 1 Volume: 98.00
Channel: SATIN Run Time: 35.0 min
Date Acquired: 02/04/96 15:40:52 Date Processed: 12/08/5%6 20:56:45
) . Dilution: 1.00000

SampleWeight: 1.480000
Acg Meth Set: DEET M=
Processing Method: VANESSA M
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Apéndice E

APENBICE E. Relatorios mostrando a distribuigdo do peso molecular
¢ cromatogramas para algumas amostras obtidas no
processo de hidrolise,

89



éMillennium Separation Report

iRepart Method:
%Fox Sample:
iProc Chan:
éBaseliﬂe Holses
{Channel Descr:

Printed:
TESTE GPC
Hl-1 heora vial: 1
SATIN
REFRACT

December 3, 1596

Page: 1 of 2

Version: 2.10
Injection: 1 Chan: SATIR
Processed: 19/04/96 14:57:04

Baseline Drift:

Relatdrio para a amostra H1/1 hora

Froject Name: DEXTRANA 1

Sample Name: Hi-1 hora

Vial: 1

Injection: 1

Channel: SATIN

Date Acgquired: 12/04/%6 16:38:38
SampleWelight: 1.00000

Bog Meth Set: DEZAT M3

Processing Method:  VANESSA PM

8.00 -

2.00 —

.00

Sample Type:
Volume:

Run Time:

Date Processed:

Dilution:

Broad Unknown
98.00

35.0 min
19/04/56 14:57:04
1, 00000

169

31.3283




Millennium Separation Report
Report Method: TESTE_GEC
For Sample: Hi-1 hora
Proc Chan: SATIN
Baseline Nolse:

Channel Descr: REFRACT

Printed: December 3, 1496 Page: 2 of 2
Version: 2.10
Vials 1 Injection: 1 Chan: SATIN
Processed: 19/04/96 14:57:04
Baseline Drift:

4 Ryres )

Slice Table showing 5C of 1210 slices

upulabive % ! Blution Wolume | Retention Time

Mol W
(Maitons

Log Mol W

fall 1 {mini

14.506 D
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& 0.908 Po17.4B0 17,490 .-
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i1 Z.HED Po1g.23c 18,236 PE
12 53T | 3.638 : &
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14 973 §.547 5
15 3034 TUETS £,
i6 5,346 g
L7 %967 v
18 9,504
Ly 0,01
iy 10523
21 11,009 g
z 11,448 P&
2 11,850 5
12352 5

13
E)
i
re
LES]

lat
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iMill&mium Separation Report Printed: December 3, 1996 Page: 1 of 2

|Report Method: TESTE GPC Versiomn: 2.10

gFor Sawmple: Hl- 7Thoras Vial: 7 Injection: 1 Chan: SATIN
‘Proc Chan: SBRTIN Processed: 18/04/96 15:26:06
iBaseline Noilse: Baseline Drift:

‘Channel Descr: REFRACT

i Relatdric para a amostra H1/7 horas

Project Name: DEXTRANA 1

Bample Name: H1- 7horas

Vial: 7 Sample Type: Broad Unknown
Injection: L Volume: 98.00

Channel: SATIN Run Time: 35.0 min

Date Acquired: 12/04796 21:20:20 Date Processed: 19/04/96 15:26:06
SampleWeight: 1.00000 Dilution: 1.094900

Acg Meth Set: DEXT M8

Processing Method: VANESBA PM
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10.00— ; |
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Millemnium Separation Report Printed: December 3, 1986 Page: 2 of 2
Report Method: TREBTE_GPC Version: 2.10

For Sample: Hi- 7horas vial:s 7 Injection: 1 Chan: SATIN

| Proc Chan: SATIN Processed: 19/04/9¢ 15:26:06

Baseline Nolise: Baseline Drift:

Channel Descr: REFRACT

Slice Table showing 50 of 1195 slices

Cumulative % | Elution Voliums
¥ : {mb}

Mol W

¥ Area iDaitansi

[ Log Mol Wt |

i 289 4.236 ;148507 P 7.681684 15567414
2 €81 0,310 i I4.880 | 7.500565

3 447 G.406 15,253 15,253 DY.3EET4L

q B7E 0. 584 15,627 D7.196921

5 6927 16,000 {7.083785

3 1.4%2 16,372 ' '

T #.233 1£.747

5 3,229 17.12¢
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e 5. 28% TN T4

11 7,525 8740

12 8,444 19,633
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13 19,364 g

15 14,432 1%.733
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17 2. 480 354790
1% 17.492 ! Z0.BE3 AT146S
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25 12,452 21.590 {
21 0,318 21.973 55.284805 :
22 2995 §  33.1%5 22,347 ERCCET I 155253
23 2196 21,8232 22,720 D 5.097392 125139
24 ERVE: 23.083 003554 180622
25 2100 23,457 4308217 21137 }
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iMillennium Beparation Report

Printed: December 3, 19%&

?Report Method: TESTE GRC Version:

|For Sample: HZ~lhora vial: 2 Injection: 1

?Frac Chan: BATIN Processed:

§Baseline Neolse: Baseline Drift:
REFRACT

Channel Descr:

Fage: 1 of

2.10

Chan: SATIN

22/05/96 14:17:02

Relatdrio para a amostra H2/1 hora

Project Name: DEXTRANA 1
Sample Name: H2-1hora
Vial: 2 Sample Type: Broad Unknown
Injection: 1 Volume: .
fhannel s SATIN Run Fime: 35.0 min
Date Acquired: 04/04/86 10:49:19 Date Processed: 22/05/96 14:17:02
SampleWeight: 1.00000 Dilution: 1.00000
Acg Meth Set: BEXT MB
Processing Mg;had: VANESEA PM _
8.00 —
£.00 -
5
[ i
3.00 —
2.00 —
2 e ) H
. e ] Il "
. 0
4 . ., R |
i . P e S e '\z_m_h
i " ;11 . |
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%Millennium Separation Report Printed: December 3, 19%¢ Page: 2 gf 2
iReport Mathod: TESTE GPC Veraion: 2.10

|For Sample: H2-lhora vial: 2 Injection: 1 Chan: SATIN
i{Proc Chan: SATIN Processed: 22/05/96 14:17:02

éBaseliﬁe Rolise: Baseline Drift:

‘Channel Descr: REFRACT

Slice Table showing 50 of 1854

" Aran Cuymclative % , Elutien Volime Retent}',lcn Time ; Mol W

i i frld (minj {Daltons) :
2r 0.00% :  1E.878 15,878 12591581 |
z B3 : 0 0.025 P1E,227 Pore.aEE B3IHYUZTE
3 2300 0,07 i 15.BeR {16,566 ToRTEED |
4 ' 16.911 © 16,911 SIRBIUD |

] 17,255 P17.28% 1076358
3 3145253
3 F44617C
19318558 |

1512900

10 1200370 |
1 9EE164 |
17 765604 !
13 _ 519863 |
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15 [ B.810148 4

T F10HL

17 P 5, 433055

14 | 5.345757

19 | 5.259074

20 5.172644

21 ! 5. DBEREY

E )

2 P 4.812682

24 f4.824894

25 P 4.736368

76 3,64 EF1E

27 4.555437

55 4. 462505

z9 4.367588

an 427103

a1 ¢.171803

a2 P ET TS

33 3. 0E5E3]

34 3857409

35 R

38 27,929 {260
37 26.2T4 3287
28 28,618 2454
39 78.962 1633 |
48 £9. 307 1354
41 79.651 525 |
42 29.935 T4
43 G, 340 514 |
14 14 30, B84 3. 684

45 40371 47,404 31,058 31.028

i 365,723 31.373 31,573

47 33,183 51.717F 31,717

o 50. 341 VYS! ©o3n. 061 7
I 35,956 TN Y L 32,4408 £ |
2o 5 100,000 T Ee T 33750 a2



§Millennium Separation Report Printed: December 3, 1984 Page: 1 of
!Repart Method: TESTE GEC Version: 2.10
EEOI Sample: HZ~ Ghoras Vial: 7 Injection: 1 chan: SATIN
{Proc Chan: SATIH Processed: 13/04/86 10:55:57
iBaseline Noise: Baseline brift:
‘Channel Descr: REFRACT
Relatorio para a amostra HZ/f horas
Project MName: DEXTRANA 1
Sample Name: H2- Shoras
Vials 7 Sample Type: Broad Unknown
Injection: 1 Volume: 98.00
Channel BATIHN Run Time: 35.0 min
Date Acquired: 04/04/96 14:10:49 Date Processed: 18/04/9%¢ 10:55:57
SampleWeight: 1.00000 Dilution: 1.00000
Acqg Meth Set: DEXT MS
Processing Method: VANESSA M
8.00 i
6.00 — gﬁ
E
4.00 — . i
2.00 - — f
: w :
= & H :
- 7 -, Yoo ;
e . . a f
- ] RS (3] :\._
0.00 —f e :
15.00 20.00 25.00 30.00

Minutes



iMillennium Separation Report Printed: December 3, 1336 Page: 2 of
|Report Method: TESTE_GEC Version: 2.10

gon Sarple: HZ~ 6horas Vial: 7 Injection: 1 Chan; SATIN
Proc Chan: SATINM Processed: 18/04/96 10:55:57
iBaseline Noise: Baseline Drift:

‘Channel Descr: REFRACT

Slice Table showing 50 of 1232 slices

! Area Cumuiat\i?a g Elution Volume Reteatlon Time | Loa Mol We Mol W
{%} {ml} : {mind . ifmltons)
i 277 0,408 1. 5GT Po14.507 P 3.661654 45587414
z 136 0,493 14, BEG Eo14.890 7. EDDSES 31663534
3 516 f.E14 15,283 i 15.253 P 7.345744 2216B368
4 84% £.514 15,427 Po15.827 [ 7. 19ap71 1H7I606]
5 1308 3,132 16,000 V16,000 P r.0n3TEE 11318425
g 1BER 1.604 16,373 15,373 £, 918031 B241983
¥ 2448 2,248 P16, io1B.74Y 6.78334% &0721H%
5 3277 3078 fo17.1En §o17.120 6.655440 | 4522829
g £070 1.1 17.423 17.493 6 ' 3403649
15 44734 LL4%6E 17,867 TTLRET 5
il 509 16,240 18,240 g
¥ S574 6,613 18,613 3
13 5274 16. 987 16.887 Z
14 4803 P60, 360 19, 360 5
i 4148 18,733 19,733 5
14 3335 P00 z0,1¢ 5
17 az1% 20 460 20.480 5
18 6E ZG.B53 a0 BE 5
15 3208 21.227 23.227 5. 473934
20 2470 21.600 23.800 5375008
21 2245 21,973 71,973 5.284806
27 SUEE 22,347 27,347 F.19303E
23 zoscﬂ by et 27,728 5.09739%
z4 33965 _ L 5. 003554
25 1075 : 4.,903217
26 a5 4.814672
27 #32 IR
28 316 Progn1le
24 BAL §.520867 |
373 #EY 4.419212 |
31 [ 4.3168321%
" 1. 708REE
33 £.00241%
34 3.986651
35 474 3,8705314
35 8848 | 3.7TRO063 %624
37 108% 37,847 2747 P 3.628800 1223
38 2603 75.300 75,320 3 4PHELE 2138
38 9354 28,633 8,693 3. 362801 2306
1 Z7EGE . BDLUTE 29.057 3.22384% Ha !
4% 20561;; B 531G ! 23,440 [ 3.079441 3rol
42 5908 | 21.033 29.813 : 1, 850
£3 6777 1 4z.92z 30.187 563
44 15286 1 48,001 36, BED a0k |
5 49866 | 54,241 30.933 278 |
18 B2l TH.20E 31.307 184
47 G57E1 0 GE.087 AL 6RE i 121
48 3536 Bh.ED 32.0%3 T
4% 452 0 95,845 3z.427 i 1%
30 1e 55,936 Z.B05 3z




EMillennium Separation Report Frinted: December 3, 159% Page: 1 of
jReport Method: TESTE GPC Version: 2.10
(For Sample: H7-1 hora Vial: 1 Injection: 1 Chan: SATIN
' Proc Chan: BATIN Processed: 18/04/96 10:33:12
iBassline Noise: Baseline Drift:
‘Channel Descr: REFRACT
Kalatéoric parae a amostra H//lhora
Project Name: DEXTRANA 1
Sample Name: H?-1 hora
Yial: I Sample Type: Broad Unknown
Injection: 1 Volume: P 58,00
Channel: SATIN Run Time: 35.0 min
Date Acquired: 09/04796 14:26:45 Date Processed: 18/04/%6 10:33:12
SampleWeight : 1.00000 bilution: 1.00000
Acg Meth Set: DEXT MS
Processing Method: VANESSA PM
8.00 —
§.00 i
> - ’
® |
4.00 -
2.00 — o ;;
__‘ ' :-\\m/./&a‘l - g :!II
- " - * 4
0.00 - S P .
gt T e e ~
15.00 20,00 25.00 30.00




%Millennium Separation Report Printed: December 3, 198¢ Page: 2 of 2
/Report Method: TESTE_GPC Version: 2.10

[For Sample: H7-1 hora vial: 1 Injection: 1 Chan: SATIN
EP::QC Chan: SATIN Frocessed: 18/04/96 10:33:12

{Baseline Noise: Baseline Drift:

§Channel pescr: REFRACT

Slice Table showing 50 of 1140 slices

Plumulative % Elution Volums | Retention Time : Mol W

* Araa Ity : {ml} : tmini Log Mol @& 1 onay f
i 14,303 {14,500 7.664338 16167478
z 14.968 14,888 T.EO644 32636447
3 15,238 i 15,2338 7.35306% 22548915
4 15,603 15,603 7.206313 16081012
5 15, 570 15,070 7.085085 11616757
& 16,337 16,337 T 483578
7 1£.705 16,708 §.79802% GZB0YSE
& 17.072 17,072 E.6T1611 | £6F4733
2 17,439 17.430 PRETEY VR 3544388
30 17,807 17.897 §.433824 27009945 |
11 18,174 18.174 £.317285 SETEIEL
12 18,541 15.54% £.006469 1508679
32 18,500 16,500 4 1255575
14 16,276 14,274 DHA4 R
8 13,643 19,543 TTRETS |
16 20 2,017 P E,722027 SLB4ED
17 20 20,378 5684127 464456
A 20 ' 198008
15 21, 318507
20 ; 21, SEEEEY
21 1557 10,822 21 Z0TRER
2z 1465 0 11.2%2 22

23 1440 0 nz.74d 2z

24 2051 33.287 22

75 9E0 12,670 2%, 317

24 16630 12.973 ENLT 4. 853947

21 a0z 34.05] §.75973¢6

28 23,219 24.419 1.664273

24 86 21,786 4.567264

3% X ]

i1 FhOBZE

3z i

a3 26,255

34
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iMillennium Separation Reporti

IReport Method:
%For Sample:

' Proc Chan:
iBaseline Noise:
Channel Descr:

TESTE_GPC
H? -~ 7 horas
SBATIN

Vial:

REFRACT

Printed:

4

December 3,
Verslion:

1556

Injection:
Frocessed:
Rasealine Drift:

Page:
2.10

1 Chan:
18/04/96 11:04:54

1 of

SATIN

2

Relatborio para a amostra H7/7 horas

Project Hame:
Sample Name:

Yial: |
Injection:

Channel:

Date Acguired:
SampleWeight:
Avg Meth Set:

Frocessing Method:

DEXTRANA 1

HY - 7  horas

-
1

SATIN

09/04/96 19:49:12
1.00000

DEXT MS

VANESSA PM

Sample Type:
Vblgme: ¥R

Run Time:

Date Processed:

Dilution:

Broad Unknown
a2, 00

35.0 min
18/04/796 11:04:54

1.00040

14.00—

12.00—

3%. 350 175

30.00



Millennium Separation Report Printed: December 3, 19386 Page: 2 of 2
Report Method: TESTE GPC Version: 2.10

For Sample: w7 - 7 horas vial: 7 injection: 1 Chan: SATIN
iProc Chans: SATIN Processed: 18704796 11:04:54

Baseline Noise: Baseline Drift:

Channel Descr: REFRACT

Slice Table showing 50 of 1160 slices

§ Aren i uumul{lt,]z we % Elst l{f:[ i;;oJ, 1mes Log Mol We ( g:;i :!Bts :
1 Coe oL 1ET {7.664336 46167478
2 553 2.263 ; D 7.BBELL IAOBEAAT -
3 #11 0,356 : [7.383068 2EE45HT |
4 435 G440 P 208338
= [ 7.0BB0BS 11516757 |
5 [ £.029088 R49352%
3 528089%
8 ! :
5 .
10 :
1t 5
1z 541
13 16,908 '
14 19274
T 19,643
1%
17
18 {
1%
Th i 5, 403432
5 ; 5, 116534
2%
23
24
28
26
27 24,551
E) Po24.41%
- L
3z P25.153 TEE04
CEE e 23304
R 836k
© 2E.255 14283 |
EP Ak 11387
3% T 22300 5614
e TS 3609
i7 Pop7.2% 5013
3% 26.082 3757
= o5, 150 2801
5o 25,857 2ORG
i 29.18¢ 1497
42 38,561 1075
43 253926 747
"1 35,006 k2
45 3. 663 EE
2z 31.031 248
47 31,398 188
£5 31755 108
45 32.133 i1
P 37500 &k




Millennium Separation Report

Report Method:
For Sample:
Proc Chan:
Baseline Noise:
Channel Descr:

TESTE_GRC
H5~4 horas
SATIN

vial: &

REFRACT

Printed: December 3,
Version:

1996

2.10
Injection: 1
FProcessed:

Baseline Drifr:

Page:

Chan:

18704796 13:27:32

1 ef 2

BATIN

Project Name:
Sample Name:

Yial:

Injection:

Channel:

Date Acguired:

SampleWeight:
Acg Meth Set:
Processing Method:

DEXTRANA 1
H5%-4 horas

B
1

SATIN
01/04/96 20:18:51

1.00000
DEXT _MS
VANESSA_FM

Relatbéric para a amostra H5/4 horas

Sample Type:
Volume:
Run Time:

Date Processed:

Dilution:

Broad Unknown
58.00
35.0 min

1B/04/96 13:27:32

1.08000

=
o
o]
L]
Ll

33.333 179

BOEOD



%Millennium Beparation Report
‘Report Method: TESTE_GEFC
EFQI Sample: H5-4 horas
 Proc Chan: SATIN
iBaseline Noise:
iChannel Descr:

Vial:

REFRACT

Printed:

8

December 3, of

Version:

1858

2.10
Intecticon: 1 Chan:
Processed: 18/04/96 13:27:32
Baseline Drift:

Page: 2

SATIN

Slice Table showing 50 of 1157 slices

[ Cummiative % | Elution Volume

Mol Wt

£ Area oy (1) Lo Mol We {Daltons}
1 349 e 14.506 45933638
% 356 o.16¢ 14.878 31725878 |
3 15,250 FE73lZAE
3 15,623 1RIB326
5 15,908 11367548
P 16,367 4283300
7 16.740 :
i 17.112
4 17.484
10 17,657
11 16.228
iz 18,601
i3 18,574
14 16,146
15 4.718
GE 26081 20,091 5. 770547
17 20.453 26,462 5671726
18 25855 26,835 & L7457
1% 21,208 21.208 5. 475793
24 Z1.58¢ 21.580 5. 304068
71 21.952 5, 290050
2% 22,325 5166558
2 PNTY. 5. 163163
Z4 23.068 £.009508
25 23,442 §.915554
25 23.814 4.B26730
E 21,185 4. 724813
B 24,559 T
23 Z4.931 1
& 2R, 303 4
EY 15,676 1
EE 75,088
23 ZR.428
EY 26,703
g 77.185 27,165
38
37 3, 638137
28 3. 808963
E3 §3,377015
20
14
4z
33
T
16 23,2%6951
= EYETYCI TR
i T1,015048 |
an ERCIEPETI.

FLB11IT76S




\Millermium Separation Report Printed: December 3, 1996 Page: 1 of 2

%Repart Method: TESTE GRC Version: 2.10

EFor Bample: H%-% horas vial: 10 Injection: 1 Chan: SATIN
;Praa Chan: SATIN Processed: 18/04/86 13:34:46
iBaselipe Noise: Bazeline Drift:

‘Channel Descr: REFRACT

Belatorio para a amostra H3/5 horas

Project Name: DEXTRANA 1

Sample Name: H5-% horas

vial: 10 S3ample Type: Broad Unknown

Injection: i Volume: 88.00

Channel: SATTN Run Time: 35.0 min

Date Acquired: 01/04/96 21:29:58 Date Processed: 1B/04/96 13:34:46
iluti : 1.000

SampleWeight: 1.00000 Ditution +. 00000

Acg Meth Bet: DEXT M5

Processing Method: VANESSA FM

14.00—

12.00— |

10.00—

B.00 -

g - _ i

6.00 — L %

4.00 - - |

u W -

e 300

2.00 — o o 2

™ a 1 3

i s Ll : H

= I - ; k ;

0.00 —jp—== — e 3 ——
15.00 20.60 25.00 30.00



\Millennium Separation Report Printed: December 3, 1996 page: 2 of 2
iReport Methoed: TESTE &PC Version: 2.14

[For Sample: H5-5% horas vial: 10 Injection: 1 Chan: SATIN
.Proc Chan: SATIN Processed: 18/04/96 13:34:46

‘Baseline Noise: Baseline Drift:

‘Channel Descr: REFRACT

slice Table showing 50 of 1170 slices

folume | Retention Time

ECamuiatiue %?
' g (min]

; (%)

§ Aren

1 4,092 14.504
b o155 P14 14.875%
3 0.25% §15.745 fis.24E
4 ¢.328 P15.BLE io1k.8ig
& 4,432 N P 1B.987
& .57 P 15,387 PO16.35T
T 2,829 L1672 ©16.728
8 Tiee | 17.099 " 17,089
E 1.5%0 §17.4e0 i17,468
i EEC NPT 17.840
it 15.211
1z 18, 582E
13 4,808 18,0852 5 OR6342
14 §.282 16323 5L RR0ETE
B,081 14,893 [ G.8YRLaz
5.980 20,064 :
11,744 20.435
18
1%
yan
21
22
22
24
K
B
30
3

[

PO Y

a1
i

faf
S

Ly
e

Lt
[xA]

EY) 7515
1 1328

s

i

e

44

] 13¢
I 2
g%




Millenmium

Report Method:

For Bample:
Proc Chans

Baselines Noise:
Channel Descr:

Separation Report Printed: December 3,
TESTE GPC Version:
H5%-6 horas wial: 11 Injectieon:
SATIN Processed:
Baseline Drift:
REFRACT

1596
Z.10

Page: 2 of

Chan: SATIN

18/04/96 13:38:36

S1lice Tabkle showing 50 of 1130

slices

- " — I e
s Ares Cumul ?%,I]J\ve % | Bl utlc;:;i\}fo Tume Rat@n{t;ionnj Timz Log Mel We { EI:;:;:: ;;LS;
1 28 0.043 14.508 14.505 7.662263 25940487
z 243 (1. 108 14,877 14,877 7.501693 31746290 |
3 244 0.186 15.244 15.245 7.347370 22252041
4 4701 24D I 15.621 15.621 L 199004 15812658
5 817 ¢ 0.38G . 15,993 1%.583 L 7.058294 11393978
8 1006 T {16,385 16.465 [ 6.91R928 8297133 |
b 1ZED G785 16.737 16.737 TS 511704 |
& 1275 1.867 17,109 17,109 6.659011 45E04R7
g 44 .43 17.481 17,481 5. 5ABA4% 3434376
10 LT E 17.853 17.853 6. 316806 2610837
11 2.668 18,225 16,225 5.301550 2002535
12 3,224 18.547 18,587 6,180864 1548433
i3 3. B6T 18.568 18,568 [6, 081357 1206013
i4 Bagz :  4.541 L 1341 15,341 P hL.G75737 GEBEED |
1% 704t} 5,239 [ 19.713 19,74 5.87271¢
16 A48 . T.863 T 20.08% 20.088 5. 771976
17 7345 0 9.498 {20,457 20,457 3.672217 z
18 7483 ¢ 11.134 20.82% 20,829 5.576131 375817
18 1646 | 32.813 21.201 21,265 5. 480412 302283
6 7594 | 14,502 21.573 21.572 %, 38575 743083
21 7804 | 16.168 21.94% 21,8545 I5.201882 195818
2z 7§35 . 17.834 22,317 22.317 P 5.108303 150048 |
3 3041 . 19,551 72,688 22. 689 [ §,105087 12TATE |
24 BE42 | f1.410 23,061 23,061 5.01181% 10270
P 9364 ©  23.40% 23,433 £3.423 1.917668 B27AY
28 10200 ¢ 25.584 23,805 23,305 '4.872948 G6519
s SE9G 2F.ETFT 24,177 24.31 :i 4.757147 SA%E2
B 4E77 1 56,430 73,549 74,549 §. 629008
A FIZ0 0 31,317 24,82 24,321 4, 531075
L0 G046 | 22,715 25,203 {25,293 £.230197
33 8104 34,053 25,685 i 2%.get 4.327003
3z 4772 35,181 26.037 {26,037 §.221508
33 360 | 36.042 25.408 [ 26.408 £.117482
34 1623 . 36,787 26,761 26,781 {4£.060538
s 2687 EWES) 27.183 27.153 3. 4B506A P65
e Z38D 37. 975 27.525 27,525 3.765753 583z
37 2353 . 3%.493 27887 27.897 3. 542300 +38%
38 2655 | 39.062 26,263 28.268 1.514398 1269
33 G757 0 40.041 78641 28,641 i 3,381741 7406
10 20601 | 42,987 29.0613 39.013 3.244023 1754
51 25302 | 46.637 I 29.385 | 29.285 1262
42 12987 | 53.G03 25,757 © 20757 Bag
e 5541 . 54.780 T 3n.ize 20,129 §27
&4 12716 | BE.59% 30,50 30 G0 PEE
45 39TEI L £1.000 30,573 306,573 Fue
44 Gat7s | ig.433 T §o31,243 197
i 5260 9%.054 | 33.617 31617 130
I 565 Ba, 4%a 31,369 33, B0 B4
9 589 0 98, RED 32,361 32,361 3
50 -1l 106.000 32,733 2,733 33




Millennium Separation Report Printed: December 3, 1998 Page: 1 of 2
{Report Method: TESTE GRC Version: z.10

!Far Sample: H5-7 horas Yial: 12 Injection: 1 Chan: SATIN
{Proc Chan: SATIN Processed: 18/04/86 13:44:38

éBaseline Hoisea: Raseline Drift:

?Channel Descr; REFRACT

Relatarico para a amostra H5/7 horas

Project Name: DEXTRANA 1

Sample Name: H5~7 horas

vial: 12 Sample Type:
Injection: 1 Volume:
Channel: SETIN Run Time:

bate Acguired:

0z/04/66 10:35:29

Date Processed:

Broad Unknown
58.00

35.0 min

18/04/86 13:44:38

SampleWeight: 1.00000 bilution: 1.00000
Acg Meth Ser: DEXT MS
Processing Method: VANESSA PM
14.00— Lo i
- ? ?
12,00~ Ve : |
10.00~— f %
8.00 — ; ! i ' i
% .
§.00 — i \ ; é
4.00 | / A
- _fﬁ\f .
2.00 -~ 5 \
6. 00 p— e I —
SO0 T
15.00 20.00 25.00 30.00



'Millennium Separation Report
gRaport Method: T
For Sample:

| Proc Chan:

ESTE_GFC

H5-T7 horas

iBaseline Noise:

{Channel Descr:

SATIN

REFRACT

Vial:

Printed: December 3, 18486
Version:
12 Injection:
Processed:

Baseline Drift:

2.10
1
18/04/96 13:44:38

2 of

SATIN

slice Table showing 50 of 1149 slices

3 e 1§ s T - N 3 E
P firea Caﬁuiﬁgav_ % uiuu&?;l?blumm Retenéiﬁa Time log Mol Wt % (éﬁ?}iﬁl) i
1 194 3.076 14506 14,506 SRR 16923638
2 9,154 14.878 14,878 [7.503411 31725678
1 6.237 15.250 15,250 ©7.348964 22231245
p 5273 15,623 15.623 {7.198485 15793726
5 0.387 1%.995 16,885 7. 0EBEST 11367548
6 G.271 16.387 16.367 %. 91820 9703309
7 B.G45 16.740 16,740 . 765788 6106440
8 0,835 Do17.112 17,117 €.654133 AER1GE5 |
Y 1.069 C o 17.484 17.484 | 6.334872 3426668
1 W L 37,857 17.857 6415757 2604607
1 1. 908 18,2728 16.22¢ 5. 300463 1857388
= 7493 18.601 18,601 5.188681 1544120
13 2.986 18,974 14.974 6. 080106 1202587
14 WTE 19.346 10,345 5.574429 457671
1E 1,738 19,718 19.718 C5.871345 743810
14 5.055 20.091 20.001 {E.TT0547 535555
17 7. 478 20, 463 20,463 LB 671726 159598
1 B.967 20,835 26,838 5.574577 375412
15 15,547 21.208 21,208 PN ETETE 301157
20 17,263 21, 550 21.3B0C U5, 24066 242140 |
21 13,941 71,952 71.952 {5.Z90090 195025
72 15,638 32,326 22,375 5196558 157738
23 17. 368 42697 22897 5.103163 126813
24 15,267 23,069 23,060 | 5.009598 102435
28 21,248 23,442 23,442 ©4.915536 52210
26 73,387 23,814 73.814 1.820730 46181
27 B4 24,188 24.186 PUETTEES 53066
|28 27, 625 24859 24,558 L4, 627499 52413 |
28 29, 42E 24531 24,931 4. BIR480 1%768
3 31,281 55,303 25,303 4.627445 26759
31 32,703 1%, 876 25,876 {34200 21097 |
32 34,087 24,648 26,048 1.738126 16524
33 6267 ¢ A45.144 26.420 26,420 4109215 17859 |
24 5290 | 36.027 26.743 25,793 C3.097072 9933 -
25 $B0C P 36,776 27,168 27, 16% i 3.881382 ! 510
36 3820 | $7.418 27.537 27. 557 3.761837 | 5179
37 3728 | 38.01% 27,910 27,810 13.638132 PETY
Et F449 1 38,628 28.287 28,282 3.500061 3238
35 GEan | 49,624 78654 28654 3, 477015 2382
4D 19852 | 42,582 29.027 29.027 {3.239989 1734
4% 38520 | 47326 39,352 29,3598 | 3.09557% 1246
I To281 | 62.819 25,771 79,971 2.045457 Ged
43 BO6% | B4.630 30,144 35,144 E2.T81357 £1%
44 15113 | 55.456 30, 516 3G, 836 T 2.526939 27
1% ii702 | &n.iel 30,888 16.88% 2461806 290
46 14768z | 76.009 31,281 31.261 | 0.786051 15z
7 F1667 | 94.836 31.633 31,633 127
49 8543 | 99.474 37.005 32.0D% s
P Ge6 | 99,957 32,378 37.378 @ 52
I 191 1po.oos [ 32.750 3z.780 L1.511768 | a2




Apéndice F

APENDICE F. Anlise da variancia para o ajuste de um modelo linear

7



Tabela F:

Dados estatisticos para os modelos ajustados pelo software “Statistica”

Dados 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas 6 boras
n 7 6 6 6 & 6
p-1 3 3 3 3 3 3
n-p 3 2 2 2 2 2
b0 (média) 20,5843 26,3517 25,0833 28,9950 29,6014 34,1400
bl (pH) -19,53 -11,6600 -14,15 -20,9575  -21,3400 25,430
b2 (T) 4,6275 5,2200 7,14 7,7825 9,5300 11,9450
b12 {(pH-T) -5,0725 0,6750 ~3,27 -7,6775 -10,2550 -12,550
R’ 0,76229 0,64002 0,77185 0,85907 0,88866 0,89453
SQReg 1715,432 654,639 104722 2234912  2605,826  3788,486
MQR 571,81 218,21 349,07 744 97 868,61 1262,829
MOres 178,3154 184,0973 154,7772 183,3196 108,8182 2233347
Fcal 3,2067 1,1853 2,2553 4,0638 71,9822 5,6544
Fiab (¢=0,95) 9,28 19,16 19,16 19,16 19,16 19,16
Ftab {c=0,90) 5,39 9,16 9,16 9,16 9,16 9,16

onde:

i = nimero de ensaios

p-1 = mimero de graus de liberdade da regressio

n-p = mimero de graus de liberdade dos residuos



