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RESUMO

Este trabalho consiste na obtencdo "in vitro" de
dextrana clinica a partir da sacarose utilizando a enzima
dextrana-sacarase obtida pela fermentacdo do Leuconostoc
mésenteroides linhagem NRRL B512-F. A dextrana clinica, de peso
molecular médio 40.000 daltons, tem sua aplicacdo consagrada como

expansor volumétrico de sangue humano.

A enzima foi produzida por fermentagdo e purificada
usando ultrafiltragdo, separada com o uso de polietilenoglicol de

peso molecular 1500 daltons e estocada a -10°C.

O estudo da produgdo de dextrana clinica foi feito
obedecendo 2 etapas de sintese, sendo que para cada uma delas foi
realizado um delineamento experimental. No ' primeiro usou-se
maltose como aceptor e no segundo dextrana de peso molecular 4676
daltons. O objetivo do primeiro delineamento foi otimizar as
condigdes para obtengdo de dextrana de peso molecular prdéximo a
5000 daltons e no segundo para obtencdo da dextrana clinica

propriamente dita.

Determinou-se o rendimento e a distribuig:éo de pesos
moleculares da dextrana produzida por um sistema de
cromatografia de permeagdo em gel (HPLC). Os resultados do
processo de sintese enzimdtica de dextrana, foram utilizados para
obtencéao dos modelos de rendimento e distribuigdo de pesos
moleculares em fungdo da concentragdo de sacarose, relagao R

([aceptor]/[sacarose]) e temperatura.

Através da metodologia de superficie de resposta
conclui-se que a concentragdo de sacarose & a varidvel que mais
influencia no processo de sintese enzimatica de dextrana. Os
parametros, para produzir dextrana em torno de 40.000 daltons
com maior rendimento, foram altas concentragdes de sacarose
(133,6 g/l), altos valores da relagdo R (0.0384)e baixas
temperaturas (18.3°C).



SUMMARY

This study consists of the "in vitro" production of
clinical dextran from sucrose using the enzyme dextransucrase
obtained from Leuconostoc mesenteroides NRRl1 B512-F. Clinical
dextran, whose average molecular weight is 40,000 daltons, is
extensively used as a volume expander of human blood.

The enzyme was produced by fermentation, purified by
ultracentrifugation, separated using polyethyleneglycol ( mol.
weight 1500 daltons) and stored at -10°C.

The study of the production of clinical dextran was
carried out according to the two steps of synthesis, an
experimental design being produced for each step. In the first
step maltose was used as an acceptor and in the second, dextran
with a molecular weight of 4676 daltons. The objective of the
first design was to optimize the conditions to obtain dextran
with a molecular weight of about 5000 daltons, and the second

design ained at obtaining the actual clinical dextran.

The yield and the molecular weight distribution of the
dextran produced was determined by a high performance gel
permeation chromatography system (HPLC). The results of the
process for the enzymatic synthesis of dextran were used to
obtain models for the vyield and the molecular weight
disitribution as conditions of sucrose concentrations, the ratio

R and temperature.

Using surface response methodology, it was concluded
that the sucrose concentration was the variable that most
affected the enzymatic synthesis of dextran. The parameters
required to produced greater yields of dextran with a molecular
weight of about 40,000 daltons were: high concentrations of
sucrose (133,7 g/l), low temperatures (18,3°C) and high values to
the reationship R (acceptor]/[sucrose]) of 0,0384.

xi



1. INTRODUGAO

=

De forma geral um biopolimero & uma macromolécula que &
produzida por algum processo bioldégico, sendo o ADN, as proteinas
e os polissacarideos, os produtos mais importantes estudados pela
biotecnologia. Os biopolimeros s&o de especial interesse, pois
sendo de origem microbiana, também conhecidos como gomas,
possuem propriedades reoldgicas que em alguns casos, superam as

caracteristicas funcionais de origem vegetal.

Os polissacarideos tém a capacidade de modificar as
propriedades da agua para formar solugdes, suspensdes
viscosas ou géis.‘Estes biopolimeros podem ser de origem animal
(gelatinas, albuminas), microbiana (xantana, dextrana) ou
vegetal, onde destacam-se: os exudados de plantas (arabica,
tragacanto), os extratos de algas marinhas (agar, alginatos), os
cereails (amidos) e os extratos de plantas (pectina,

arabinogalactana).

Os polissacarideos obtidos por processos microbianos
tém algumas vantagens com relagdo aos extraidos de fontes
naturais como algas ou plantas, porque sua produgdo nao depende
das condigdes climaticas, contaminagdo marinha, problemas de
colheita, de mercado, etc. Em adigdo, os produtos obtidos sdo de
maior uniformidade em suas propriedades, pureza e caracteristicas
de qualidade e sua produgdo pode ser controlada cuidadosamente.
Finalmente a nivel microbiano , ja existem técnicas que permitem
modificar os microrganismos com a finalidade de sintetizar
produtos com  melhores caracteristicas reolbdgicas, o due ‘é
praticamente impossivel com as espécies vegetais. As gomas
microbianas tém como principal desvantagem seu elevado custo de
producdo, principalmente devido ao investimento inicial na
aquisicdo dos equipamentos de fermentagdo e recuperac¢do dos

produtos.

Apesar da grande quantidade de polissacarideos

microbianos reportados na literatura, somente dois deles,



dextrana e xantana, s8o produzidos em grande escala. Isto se deve
ds facilidades técnicas de substituir, a custos similares,
algumas gomas j& existentes. Em potencial ou em desenvolvimento
estao Oos = seguintes polissacarideos: Alginato microbiano
(Azotobacter vinelandii, Pseudomonas aeroginosa); polissacarideo
de Erwinia tahitica; Indicana (Beinjerinckia indicus); Pululana
(Pullularia pullulans); Curdlan (Alcaligenes faecalis,
Agrobacterium sp.). No momento a xantana &, sem davida alguma, o
polissacarideo de maior importédncia comercial; produzida pela
bactéria Xantomonas campestris, sendo um polimero ramificado com

unidades monoméricas de Glicose, Manose e &cido Glucurénico.

A dextrana & outro biopolimero de interesse comercial
devido a sua grande aplicabilidade tanto na indiastria
petroquimica, de alimentos, quimica ou farmacéutica. As
aplicagéés da dextrana dependem principalmente do peso
molecular. Com peso molecular superior a 25 milhdes de daltons
pode ser empregada na extragdo do petrdleo, como agente de
impermeabilizagdo e viscosidade, ou ainda na recuperagéao
secunddria do petrdleo. A dextrana de peso molecular médio &
usada na indiGstria de alimentos como agente de textura
gelificante'e estabilizante. Na indastria quimica encontra-se uma
importante aplicag¢do na fabricagdo de tamis molecular utilizado
no isolamento e purificagdo de produtos bioldgicos. Na indistria
farmacéutica, a dextrana de baixo peso molecular & usada ha mais
de trinta anos, para fins clinicos. Com um peso molecular de
70.000 daltons pode ser susbtituto do plasma, pelo fato de suas
propriedades em solugéé aquosa serem semelhantes &s do plasma
sanguineo ou com um peso molecular de 40.000 daltons como
expansor do sangue, aumentando sua fluidez e auxiliando a
circulagdo nos vasos capilares. O uso & intravenoso e uma vez no
organismo a dextrana & metabolizada, ndo apresentando efeitos

téxicos ou alérgicos.

Este polissacarideo & um biopolimero linear formado por
unidades de glicose de origem bacteriana, principalmente do

género Leuconostoc, espécie mesenterdides e dextranicum. Estas



bacterias produzem extracelularmente a enzima dextrana-sacarase
responsavel pela sintese de dextrana a partir de sacarose. A
produgdo industrial de dextrana é& feita pela enzima excretada
pelo microorganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B - 512 F,
apresentando 95 % das ligagdes glicosidicas do tipo a-(1,6), 5%
de ligagdes a-(1,3) e boa solubilidade, propriedade esta que lhe

garante uma grande variedade de aplicagdes comerciais.

O objetivo desde trabalho foi o de estudar a sintese de
dextrana clinica "in vitro" , através da adicdo no meio de reacgdo
de compostos (aceptores) que agem limitando a extensdo da cadeia
controlando o peso molecular do polimero, bem como a influencia
da temperatura. As condigdes ideais do processo foram obtidas

através de andlise de superficie de resposta.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1, GENERALIDADES

Desde o século passado, o processamento de aglcar tem
sido afetado por transformagdes que acontecem nos caldos
acucarados nas diversas etapas de produgdo de acglcar. Além das
perdas de sacarose, essas transformagdes provocam um aumento da
viscosidade do caldo, dificultando etapas de clarificacgao,
filtragéo,' bombeamento e principalmente por interferir na

cristalizagdo da sacarose (NEELY, 1960).

Durante muito tempo ninguém pode explicar este
fendémeno, até que em 1861, PASTEUR (segundo ALSOP,1993) demontrou

que essas transformagdes eram de origem microbiana.

O Termo DEXTRANA foi usado pela primeira vez em 1874,
por SCHEIBLER, para designar certos polissacarideos, isolados de
caldos agucarados, que apresentavam a caracteristica de serem
dextro-rotatdérios, propondo a férmula molecular de (CH O0_)

6 10 5
(NEELY,1960); a férmula molecular do polissacarideo agora &
conhecido como (CJ%OOQH, constituindo-se em um polimero de

glicose produzido por varios microrganismos, com diferentes
estruturas e propriedades. Atualmente o termo dextrana €& usado

para designar toda uma classe de polissacarideos bacterianos
extracelulares, compostos quase exclusivamente de residuos

glicosidicos ligados principalmente por ligagdes a-(1,6)

Em 1878, VAN TIEGHEN (ALSOP, 1983) isolou o microrga-
nismo responsavel pela produgdo de dextrana ao que chamou de
Leuconostoc mesenteroides. Em 1941, HEHRE e pouco depois em 1942,
STACEY (HEHRE, 1946) obtiveram pela primeira vez dextrana na
auséncia de células, utilizando-se o caldo de cultura de
Leuconostoc mesenteroides, prevendo a sintese enzimadtica do
polimero a partir da sacarose. Os autores também postularam que
as ligagdes entre as moléculas de glicoses seriam, do tipo
a-(1,6). em 1944, HESTRIN & AVINERI-SHAPIRO, denominaram
DEXTRANA-SACARASE a enzima responsavel pela produgdo de dextrana

4



(NEELY, 1960).
2.2, DEXTRANA-SACARASE
~ 2.2.1. PROPRIEDADES
A dextrana-sacarase ( 1,6~-x-D-glucan 6-a-glucosyl

transferase, EC 2.4.1.5) & a enzima responsavel pela conversdo de

de sacarose em dextrana de acordo & seguinte equagédo:

DEXTRANA~SACARASE
n|C H CH O + nfCH O
i2 22 11 >{ 6 11 S)n 6 12 6
SACAROSE DEXTRANA FRUTOSE
EE uma enzima extracelular produzida por muitos
microrganismos do tipo Streptococcus, Leuconostoc e

Lactobacillus. A sacarose & o Gnico substrato conhecido capaz de
induzir a producdo da enzima. Outros aglcares como: glicose,
frutose, manose, lactose, etc, promovem um crescimento vegetativo
da bactéria, mas sem producdo da enzima (ALSOP, 1983 e BARKER,
1991) .

As propriedades, mecanismo de reag¢do, métodos de
producgéo e purificagdo da enzima estdo relativamente
caracterizados principalmente a enzima produzida de Leuconostoc
mesenterdides da linhagem NRRL B - 512 F. Ainda existem ddvidas
guanto & sua composig¢do quimica e ao peso molecular da enzima. Os
primeiros estudos mostraram que a enzima tinha um peso molecular
aproximado de 280.000 daltons (EBERT & SCHENK, 1968). Estudos
mais recentes mostraram que a enzima estd sempre associada com a
molécula de dextrana, aparentando um peso molecular maior.
KOBAYASHI & MATSUDA (1980), usando dextranases para eliminar a
dextrana ligada & enzima obtiveram um peso molecular equivalente

a 65.000 daltons, com um conteido de 17% de carboidratos.

ROBYT (1980) submeteu a dextrana-sacarase purificada a



uma hidrdélise &acida, obtendo que a fragdo de carboidratos estava
constituida por manose. Com adig¢do de Concanavalin A, a enzima
foi inativada, fato que o levou a sugerir que a enzima era uma

glicoproteina.

MILLER et al. (1986) usando apuradas técnicas de
purificagdo conseguiram preparagdes de dextrana-sacarase de
baixos teores de carboidratos (abaixo de 13%), colocando em diévida
o fato da enzima ser uma glicoproteina e ter peso molecular ao
redor de 180.000 daltons.

Quanto a especificidade, durante muitos anos a sacarose
foi o Gnico substrato conhecido para produgdo dextrana, levando
alguns pesquisadores a afirmarem que a dextrana-sacarase era
absolutamente especifica, capaz de polimerizar grupos de
D-glicose somente a partir de sacarose (HEHRE, 1946). Estudos
posteriores mostram que alguns compostos contendo uma ligagédo
a-D-glicosidica, com energia similar & da sacarose servem como
substrato para a dextrana-sacarase (BINDER & ROBYT, 1983).

A dextrana-sacarase catalisa a sintese de dextrana a
partir de sacarose, numa ampla faixa de temperatura, desde
valores em torno a 0 °C até prdéximo de 40°C (EBERT & SCHENK,
1968). A reacdo ndo envolve intermediarios fosforilados e a
energia necessiria para a formagdo das unidades glicosidicas é&
fornecida pela hidrdélise da 1ligagdo entre a glicose e frutose.
Este fato constitue uma diferengca fundamental com o mecanismo
geral de sintese dos polissacarideos intracelulares, onde um
consideravel nimero de intermediarios sdo utilizados, como o caso
do glicogénio e amido (SABATIE et al., 1986).

A enzima bruta e liofilizada retém a atividade por
varios anos, quando estocada a temperaturas abaixo de 5,C (HEHRE,
1955) . Em solucgdo varios fatores influenciam na estabilidades da
enzima, sendo a temperatura e o pH dois parédmetros fundamentais.
Alguns autores mostram que a enzima em solugdo, perde a atividade
rapidamente, com um tempo de meia vida de 3 minutos a 35,C , 13
minutos a 30,C e aproximadamente 2 horas a 27,C (segundo QUEIROZ,
1987). ROBYT & WALSETH (1979) mostram que mesmo a temperaturas de
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4,C e -15,C, em solugdo, a enzima é instadvel, podendo perder 50 %
da atividade em 20 dias. Segundo os mesmos autores, acima da
temperatura 6tima de 30°C a queda de atividade & mais drastica
para enzima 1livre que para enzima imobilizada. Entretanto
a temperaturas abaixo de 4,C outros pesquisadores relatam que em
solugdo, a enzima apresenta maior estabilidade (LOPEZ, 1979).

KABOLLY & REILLY (1980) estudaram o comportamento
da enzima numa faixa de pH de 4,0 a 6,4 ndo observando diferencas
no valor de pH de atividade méxima entre enzima livre e
imobilizada (Figura 1). Os autores localizaram o pH 6timo da
enzima em 5,2, uma faixa onde a enzima tem maior estabilidade
entre pH 5,0 a 6,0 e uma temperatura étima de 30 °cC. KOBAYASHI &
MATSUDA (1980) mostraramm que a enzima tem maior estabilidade a
pPH 4,0 e 8,0 com o o6timo em 6,0. MILLER et al. (1976)
apresentam valores préximos , na faixa de 4,0 a 7,5 com o 6timo

em 5.5.

As figuras 1 e 2 mostram o efeito do pH e temperatura

na atividade da dextrana-sacarase.

MILLER & ROBYT (1984), verificaram que a presenca de
dextrana, polimeros neutros como polietilenoglicol  (PEG),
metil-celulose e detergentes neutros aumentam significativamente
a estabilidade da dextrana-sacarase. No caso de dextrana e PEG em
concentragdes acima de 0.5 % foi verificada uma relacdo entre o

efeito de estabilizacdo e o peso molecular.

TSUMURAYA et. al. (1976) estudaram os efeitos causados,
de ions de metais pesados e outros reagentes na atividade da
dextrana-sacarase. A enzima foi testada com estas substancias a
30°C por 5 minutos, e uma concentragdo enzimatica de 0.56 UDS/ml.
Verificou-se que a enzima & inibida por p-cloroaminobenzoato,
cu®, Hg®*, 2Zn?! e EDTA. Quando & inativada por EDTA, pode ser
recuperada pela adigdo de 3ions cdlcio mas muito pouco com
Mg®*,cu®, Ba®, etc. A Tabela 1 resume os efeitos de fons de

metais pesados e outros reagentes na atividade da enzima.

A forga idnica pode ser um fator de inibicdo da enzima.



LOPEZ (1979) mostrou que a velocidade de reagao da
dextrana-sacarase diminuia a medida que a molaridade do tampdo
aumentava de 0.01 a 0.5 M.

Tabela 1: Efeito de ions metdlicos e outros reagentes na
atividade enzimatica de dextrana-sacarase.
TSUMURAYA et. al. (1976)

CONCENTRAGAO ATIVIDADE
ADITIVOS RESIDUAL
FINAL ( M ) %
Pura 100
Nacl 107° 100
cacl 10°° 100
MgCl, 1073 100
Bacl, 1073 100
MnCl_ 10~° 100
FeCl, 10~ % 25
5x10 ° 10
_ 1073 0
FesO, 10~ ° 40
Znso, 1073 50
Cu(CH,CO,) 10_2 70
10 0
Hg_Cl, 1o:z 85
10 0
EDTA® 10~ ° 90
107 * 50
10”3 30
PCMB® 107° 95
1074 40
5x10 * 0
2-ME° 10~ * 100
UREA 10”1 100

a ethylendiamino tetra acetico
b p - cloromercuribenzoato

c 2 - mercaptoethanol
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Figura 1: Efeitos do pH na atividade da dextrana-sacarase a 30 °C
(o) solavel; (A) imobilizada. (KABOLI & REILLY, 1980).
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Figura 2: Efeitos da temperatura na atividade da enzima
Dextrana-sacarase a pH 5.2 (o) soluvel; (4A)
imobilizada. (KABOLI & REILLY, 1980)



2.2,2, CINETICA ENZIMATICA

A energia de ativagdo da reagdo da dextrana-sacarase,
ainda ndo estad bem definida, encontrando-se na literatura valores
entre 5.0 e 11 Kcal/mol. KABOLI & REILLY (1980) determinaram a
energia de ativacdo para a dextrana-sacarase livre como 8,57 *
1,23 Kcal/mol e 1,65 + 0,96 Kcal/mol para a enzima imobilizada

trabalhando numa faixa de temperatura de 15 a 45,C.

EBERT & SCHENK (1968) determinaram que a concentragédo
da sacarose influencia bastante a velocidade de reagéb, sendo
que a velocidade maxima & atingida em concentragdes proéximas a
200 mM. A concentrac¢des maiores ocorre uma inibigdo pelo

substrato, como pode ser visto na figura 3.

MARTINEZ-ESPINDOLA & LOPEZ-MUNGUIA (1985), verificaram
que a cinética de dextrana-sacarase é& descrita pelo modelo de
Michaelis-Menten a concentrag¢des de 10 a 15 % de sacarose, quando
a saturacdo da enzima é alcangada. Assim mesmo mediram a
velocidade inicial entre 0 e 400 g/l de sacarose,verificando que
o modelo de inibigcdo pelo substrato se adequa bem aos dados
cinéticos e determinaram o valor de Km igual 5,12 g/l e Ki igual
a 4321 g/1l.

PAUL et al. (1986) verificaram o efeito da maltose na
cinética de reacdo na presenca de maltose, a velocidade méaxima
(Vmax) da reagdo foi 3 vezes superior e a constante aparente de
Michaelis-Menten aumentou de 12 mM para 163 nmM, gquando a
concentracdo do receptor passou de 0 a 568 mM. A Figura 4 ilustra
o efeito da maltose como receptor nas constantes cinéticas da

dextrana-sacarase.
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Figura 3 :Variagdo da velocidade inicial de sintese de dextrana
com a concentracdo de sacarose a diferentes temperaturas
(o) 0°C; (o) 8°C; (A) 15°C; (V)25°C e (e) 30°C.
(EBERT & SCHENK, 1968)
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Figura 4: Efeitos da Maltose como Aceptor nas constantes
cinéticas da dextrana-sacarase (PAUL et al. (1986)
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2,2.3. DEFINICXO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica pode ser medido em unidades de
de dextrana-sacarase (UDS) e é& 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 e temperatura de 30 ,C
(HEHRE, 1955).

KABOLI & REILLY (1980) definiram a atividade em
Unidades Internacionais (UI), como a quantidade de enzima que
libera 1 upumol de aglGcar redutor em 1 minuto, a pH 5.2 e

temperatura de 30,C.

ROBYT & WALSETH (1979) consideraram a atividade
enzimatica como a quantidade de enzima necessaria para incorporar
1 pmol de D-glicose no polissacarideo em 1 minuto a 25°C e pH
5,5.

A maioria dos trabalhos utiliza a definigdo de UDS,
embora em estudos mais recentes a unidade internacional venha
sendo utilizada (UI = 20.27 UDS).

2.2.4. IMOBILIZAGAO

A imobilizacdo de dextrana-sacarase & um assunto
recente, que comegou a ser estudado somente ha alguns anos.
OGYNO (segundo QUEIROZ, 1987) imobilizou a enzima colocando-a em

contato com resinas de troca idénica na sintese da dextrana.

CHEN & KABOLI (segundo QUEIROZ,1987) estudaram a
imobilizacdo em papéis de filtro e silica porosa. Os melhores
resultados foram obtidos com silica, atingindo uma atividade de
14 UDS/g de silica. Os autores relataram uma grande perda de
atividade quando a enzima entra em contato com o suporte.
Continuando na mesma linha, KABOLY & REILLY (1980) fizeram um
estudo comparativo das propriedades da enzima livre e
imobilizada. Os resultados mostram pequenas variagdes quanto &
estabilidade. Também foi analisado o efeito do pH e de presenga

de calcio, ndo sendo observado diferengas significativas entre a
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enzima imobilizada e a enzima livre. Os autores concluiram que a
imobilizacdo de dextrana-sacarase em silica porosa & dificil, com
indices de retencdo muito baixos. A atividade especifica maxima
foi de 8 UDS/g de silica.

MONSAN & LOPEZ (1981) imobilizaram a dextrana-sacarase
em silica porosa, atingindo indices de atividade da ordem de 800
UDS/g de silica. LOPEZ (197° constatou que a imobilizagado
fornecia bons resultados com silica de 6 nf/g. A medida que se
aumentava a Area especifica, a quantidade de enzima imobilizada
diminuia. Adicdo de maltose também facilitou a imobilizagédo,
principalmente na silica com poros menores. Neste caso, a reagao
da maltose (aceptor) com o complexo enzima-dextrana, deixa a
enzima livre, facilitando a penetragdo e ligagdo com suporte
(LOPEZ, 1979).

A reacdo de sintese utilizando a enzima imobilizada,
foi testada na presenga de dextrana de baixo peso molecular como
receptor. Com esta técnica, MONSAN & LOPEZ (1981b) conseguiram o
rendimento de praticamente 100 % de polimero de baixo peso

molecular.

A imobilizacdo & um caminho promissor para se conseguir
maior rendimento e produgdo continua de dextrana, aumentando a
produtividade. N&o se encontra na literatura, referéncias a
processos industriais, que utilizam esta técnica atualmente. Em
escala piloto ALSOP (1983), relatou a produgdo de dextrana de
forma continua, utilizando enzima imobilizada. O autor nao
detalha as condigdes e o suporte utilizado. Informa apenas que a
atividade especifica & de 800 UDS/ml e que com 10 Kg de suporte

converte-se 8 Kg de sacarose em dextrana por hora.

Este método ainda esta em desenvolvimento e & muito
interessante controlar a sintese de dextrana em termos do seu
peso molecular. Isto exige um controle de uma série de fatores
como: concentracdo do substrato, tempo de reagdo, forcga idénica,

tipos de aceptores, atividade enziméatica, temperatura e pH.
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2.2.5, MECANISMO DE AQXO CATALITICA

A dextrana-sacarase catalisa a producdo de dextrana
mediante duas fungdes distintas: a atividade hidrolitica e a
glicosiltransferase. A primeira fungdo & responsavel pela quebra
de 1ligagdes entre a glicose e a frutose, formando o grupo
D-glicosil e a segunda, transfere o grupo glicosil para a cadeia

do polimero em formagéao.
e SEM ACEPTORES

O mecanismo de acdo da dextrana-sacarase tem sido muito
discutido. NEELY (1960), propds que a enzima teria dois centros
ativos: doador (d) e receptor (M). O mecanismo de crescimento do
polissacarideo se daria a partir da extremidade ndo redutora,

envolvendo os seguintes passos:

a) Ligagdo simulténea de duas moléculas de sacarose aos dois
sitios ativos d e M. Nesse caso, a molécula ligada ao
sitio d seria doadora de residuos D-glucopiranosil e a

outra molécula Aceptora iniciaria a cadeia..

b) Transferéncia do grupo D-glucopiranosil da sacarose,
ligada ao sitio d , para a sacarose ligada ao sitio M,

liberando uma molécula de frutose.

c) sucessivas transferéncias de grupos D-glucopiranosil da
sacarose para o final nd8o redutor da cadeia em
crescimento, 1ligado ao sitio M , formando ligagdes
a-(1,6).

d) Dissociagdo ou inativagdo do complexo dextranosil,

terminam a sintese da molécula de dextrana.

Este mecanismo explica o crescimento da cadeia

principal mas ndo as ramificagdes.

EBERT & SCHENK (1968)] admitiram a hipdtese dos dois
centros ativos proposto por NEELY, mas assumiram gque o

crescimento se da pela extremidade redutora da cadeia. Em seus
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estudos concluiram que ndo & necessario "ativadores" para iniciar
o crescimento do polimero.

ROBYT et al. (1974) utilizando técnicas de marcadores
radioativos e andlises cromatograficas demonstraram o mecanismo
de acgdo da dextrana-sacarase. O mecanismo proposto pelos

pesquisadores pode ser resumido nas seguintes etapas:

Primeira etapa.-Dois nuclebéfilos, localizados nos sitios

ativos (X1 e X2), fazem um ataque nucleofilico em duas
moléculas de sacarose, formando dois grupos complexos
enzima-glicosil. Estes complexos est&o formados por ligagdes

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 complexo enzima-glicosil), faz um
ataque nucleofilico & outra glicose formando uma ligagéao
«-(1,6), liberando um nucledfilo, que ataca outra molécula
de sacarose, formando novo grupo glicosil. Em seguida, a
hidroxila do carbono 6, do novo glicosil formado, faz um
ataque no carbono 1 do isomaltosil formado na etapa
anterior. Na presenca de sacarose O mecanismo se repete
continuamente com os dois sitios cataliticos X1 e Xz,
formando alternadamente, complexos covalentes com a glicose

e a cadeia de dextrana em crescimento.

Fim da cadeia.-Quando o aceptor natural (glicose ou frutose)

estiver numa concentracdo suficiente para concorrer ao nivel
do sitio ativo com a sacarose, a dextrana & 1liberada,
cessando o alongamento da cadeia. Neste mecanismo, um grupo
hidroxila do receptor efetua um ataque nucleofilico sobre o

carbono 1 da cadeia de dextrana.

A formacdo das ligagdes o-(1,3) se da quando um grupo
hidroxila do carbono 3 da dextrana livre em solugdo produz um
ataque nucleofilico sobre o carbono 1 na extremidade redutora do
complexo - dextranosil-enzima liberando a dextrana do complexo
(ROBYT & TANIGUCHI, 1976).
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. ® COM ACEPTOR

A acdo dos aceptores (carboidratos de baixo peso
molecular) na sintese de dextrana tem importancia fundamental,
pois além de alguns aumentarem a velocidade de reagdo, influem

de forma decisiva no peso molecular da dextrana formada.

EBERT & SCHENK (1968) utilizaram aceptores marcados
radioativamente (c,) e estudaram a cinética de reacdo e os pesos
moleculares dos produtos obtidos. Os autores acreditam gque o
final da cadeia se di pela quebra da ligagdo entre a enzima e a
cadeia em crescimento, devido & acdo do aceptor que desfaz o
complexo enzima-cadeia, impedindo que se refaga o complexo. A
competicdo do aceptor com a sacarose explica a formagdo de

dextrana de baixo peso molecular e de polissacarideos.

ROBYT & WALSETH (1978) também investigaram o papel dos
aceptores, usando aglcares marcados com carbono radiativo. O
mecanismo proposto por estes autores consideram que as hidroxilas
dos aceptores fazem um ataque nucleofilico e liberam os grupos
glicosil e dextrana da enzima, desfazendo o complexo  formando
ligagdes glicosidicas dando como produtos, respectivamente,

oligossacarideos e dextrana.

ROBYT & EKLUND (1983) estudaram o efeito dos aceptores,
mostrando a eficiéncia relativa de cada um e a distribuigédo
dos produtos da reagdo tém uma variagdo muito ampla, dependendo

do receptor presente como podemos apreciar na Tabela 2.

Os diferentes mecanismos de reagdo de sintese de

dextrana podem ser vistos nas figuras 5, 6 e 7.
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Tabela 2: % do total de D-glicose da sacarose, incorporados nos
produtos de reagdo da Dextrana-sacarase com aceptores

ROBYT & EKLUND (1983)

% % % %
Gliéose Glicose Gliéose Leuérose Eficiencia
Aceptor Prggztos na Iso;al relzgivar
de reag¢do| Dextrana| livre tulose Aceptor
Maltose 75,5 18,0 ) ; 100, 0
Isomaltose 67,0 26,2 , . - 88,7
Nigerose 43,9 48,7 /3 . 58,1
MADG ¢ 2’ 38,9 53,1 ,7 ) 51,5
pc‘?’ 22,6 69,0 , 29,9
D~-glicose 12,9 77,9 , 17,1
Furanose 10,1 80,7 ’ 13,4
MBDG ‘ *’ 9.3 81.5 . 12.3
Lactose 8,1 82,1 , . 10,7
Celobiose 6,8 83,6 , 9,0
D-frutose 4,8 85,6 R 6,4
Rafinose 3,3 86,8 , 4,4
Melibiose 3,2 87,4 , . 4,2
L-sorbose 2,4 88,2 ’ 3,2
D-manose 2,2 88,3 , 2,0
D-galactose 1,3 88,9 , 1,7
D-xilose 0,4 89,9 , 0,5
sem receptor - 90,6 ’ . -

> W NP

glicosideo
glicosideo
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Figura 5 : ESquema do mecanismo da reacdo de sintese da dextrana
proposto por ROBYT et al. (1974).
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Yoy O-——(O)y—-—O X2e
/I
OH -
o—(0)y—o

O—(O)m—é-(@)n-e

Figura 6 : Esquema do mecanismo de formagdo de ramificagdes
proposto por ROBYT & TANIGUCHI (1976).
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X1 e [0} X1e
*—9—0
> +
X2 @ e Qe —O— (0) n—0 X1e —0—0—0— (O) n—0
OH
[
e—o-CH
® : glicose (aceptor marcado com C14))
° : glicose (carbono redutor marcado com C1l4)

- : ligagdo a-(1,6)

Figura 7: Esquema do mecanismo para reagao dos aceptores na
sintese da dextrana proposto por ROBYT & WALSETH (1978).

2.2.6. PRODUGAO

A dextrana-sacarase, produzida na indiastria
principalmente por Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, & uma
enzima indutiva e o UGnico indutor conhecido & a sacarose (que
tambem serve como fonte de carbono). Outros aglGcares como
glicose, frutose, manose, etc. promovem crescimento vegetativo
normal, mas sem produgdo de enzima.

As condigbdes de cultura para a obtengdo desta enzima
foram analizados por TSUCHIYA et al. ( 1952). Variando-se as
concentragdes de sacarose de 0.5 a 5% ha um aumento na atividades
enzimdtica maxima de 6 para 120 UDS/ml, no entanto, acima de 2%
hd uma indesejavel produgdo de dextrana, dificultando a separagao
das células pelo aumento excessivo da viscosidade. Dessa forma,
os autores consideram 2% a concentragdao o6tima. Extrato de
levedura (2%) ou &agua de maceragdo de milho sdo os nutrientes

essenciais que servem como fonte de nitrogénio, vitaminas e
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O fosfato entre 1 a 2% tem sido usado como tamponante
do pH, mesmo quando o controle é& automatico, ha uma necessidade
de uma certa quantidade de fosfato, para evitar oscilacgdes
bruscas do pH. A dextrana-sacarase é bastante sensivel a este

pardmetro e o valor 6timo esta em torno de 6,7 (LOPEZ,1979).

0 meio de cultura deve ser complementado com solugdo de
sals, contendo sulfato de magnésio heptaidratado, cloreto de
sédio, sulfato de manganés, sulfato ferroso e cloreto de célcio
(KABOLLI & REILLY, 1980)

Quanto a temperatura a enzima dextrana sacarase pode

ser produzida a temperaturas entre 23 a 27,C.

O Leuconostoc mesenteroides é& uma bacteria aerdbica
facultativa, desenvolvendo-se bem em anaerobiose. A injegdo de
oxigénio puro ou de didéxido de carbono inibe seu crescimento.
Quando uma pequena quantidade de de ar é& injetada a producgdo de
dextrana aumenta e sem aerag¢do a atividade diminui (ALSOP, 1983).

Entre 1945 e 1970 estabeleceram-se as bases de produgao
de dextrana-sacarase por fermentacgao descontinua (batelada),
nessas condig¢des foram obtidas uma atividade média entre 50 a 70
UDS/ml no meio de cultura com 24 horas de fermentagdo. LOPEZ
(1979) utilizando um sistema semi-continuo com adigdo continua de
sacarose atingiu 180 UDS/ml no meio de cultura apds 24 horas de

fermentacdo.

- A produgao de dextrana—sacarase(DS) por fermentagdo
continua tem sido pouco estudada, normalmente & produzida por

batela alimentada.
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2.3. DEXTRANA
2.3.1. PROPRIEDADES

ESPINALL (1983) classifica a dextrana como um
homopolissacarideo de origem bacteriana, formado por uma cadeia
principal 1linear com ligag¢des o-(1,6) de unidades de glicose,
apresentando diversidade quanto a proporgdao de ligagdes a-(1,3),

o-(1,2) e a=-(1,4) e graus de ramificacgdes.

As caracteristicas da dextrana dependem muito do
microrganismo produtor. As bactérias produtoras estdo agrupadas
na familia Lactobacillaceae e mais especificamente nos géneros
Lactobacillus, Steptococcus e Leuconostoc (SIDEBOTAHM, 1974).

A tabela 3 mostra alguns microrganismos produtores de

dextrana e a proporgao das ligagdes.

A dextrana produzida pela linhagem de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B - 512~F & constituida somente por 1ligacgbes
x-(1,6) e a-(1,3) (NEELY, 1960) .Este polimero & formado por uma
cadeia principal de unidades de glicose com ligag¢des a-(1,6) e
com ramificagdes de glicose com ligagbdes o-(1,3). As cadeias
secundarias sdo curtas, sendo que 45% delas contém uma, 40% duas
e somente 15% contém mais de duas unidades monoméricas de glicose
(SABATIE et al., 1986).

O peso molecular da dextrana depende das condigdes de
sintese tais como: temperatura, concentracdo de sacarose e
presengavde outros aglcares (ROBYT, 1980 e SABATIE et al., 1986).
Quando ela é sintetizada somente com sacarose, denomina-se
dextrana nativa e apresenta em média, um peso molecular entre 30
e 90 milhdes de daltons e alta viscosidade . Baixos pesos
moleculares sdo obtidos em presengca de outros aglcares
(aceptores), como maltose, isomaltose, etc ou pela hidrdélise da

dextrana nativa.

=z

A dextrana de Leuconostoc mesenteroides NRRL B512- F é
bastante soltGvel em &gua, metil sulféxido, etilenoglicol e
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Tabela 3: Porcentagem de ligagdes entre os residuos glicosidicos
das dextranas (linhagens e microrganismos).
(SIDEBOTHAN, 1974)

D E X T R A N A
'MICRORGANISMO |% de ligagoes entre os residuos glicosidicos
o-(1,6) oa-(1,4) oa-(1,3) oa=(1-2
L.mesenteroides
NRRL B - 512F 95 . 5 .o
B - 5238 93 3 e
B - 74285 64 8 28 .o
B - 742L 95 4 .o e
B - 1064 95 2 e
B - 1299S 56 .o 7 36
B - 1299L 49 - 19 32
B - 13555 53 oo 47 .o
B - 1355° 85 1 15 e
B - 1415 87 12 1 o
B -1416 83 7 10 . o
IFO 12370 24 ..o 6 . e
SF4 95 .o 5 e
44 71 .o 29 .o
S. mutans:
OMZ 176 16 .o 84 e
Ingbritt A 37 cee 63 N
S.sanguis 804 52 ces 48 .
804
Complexo Tibi® 90 2 9 ...

a Também chamado como L. dextranicum
b Lactobacillus brevis/Saccharomyces cerevisae

glicerol. Em solugdo aquosa (3 a 10 %) apresenta rotagdo o&tica
caracteristica em torno de +200°, apresentando uma solugdo clara
tante estavel & esterilizagdo por calor, ao congelamento e

descongelamento (JEANES, 1974).
A dextrana em solugdo nado tem a tendéncia de adotar uma
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conformagdo ordenada devido a flexibilidade das ligagdes da
cadeia principal. A interagdo entre as moléculas também &
dificultada pelas estruturas das ramificagdes. Isto faz com que a
viscosidade intrinsica seja extremamente baixa. O comportamento
viscoso & bastante peculiar e até 5% (p/v) uma solugdo de
dextrana apresenta-se como um fluido newtoniano (JEANES, 1974 e
CURRALERRO, 1993).

A capacidade de complexar 1ions metdlicos & outra
importante propriedade da dextrana e aparentemente esta
relacionada com os grupos 3-hidroxil das ramificag¢des o-(1,3).
Esta constatagdo foi feita medindo-se a rotagdo o6tica a 20°C,
para dextranas com diferentes porcentagens de ligagdes o-(1,3)
(SANDFORD, 1983).

2,3.2. USOS

Historicamente, a dextrana foi o primeiro
polissacarideo microbiano produzido industrialmente, sendo usado
comb substituto do plasma sanguineo durante a segunda guerra
mundial. Inicialmente este polissacarideo surgiu como um problema
da indaGstria acucareira, mas as pesquisas demostraram sua grande
aplicabilidade na industria farmacéutica, quimica, petroquimica e
alimentos. Atualmente & um dos polissacarideos mais estudados,
existindo varias patentes registradas para a produgdo de dextrana
e derivados. Muitas pesquisas foram realizadas, mostrando os usos

potenciais da dextrana, mas poucas alcangaram sucesso comercial.

Na industria farmacéutica a dextrana de baixo peso
molecular & usada hd mais de 30 anos com fins clinicos, por
apresentarem duas importantes caracteristicas: sdo completamente
metabolizadas no organismo e ndo apresentam efeitos tdéxicos ou

alérgicos. Dentre os usos clinicos, destacam-se:
a) Expansor do plasma sanguineo

Conforme a seu peso molecular, a dextrana pode ser

usada como substituto do plasma sanguineo, com aplicagdes e
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propriedades bastante semelhantes, & base de dextrana 40 (peso
molecular médio de 40.000) e dextrana 70 (peso molecular médio de
70.000). A dextrana 40 (solugdo 10% p/v)) produz uma expansao no
volume sanguineo menor qué a dextrana 70 (solugdo 6% p/Vv).
Esta, por apresentar propriedades osméticas similares aos do
plasma & mais utilizada para manter o volume sangliineo e a
pressdo arterial em cascs de chogue por gueimaduras ou
hemorragias severas. A dextrana produzida por Leuconostoc

mesenteroides NRRL b-512(F) & a tUnica usada para finalidades

clinicas as quais ultrapassam 300 aplicagdes (SANDFORD, 1983).

b) Dextrana-sulfato

A Dextrana-sulfato tem sido utilizada com sucesso como
agente anti-coagulante, com propriedades semelhantes a4 heparina.
Recentemente tém sido inveétigadas suas propriedades anti-virais,
inclusive contra os virus HIV (CURRALERRO, 1993).

c) Ferro-dextrana

Varios carboidratos fdram testados para produgdao de
solucdes de ferro estaveis e facilmente assimilaveis, para
infusdo intramuscular ou intravenosa. Esses 'objetivos foram
alcancados com a ferro—-dextrana, onde as moléculas do
polissacarideo tém baixo peso - molecular (5.000 a 2.500)
(CURRALERRO, 1993).

A dextrana de peso molecular medio & muito utilizado
tanto na industria de alimentos como na industria quimica. Na
industria quimica a dextrana & usada para fabricagdo de redes
moleculares cruzadas e empacotamento de colunas cromatograficas
de exclusdo molecular. Os produtos mais conhecidos sdo: SEPHADEX
e DEAE-DEXTRANA (SANDFORD, 1983). Na industria de alimentos é
usada como agente gelificante em gomas de mascar, como inibidor
de cristalizacdo em sorvetes, homogeneizador e espessante em
doces e xaropes.

P

A dextrana de alto peso molecular & empregado na lama

de perfuragdo e recuperagdo secunddria do petrdleo (MARIBONA,
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1966) .

apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Os usos

principais

da dextrana e derivados estao

Tabela 4: Usos da dextrana MURPHY, 1973)
P R ODUT O S A PL I CATGCGTGOTE S
I Indastria
Farmacéutica
. Crioprotetor Diminui os danos causados pelo
congelamento em material biol.
. Raio-X Agente de suspenséao
. Comprimidos Agente ligante e de solubilizagédo
. Cosméticos Emulsificante e estabilizante
. Plasma Sintético Expansor volumétrico
II IndGstria de Alimentos
. Doces e xaropes inibe a cristalizagdo, promove a
| homogeinizacdo e espessamento
. Geléias e chicletes agente gelificante.
. Sorvetes inibe a formagdo de cristais e
mantem o volume
. Confeitaria espessante
I1 Extracdo de Petrdleo
. Lama de perfuracgao coldéide de protegdo e lubricante
. Fluidos de extracao Evita perda de agqua
IV Outros
. Produgdo de aluminio agente de sedimentagéao
. Producgao de pd evita o crescimento de cristais
etalico. formando gel precipitante
. Produgcdo de combustivel agente complexante
Nuclear
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Tabela 5: Usos de derivados da dextrana (MURPHY, 1973)

DERIVADOS DE DEXTRANA

APLICAGOES

~-Esteres
. Triacetato
. Palmitatos e
esteratos
sulfato-Dextrana

. Dextrana-Fosfato

. Dextrana-Nitrato
-Benzil-Dextrana

-Hidroalquil-dextrana

Carboximetil-Dextrana

dcido ou sal

-Dialdeido-Dextrana
-I6do-Dextrana

-Ferro-Dextrana

.composigdo de filmes para embalagens
. impermeabilizantes, regeneragdo de
celulose.

.ligantes entre placas metdlicas e
polietileno

.Tratamento de bdécio, uUlcera pépti-
ca e anticoagulante.

.gomas de alta viscosidade. Inibigao
de atividade péptica

.explosivos e géis propelentes

.uso medicinal

.expansor do plasma sanguineo com

maior qualidades de estocagem.

.ligantes em medicamentos (comprimi-
dos) . Espessamento em Xaropes,
estabilizantes em sorvetes.
.pesticida, carregador de principios
ativos-antibidéticos.

.emulsificante de tintas

.filmes para embalagens biodegrad.
.gel aguoso e organogéis
.estabilizante de sucos
.medicamentos de relaxamento com

efeito retardado

.Prolonga a reagdo de drogas como

Novocaina e tubazina

.tratamento de bécio, ndo téxico e

niao alérgico

.tratamento de anemia.
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2.3.3. PRODUGAO

Apesar de existirem muitos microrganismos produtores de
dextrana, a maloria dos processos industriais utilizam ©
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512(F). O microrganismo produz
extracelularmente a enzima dextrana-sacarase e esta sintetiza a
dextrana (SANDFORD, 1983). A produgao de dextrana com esta
linhagens atualmente pode ser feita por processo convencional ou
por sintese enzimatica.

e PROCESSO CONVENCIONAL

No processo tradicional ocorrem tres fendémenos

simulténeos:

crescimento celular.

produgdo da enzima dextrana sacarase e

sintese de dextrana.

A dextrana é produzida diretamente no meio de cultura
de Leuconostoc mesenteroides, usando sacarose em excesso. O
polissacarideo & produzido durante o crescimento da bactéria num
processo com controle simples de de temperatura. As condigdes de
cultura estabelecidas por JEANES (1956 e 1965) alcangaram bons
rendimentos e serviram de base para a produgdo industrial. JEANES
(1956) descreve as condigdes de cultura para a produgdo de trés
diferentes dextranas, sendo duas hidrosolGveis (NRRL B-512(F) e
B-1416 e uma insoldvel em agua B-523S). As condigdes de cultura

para o LeuconostocC mesenteroides NRRL B-512(F) 'sao as seguintes:

Sacarose : 100 g/1
Extrato de levedura : 2,5 g/l
MgS04.7h20 : 0.2 g/l
K_HPO, : 5.0 g/l
PHinicial : 7

Tempo : 18 a 30 horas

25°C (durante a fermentagé&o)

Temperatura
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Durante o processo (fermentativo) o pH cai de 7,0 até
4,8. Quando a fermentagdo & interrompida, atinge-se maxima
viscosidade, pesos moleculares de ordem de 100 milhdes de Daltons
e um rendimento (em relagdo & sacarose inicial) aproximadamente
de 25%.

para se extrair a dextrana o meio fermentado é diluido
com agua e centrifugado para separar as células. Entdo a dextrana
presente no sobrenadante é precipitada com etanol (até 45 % Vv/V).
O produto obtido por centrifugagdo & dissolvido em agua e
novamente precipitado com &lcool. O produto final & chamado de

dextrana nativa.
e PROCESSO ENZIMATICO

Este processo & conduzido em duas etapas: produgao da
enzima via fermentagao do Leuconostoc Mesenteroides NRRL B-512 e
sintese de dextrana "in vitro". A sintese "in vitro" apresenta um
potencial econdmico enorme , devido a algumas caracteristicas da
enzima: é uma enzima extracelular, sem intermediarios
fosforilados, e para sintetizar a dextrana ndo & necessario

energia adicional e além disso, a reacdo & irreversivel.
As vantagens do processo de sintese enzimatica de
dextrana sao:
. Simplificagdo do processo de purificagdo: no processo
convencional o caldo adquire alta viscosidade (mais de
500 cp) dificultando a separagdo das células, o que nao
ocorre no processo enzimdtico onde a produgdo de dextrana

"in vitro", causadora da alta viscosidade esta livre dos

microrganismos.

. Melhores condicdes de controle: no processo enzimatico o
controle de fermentagdo e da sintese enzimatica &
realizado com grande facilidade, o dque nao ocorre no

processo tradicional.

. 0 rendimento tedrico da sintese enzimatica de dextrana é
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100% em relacdo a glicose. Em condigdes industriais, o
rendimento & menor, diminuindo com o aumento da
concentragdo inicial de sacarose, fornecendo neste caso,

guantidades significativas de produtos secundarios.

Para fins clinicos, tanto a dextrana nativa produzida
pelo processo convencional gquanto processo enzimatico (sem
utilizacdo de aceptores) atinge valores em torno de 100 milhoes
de Daltons, esta tem que passar pelo fracionamento para se chegar
no final do processo com um peso molecular inferior de 100.000
daltons. Os processos de fracionamento s&o: hidrélise acida
ou alcalina, hidrélise enzimatica, clivagens por ultrasson e
depolimerizagdo térmica.

A hidrdélise 4&acida & feita normalmente com acido
sulfirico ou cloridrico a 100°C e o controle & feito pela medida
da viscosidade. Na hidrdélise enzimatica utiliza-se dextranases,
produzidas extracelularmente de varias 1linhagens de bactérias,

leveduras e fungos .

No processo de fracionamento da dextrana nativa usa-se
tambem ultrafiltracdo e em escala industrial cromatografia

ligquida de permeagdo em gel.

Alguns autores (KOEPSELL et al., 1952; HEHRE, 1953;
MONSAN & LOPEZ , 1981b e ROBYT & EKLUND, 1983) mostram' a
possibilidade de se produzir, diretamente no meio de cultura,
dextrana de baixo peso molecular, alterando algumas condigdes
como a concentracdo inicial da sacarose, adigdo de outros
aclicares ou oligossacarideos de baixo peso molecular, inclusive
dextrana hidrolisada, Variando-se a concentragdo de sacarose
entre 20 e 80% e adicdo de sacarideos como glicose, frutose,
maltose, oligossacarideos ou dextrana, & possivel produzir
diretamente no meio de cultura, dextrana com peso molecular

variando de 10.0000 a 300.000 daltons
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2.3.4. FATORES QUE AFETAM O PESO MOLECULAR DA DEXTRANA

A sintese enzimatica de dextrana & fortemente
influenciada pela concentragao da sacarose, a concentragao
enzimatica, temperatura e presenca de certos acicares. Quando a
dextrana é produzida usando somente sacarose COmMo substrato, as
moléculas deste polissacarideo atingem valores em torno de 30 e
90 miihdes de daltons (JEANES, 1974).

A concentracido da sacarose & um dos parametros que mais
influencia na produgdo enzimadtica. O produto principal de
dextrana formada usando 10 %de concentragdo de sacarose foi de um
peso molecular médio de muitos milhdes, precipitando
completamente con 38% de etanol. Por outro lado com concentragdes
de sacarose de 70%, produz-se dextrana de baixo peso molecular
gue precipita com 51 % de etanol. Com 70% de sacarose também
forma-se glicose, frutose e oligossacarideos que precipitam com
90 % de etanol. Com concentracgdes intermedidrias, verifica-se uma
distribuicdo bimodal de peso molecular, com uma porgdo de alto
peso molecular gque precipita com 38% de etanol e outra de baixo
peso molecular gque comenga a precipitar com 48% de etanol

(TSUCHIYA al et., 1955).

Ccom o desenvolvimento da técnica de cromatografia de
permeagdo em gel (HPLC), confirmou-se que o pardmetro mais
importante & a concentragdo da sacarose, controlando tanto o

rendimento quanto a distribuigdo de pesos moleculares.

Muitos autores estudaram o comportamento da sintese
enzimdtica na presenga de varios aglcares como aceptores, como
maltose, isomaltose, a«a-metil glicosideo, glicose, frutose.
melibiose, galactose, oligossacarideos e outros. Maltose e
isomaltose sdo considerados como os aceptores mais eficientes,
aumentando a taxa de reacdo e produzindo dextrana de baixo peso
molecular (HEHRE, 1953 e TSUCHIYA et al. 1955 e EBERT &SCHENK,
1968) .

MONSAN & ©LOPEZ (1981), wutilizando técnicas mais

avancadas de determinagdo de pesos moleculares por cromatografia
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de permeagdo em gel (HPLC), usando como aceptores: maltose,
oligosacarideos, dextrana de 9.400 e dextrana de 40.000 daltons
conseguiram os resultados apresentados nas Tabelas 6, 7 e
figura 8.

Tabela . Parametros da sintese enzimdtica usando enzima
dextrana-sacarase livre (efeitos de adigdo dos
aceptores) (MONSAN & LOPEZ, 1981).

Ne Aceptor Aceptor |Atividade |Sacarose
enzimatica

° (g/1) (U/ml) (g/1)
1 3 Maltose 10 .24 100
2 3 Maltose 20 3.17> 200
3 | 3 |Dextrana(M=9400) 10 .24 100
4 3 Dextrana (M=40000) 10 .24 100
5 | 3 |oligosacarideo” 20 .24 100
6 Oligosacarideo 20 .24 200
7 3 Oligosacarideo 20 3.17 200
8 Oligosacarideo 20 3.17 200

Tabela 7. Resultados da produgdo de dextrana da tabela 6.

Porcentagem de Dextrana®

Ne M > 350.000 |20.000 < M < 350.000] M < 20.000

(%) (%) (%)
1 52 0 48
2 0 0 100
3 100 0 0
4 100 0 0
5 41.70 5.60 52.70
6 13.70 8.50 77.80
7 29.40 4.20 66.40
8 0 40 60

a dextrana analizada por Ultrogel AcA 34 GPC.
b oligossacarideo obtido usando maltose comoc aceptor
nas condigoes dadas na linha 2.
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Figura 8. Cromatografia de permeagdo em gel de dextrana
sintetizada com dextrana-sacarase livre.
Condigdes de reagdao:
Atividade de dextrana-sacarase 3,2 UDS/ml; concentracgao
de sacarose 200 g/l (sem aceptor (—e—e—e—) Temperatura
30°C; usando oligossacarideos (Tabela 6) como aceptor a
concentracao de 20 g/l (—o—o0—0—) temperatura 4 °C;
(—o—o—0—) dextrana clinica (M = 75.000 daltons).
(MONSAN & LOPEZ, 1981)

ALSOP (1983) estudou o efeito de varios paréametros da
sintese enzimatica em condigdes industriais, através de técnicas
de cromatografia de permeacdo em gel (GPC), concluindo que o
pardmetro mais importante & a concentragdo da sacarose,
controlando tanto o rendimento quanto a distribuicdo de pesos
moleculares. Um resumo dos resultados esta apresentado na

Tabela 8.
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Tabela 8. Rendimento das frag¢des de carboidratos em vérias
concentracdes de sacarose no final da reacgao
(ALSOP, 1983).

Sacarose| Monossa- Dissa- Dextrana Dextrana Dextrana
(% p/v) carideos| carideos Total Alto P.M. | Baixo P.M.
2 52,2 2,9 45,9 45,9 0
4 50,0 4,4 45,6 45,6 0
5 51,3 4,3 44,4 44,4 0
10 51,2 6,8 42,0 39,0 3,0
15 55,5 9,4 35,3 25,3 10,0
20 56,9 11,2 31,9 17,9 14,0
Tedrico 52,6 0 47,4 47,4 0

Com o aumento da concentragdo de sacarose uma série de
alteracgdes ocorrem: (1) a quantidade de monossacarideos
(principalmente frutose )aumenta além do esperado; (2) a
gquantidade de dissacarideos (principalmente leucrose, mais um
pouco de sacarose e isomaltose) aumentan consideravelmente; (3) a
gquantidade de dextrana de baixo peso molecular (PM < 5.000)
aumenta principalmente acima de 10% de  sacarose. Como
conseqiiencia disso o rendimento em dextranas de alto peso

decresce bastante.

Posteriormente ORIOL et al. (1985), mostraram dque o
nimero de espécies com diferentes graus de polimerizagdo aumenta
com a diminuicdo da razdo R ([aceptor]/{sacarose]). Para uma
razdo constante, o nimero de espécies moleculares formadas
aumenta com o grau de polimerizagdo do aceptor utilizado. O mesmo
comportamento foi observado nos parametros cinéticos com relagao

a concentracdo e peso molecular do aceptor.

'~ Finalmente PAUL et al. (1986), utilizando maltose,
oligoésacarideos e dextrana como aceptores, relacionaram O peso
molecular das -espécies formadas com o peso molecular dos
aceptores utilizados e a relagcdo R ([aceptor]/[sacarose]) como

pode ser visto nas figuras 9 e 10 e nas equagdes 1 e 2.
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Figura 9. Peso molecular médio (Mw) de oligossacarideos
em presenca de maltose como aceptor da relagao
[sacarose]/[maltose] (PAUL et al.,1986).
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Figura 10. Peso molecular médio (M«) de dextrana presenga de
oligossacarideos como aceptores em fungdo da relagéao
[sacarose]/[oligossacarideos] (PAUL et al., 1986).
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Com o uso de maltose foi obtida a seguinte correlagio:

(1)

_ Sacarose
Mw = 340 [l + 0.474 EETEBEE—]

Com o uso de oligossacarideo de diferentes pesos

moleculares como aceptores, foi obtida a seguinte correlagéao:

_ Sacarose
Mw = Mw,A[l + 0.474 AEeptT] ( 2)

2.3.5. PESO MOLECULAR E POLIDISPERSAO (ALSOP, 1977).

Qualquer polimero ou uma dextrana heterogénea ou

polidispersa pode ser caracterizada pelo conhecimento dos

seguintes paréametros:

a) Peso molecular médio (Mw)

b)

Representa uma média na qual cada molécula presente é
pesada de acordo com sua fragdo em peso. E uma medida do

espalhamento da luz relacionada com resistencia a tragéo

e dureza.

— Yy (Peso das moléculas x Peso moleéular)

Ma = Peso total das moléculas
2
= _ ¥YniMi

Onde, ni & o Numero de moléculas com peso molecular M.
M«, & sensivel a mudanca do contetido de dextrana de alto

peso molecular e é uma importante indicadora do

comportamento do polimero.
Media de pesos moleculares (Mn)

Representa a razdo do peso total de todas as moléculas
e o de nimero total das moléculas. Mn estd relacionado
com as propriedades coligativas: elevagdo do ponto de
ebuligdo, pressdao osmdética, abaixamento do ponto de
congelamento, nimero de radicais hidroxilados e

equivalente epoxi. Mn, & amplamente influenciado por
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mudangas do conteGdo de dextrana de Dbaixo peso
molecular.

Peso total de todas as moléculas

Mn = Numero total de todas as moléculas
= ZniMi
M ni ( 4)

c) I4, conhecido como polidispersdo, é uma medida da
amplitude da distribuig¢do de peso moleculares, sendo
igual a 1 para sistemas monodispersos (como exemplo a
glicose Mw = Mv) e maior gque 1 para sistemas
polidispersos. O indice de dispersdo pode ser calculado
por:

Id=b% ( 5)

d) Peso molecular médid para calculo da viscosidade (Mv)

Estd relacionado con a estabilidade e comportamento para

moldagem.
ajl/a
M, - | LnOm)
Mv [ Zni ( 6)
e) Viscosidade intrinsica, [7n]
[n] = K(Mv)® ( 7)

Onde, K e a sdo constantes de Mark-Houwink

2.3.6. METODOS PARA DETERMINAR PESOS MOLECULARES

" Ha varias décadas, mnuitos métodos analiticos foram
utilizados com sucesso, com poucas variagdes e sucesso, para
determinar pesos moleculares da dextrana. Métodos absolutos,
incluindo dispersdo de 1luz, ultracentrifugagdo, osmometria e

anialise de grupos funcionais, foram propostos:

a) Dispersdo da luz

Quando uma solucgdo de dextrana & irradiada com um raio de
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b)

c)

luz, a intensidade de 1luz dispersa passa diretamente
através da solugdo de dextrana podendo ser relacionada
matematicamente com o peso molecular da dextrana. Esta
técnica & mais usada para determinar medidas de Mw.

Ultracentrifugacéao

A determinacdo de Mv de um polimero, estd relacionado com
a velocidade de sedimentagdo durante a centrifugagdo da
solugdo. Esta técnica necessita aparelhos caros e ndo é
aplicado no trabalho didrio. Provavelmente o método usado
com mais fréquencia para determinar Mw & a an&dlise do
grupo terminal ou grupo funcional. O fundamento do método
baseia-se na determinacdo fotométrica do grupo aldeidico.
A determinagdo de pesos moleculares pode ser feita por
viscometria de solugdes diluidas, mas precisa-se duma

correlagdo de pesos moleculares de dextrana determinados
por outros métodos. A cromatografia de permeagdo en gel
difere dos outros métodos, pois oferece um método réapido
e sensivel para determinar pesos moleculares médios e uma
uma distribuicdo completa de dados de pesos moleculares

para os polimeros investigados.
Cromatografia de Permeacgdo em Gel

E uma poderosa técnica de cromatografia ligquida para
separagdo de moléculas de acordo com seu tamanho (ou mais
corretamente seu tamanho efetivo na fase mbével, o qual
depende do peso molecular, tipo de ramificagdo, grau de
solvatagdo e interag¢des hidrofdbicas). Devido a sua
estrutura porosa, as moléculas pequenas penetram no
interior ocasionando um tempo de retengdo maior. A

cromatografia de permeagdo em gel pode ser definida por:

_ Ve - Vo
Kd = gr—, (8)
Onde:
Kd = Fragdo do volume do poro penetrado pela
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molécula.

Ve = Volume de eluigdo da molécula.
Vo = Volume vazio da coluna
Vi = Volume total do recheio.

Em anilises de dextrana Vi & definido pelo volume de

eluicdo de uma molécula pequena tal como a glicose.

Uma curva de calibracgdo tipica pode ser obsservada na

figura 11.

TOTAL

EXCLUSAO
TOTAL
PERMEAGAO

€ Ve —>
Vo ~ VT
VOLUME DE ELUIGAO
Figura 11. Curva de calibragao de cromatrografia de permeagao

em gel (ALSOP, 1977).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. REAGENTES

' Utilizou-se o acgicar cristal tanto na produgdo da
enzima dextrana-sacarase, bem como na produgdo "in vitro" da
dextrana. Outros reagentes usados nas andlises foram de pureza

analitica.

O microrganismo usado nas fermentagdes para produgao
da enzima dextrana-sacarase foli o Leuconostoc mesenteroides
NRRL B 512-F.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. CONDICOES DE CULTURA PARA PRODUGAO DA ENZIMA
DEXTRANA-SACARASE

a) MEIO PADRAO DE CULTURA (QUEIROZ & MAUGERI, 1989)

Componentes g/l
Sacarose 40
Extrato de levedura 20
Sulfato de Magnésio 0,2
Cloreto de Sédio 0,01
Sulfato Ferroso 0,01
Sulfato de Manganés 0,01
Cloreto de Calcio 0,02
fosfato de Potassio-dibéasico 20

Os componentes do meio de cultura foram diluidos com
dgua destilada (com excegdo do fosfato) e o pH ajustado a 6,7
com HC1l concentrado. O fosfato foi diluido separadamente e o pH
ajustado. também a 6.7. Ambas solugdes foram esterilizadas

separadamente a 121°C por 15 min. e misturadas depois de frios.
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b) inéculo

Em erlenmeyer de 250 ml contendo 100 ml do meio padrao
estéril, inoculou-se um tubo de cultura estocado contendo

Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 F. Apds inoculacgao

incubou-se a 27°C a 200 RPM por 12 horas.
c) ALIMENTAGAOC

A adigdo de sacarose pode ser realizada de duas formas:
a adicdo de sacarose combinada com o sistema controlador do pH e
adicdo independente do pH. A primeira forma foi conduzida,
colocando-se no mesmo frasco solugdes de NAOH e sacarose. Na
segunda forma as solugdes de NaOH e sacarose sdo alimentadas
separadamente. A solugdo de sacarose & alimentada continuamente
na razdo de 18 g/l.h e solugdo de NaOH de acordo com a produgéo
de &acidos organicos. A velocidade de adigdo da solugado de
sacarose, pode ser calculada com base na velocidade méaxima de

consumo de substrato no ensaio com adigdo combinada de sacarose.

Foi escolhido o sistema de alimentagdo combinada,
porque a demanda de sacarose esta associada ao crecimento e o
controle do pH & mais adequado. Com este sistema, usado por
MONSAN & LOPEZ (1981), obtive-se melhores resultados na atividade
da dextrana-sacarse. Preparou-se 400 ml de sacarose 200g/1l e 100
ml de NaOH 5 N esterelizando-os separadamente a 121°C por 15 min
e misturando-os depois de frios, para obter uma solugédo final com

uma concentracdo de 160 g/l de sacarose e NaOH 1N.
d) FERMENTAGXO

Em um fermentador de 3 litros de capacidade contendo
900 ml do meio padrdo estéril, foi adicionado o inbéculo e
incubado a 27°C com aeracdo de 0,5 1l/min, agitagcdo de 200 RPM e
controle de pH. O pH foi mantido em 6.7 * 0,2 pela adigdo da
solucdo combinada, preparada de acordo com o item anterior,
através da acdo de uma bomba operada pelo controlador automatico
de pH do fermentador. Depois de 7 horas aproximadamente
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cortava-se alimentagdo para reduzir a gquantidade de aglcares
redutores totais e finalmente o caldo fermentado teve seu pH
acertado a 5,2 com solugdo de HCL e a seguir centrifugado a
10.000 RPM a 4°C por 15 minutos, para elimina¢do das células da
bactéria.

Durante a fermentagdo retirou-se amostras de 10 ml. para
determinagdo do crescimento celular, aglcares redutores, aclcares

totais e atividade.
e) EXTRAGAO DE DEXTRANA-SACARASE

Depois de - centrifugar o] caldo fermentado, o
sobrenadante era colocado em banho de gelo e em seguida submetido
a uma ultrafiltragdo. Ao concentrado, também a uma temperatura
aproximadamente de 4 °C, adicionou-se lentamente uma solucdo de
polietilenoglicol 1500 50% (PEG 1500). Quando a solugédo
tornava-se turva, com o aparecimento de particulas
esbranquicadas, a adigdo de PEG era interrompida,
centrifugando-se entdo o meio. A fase inferior rica em enzima
dextrana-sacarase erarediluida numa solugdo tampdo de acetato de
sbdio 200 mM, pH 5,2, contendo 0,05 g/l de cloreto de céalcio e

estocada em frascos a -15,C.
3.2.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Tendo-se como objetivo a otimizagdo das reagdes "in
vitro" para obtengdo de dextrana clinica com peso molecular ao
redor de 40.000 daltons, foram realizados dos planejamentos
experimentais, técnica esta amplamente discutida na 1literatura
(COCHRAN & COX, 1964).

No planejamento fatorial experimental 1 (24),
estudou-se 4 variaveis do processo: Atividade enzimatica (X1),
temperatura (X2), concentracéo de sacarose (X3), e relag¢dao R
(Xa) ([maltose]/[sacarose]), com objetivo de obter dextrana de

peso molecular proximo a 5.000 daltons. A Tabela 10 apresenta o
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planejamento experimental 1.

No segundo planejamento (central rotatorio composto de
segunda ordem), utilizando-se dextrana de 4676 daltons de peso
molecular, estodou-se a influéncia de 3 variaveis do processo:
Concentragcdo da sacarose (X1), relagdao R ([dextrana]/[sacarose])
(X2) e temperatura (X3), mantendo-se constante a atividade da
enzima em 20 UDS e pH 5,2

As varidveis foram estudadas a dos niveis, codificados
como -1 e +1 e os valores reais correspondentes a esses niveis

estdo apresentados na Tabela 9, definido de acordo com a seguinte

equagao:
_ X1 - X
Xt = T ( 9)
Onde:
Xi = valor codificado da variavel Xi
X1 = valor real da variavel.
X1 = valor real da variadvel no ponto central
AXi= intervalo de variagdo de Xi.

Tabela 9: Variaveis e niveis de variacgéo

Plane jamento experimental 1l: Usando a maltose como

Aceptor

VARIAVEIS : NIVEL ( - )| NIVEL ( + )
X1 : Atividade (UDS/ml) 25 45

X2 : Temperatura (°C) 22.5 27.5

X3 : Sacarose (9/1) 150 350

X4 : R . 0.08 0.16

Plane jamento experimental 2: Usando dextrana de

4676 daltons como aceptor.

X1 : Sacarose (g/1) 20 25
X2 : R 0,025 0.035
X3 : Temperatura (° C) 20 25

Os parametros maximos e minimos de cada variavel

independente, na segunda etapa, foram escolhidos dentro das
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possibilidades operacionais do processo de sintese enzimatica de
dextrana clinica tendo-se como os diversos ensaios preliminares
realizados e apresentados nas Tabelas 14 e 15 no capitulo 4.

No planejamento experimental 2 (Tabela 11), para modelo
de 2a. ordem, sdo necessarios um minimo de 20 ensaios para K = 3
(tres variéaveis independentes) obedecendo as seguintes
combina¢des de niveis de variaveis codificadas: 2* fatoriais
(combinam os niveis de +1 e -1), 2k axiais (combinam com +a ou -«
com as outras em 0) e o restante dos ensaios no ponto central
(nivel 0) para obtengdo do erro experimental. O valor de «o
dependente do nimero de pontos do conjunto fatorial e & efinido
pela equagao (BOX, WILSON, 1951):

174 174
o« = (F) = (27) (10)

Onde
F : correspondem ao conjunto fatorial
K : ntmero de variaves independentes,

As respostas estudadas no segundo panejamento
experimental foram:

e Peso molecular médio (PM)

e Rendimento de dextrana = 40.000 daltons (REND).

3.2.3. ANALISES ESTATISTICAS DOS RESULTADOS

Para andlise dos resultados experimentais foi empregada
a metodologia de superficie de resposta (DRAPER & SMITTH, 1966),
a qual descreve o comportamento da variavel dependente (Y) frente
a mudangas nas varidveils independentes (X)), mno intervalo
estudado. Em um sistema envolvendo uma resposta Y, que depende

das variaveis Xi,X2,X3,...Xk, a resposta pode ser descrita por:

Y = £(X1, X2, Xs3,...Xk) (11)
Através de uma andlise de regressdo, pode ser ajustado
para cada resposta (Y) um polinomio completo de 2a. ordem com as

variadveis explicativas (Xk):
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k k
Yi = Bo + § BiXi1 + } BiiXi’+ Y ¥B13X1X; (12)
1=1 1=1 1)
i<j

Onde:

Yi = fungdo resposta genérica

Xi = representa o valor da variadvel independente.
Bo, Bi, Bii, Bij sdo coeficientes de ordem zero.

Tabela 10: Planejamento experimental 1 para quatro varidveis
: reais usando maltose como aceptor.

VARIAVEIS INDEPENDENTES
ENSAIOS
X1 X2 X3 X4
1 25 22.50 150 0.08
2 45 22.50 150 0.08
3 25 27.50 150 0.08
4 45 27.50 150 0.08
5 25 22.50 350 0.08
6 45 22.50 350 0.08
7 25 27.50 350 0.08
8 45 27.50 350 0.08
9 25 22.50 150 0.16
10 45 22.50 150 0.16
11 25 27.50 150 0.16
12 45 27.50 150 0.16
13 . 25 22.50 350 0.16
14 45 22.50 350 0.16
15 25 27.50 350 0.16
(*) o experimento 16 no fol realizado
X1 = atividade enzimadtica (UDS/ml)
X2 = temperatura (°C).
X3 = concentragao de sacarose (g/1l)
X = relagdao R ([Aceptor]/[sacarose])
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Tabela 11: Planejamento experimental 2 para trés variiveis
usando dextrana como aceptor

VARIAVEIS INDEPENDENTES
ENSAIOS

X1 X2 X3

1 80 0,025 20

2 120 0,025 20

3 80 0,035 20

4 120 0,035 20

5 80 0,025 25

6 120 0,025 25

7 80 0,035 25

8 120 0,035 25
9 66,36 0,030 22,50
10 133,64 0,030 22,50
11 100,00 0,0216 22,50
12 100,00 0,0384 22,50
13 100,00 0,030 18,30
14 100,00 0,030 26,71
15 100,00 0,030 22,50
16 100,00 0,030 22,50
17 100,00 0,030 22,50
18 100,00 0,030 22,50
19 100,00 0,030 22,50
20 100,00 0,030 22,50

X1 = concéntragéo de sacarose (g/1l)
X2 = relagdo R ([aceptor]/[sacarose])

a dextrana de 4676 daltons foi usado como aceptor.

X3 = temperatura (°C).

A significéncia do modelo foi testada pela analise de
variancia (teste F) e do coeficiente de correlagcdo. A partir da
equagdao de regressao, variando-se dois pardmetros mantendo-se o
outro constante, foi possivel elaborar contornos de superficie de
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resposta dentro dos intervalos estudados.

O processamento de dados e andlise estatistica assim
como os graficos de representagdo tridimensional foram elaborados

com ajuda de planilla eletrénica e programas estatisticos.
3.2.4. PRODUGAO DE DEXTRANA

Num reator de vidro devidamente termostatizado
adiciona-se (concentragdes diferentes para cada ensaio de acordo
com o planejamento experimental) sacarose, dextrana de 4.676 e a
enzima dextrana-sacarase (20 UDS/ml no reator). Deixou-se reagir,
medindo-se de tempo em tempo a libefagéo de frutose, até

completar a conversdo total da sacarose.

As solugbes (sacarose, maltose, enzima e dextrana)
foram preparadas por dilugdo com tampdo fosfato a pH 5,2.

3.3. METODOS ANALATICOS
3.3.1. CRESCIMENTO CELULAR

Determinou-se espectrofotometricamente a concentracéao
celular no meio de cultura, pela leitura de absorbancia a 650 nm,
utilizando-se &gua destilada para calibrar o aparelho.

3.2.2. DETERMINACXO DE ACUGCARES REDUTORES
METODO DNS (MILLER, 1959).

a) Preparaqgo do reagente DNS

Dissolveu-se 10.16 g de &acido 3,5 dinitrosalicilico
em 1416 ml de agua destilada. Adicionou-se a esta
mistura 7.6 ml de fenol (fundido a 50°C) e 8,32 g de
meta bissulfito de sbédio. Guardou-se este reagente
em frasco protegido da 1luz. Paralelamente,
preparou-se solugdo de tartarato duplo de sdédio e

potéssio 11,25 g/l e guarda-se em outro frasco.
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b)

c)

d)

Curva padrao

Preparou-se solucdes de glicose, com concentracdes
na faixa de 0.1 a 1 g/l1 de aglGcares redutores.
tomando-se um ml destas solu¢gdes de concentragio
conhecida e adicionando em um tubo de ensaio
contendo 1 ml de reagente DNS, levando em banho
maria em ebuligdo por 5 minutos. Resfriou-se
instantaneamente pela imersdo dos tubos em banho de
gelo fundente, adicionou-se, em seguida 16 ml de
solugdo de tartarato duplo de sbédio e potassio a
11.25 g/l para estabilizar a cor. Agitou-se o tubo
para homogenizar a fez-se a leitura de
absorbdncia 540 nm em espectrofotémetro. O branco
foi feito conjuntamente com as amostras,
substituindo-se a solug¢do de aglcar redutor, por 1
ml de &gua destilada. Apds obter as leituras da
absorbdncia (ABS) construiu-se a curva padrdo do

tipo:

(g/1l] =£(ABS) (13)

Determinagao de agucares redutores em uma amostra

desconhecida

As amostras foram diluidas de forma a se obter
concentracdo de aglcares redutores na faixa de 0.1 a
1.0 g/l. Das amostras convenientemente diluida,
tomava-se 1 ml e procedia-se da mesma forma descrita
na curva padrdo, determinando-se a absorbéncia. Com
o auxilio da curva padrdo ou da equagdo obtida,

obtém~se a concentragdo de ag¢lGcares redutores.
Determinagao de agudcares redutores totais

Para determinar aglGcares redutores totais, primeiro

foi feita a inversdo da sacarose em aglicares
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redutores pela hidrdlise &cida. Misturava-se 1 ml da
amostra com 1 ml de de HCl 2 N, levando-se ao banho
maria em ebuligdo por 5 minutos. Apds resfriamento,
adicionava-se 1 ml de NaOH 2N (para neutralizar a
amostra) e determinava-se os aglcares redutores
totais da amostra. A curva padrdao foi feita com

sacarose invertida.
e) Determinaqgo de Sacarose

A avaliagdo da concentragdo de sacarose durante a
fermentagdo era feita pela diferenga entre aglicares

totais e acglcares redutores.
3.3.3. DETERMINACXO DE ATIVIDADE

Determinou-se a atividade da enzima medindo-se
velocidade inicial de produgdo de frutose, quando a enzima &
colocada em contato com sacarose em condig¢gdes controladas em um
reator de vidro de 25 ml de volume, agitado magnéticamente e
termostatizada a 30,C. Dentro do reator colocava-se entre 0.1 e 1
ml de solugdo enzimdtica, 0.5 ml de tampdo acetato 200 mM a pH
5,2 (contendo 2,5 g/l de CaClz) e completava-se com A&gqua
destilada a 10 ml. Adicionava-se 2 ml de solugdo de sacarose 600
g/l. Retirava-se amostras a cada 3 minutos para determinar
frutose pelo método de aglcares redutores. Obtinha-se uma curva
de absorbédncia versus tempo (QUEIROZ & MAUGERI, 1989).

A atividade pode ser determinada pela equagao 14:

AT = x . B .4 .114 (UDS/m1) (14)
Onde:

o : coeficiente angular da curva ABS vs tempo

B : coeficiente angular da curva padrdo padrdo de AR.

d : volume de diluigdo final no reator de vidro.
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3.3.4. PRECIPITACXO DA DEXTRANA

Pesou-se aproximadamente 2 gramas das amostras de
dextrana e adiciona-se 0,1 ml de &cido percldérico concentrado
(para eliminar as proteinas) e depois de agitagdo vigorosa a
amostra foi centrifugada a 12000 RPM por 10 minutos. Ao
resfriar-se o sobrenadante a 5 °C, adicionou-se 16 ml de etanol
95 % também a 5 °C. Agitou-se por dois minutos e deixou-se no
freezer por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12000
RPM durante 10 minutos, descartou-se (o) sobrenadante e
redissolveu-se a dextrana precipitada com &gua destilada.
Repeteu-se o processo de precipitagdo duas vezes para eliminar
restos de dissacarideos como sacarose, maltose, etc. Finalmente
liofilizou-se as amostras para posteriormente serem analisadas

por um sistema de cromatografia de permeacdo em gel (HPLC).
3.3.5. PREPARACXO DA DEXTRANA PARA HPLC

Dissolveram-se tanto os padrdes como as amostras de
dextrana produzida com &gua Milli-Qplus numa concentracdo de 0.3
% . Logo foram filtrados em membrana Millipore com 0,5 um de

porosidade e deaerados por ultra-som e agitacdo com aquecimento.

O sistema de Cromatografia liquida (HPLC) utilizado foi

o seguinte:

1.- Um injetor automatico Varian 9095.

2.- Uma bomba terndria VARIAN 9010.

3.- Um detetor de indice refrac¢dao VARIAN RI 4,

4.- 3 colunas VARIAN série Micropak de 7.8 mm. de

diametro interno e 300 mm de comprimento, colocados em

serie na seguinte ordem:

- TSK 5000 PWXL, TSK 4000 PWXL e TSK 2500 PWXL
5.- Un forno SPH 99
6.-— Um integrador
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3.3.6. CURVA DE CALIBRACKO E CROMATOGRAMAS

Colocou-se as colunas de permegdo em gel montadas em
série (na mesma ordem com que sdo citados no item 3,8) no forno
e programou-se a temperatura de 40 °C e uma pressdo na bomba de
40 Atm.. Passava-se a fase mdével, que consiste apenas em agua
tratada por um sistema Milli-Qplus da Millipore, pelo sistema até
conseguir estabilizar o detector de indice de refragdo. Em
seguida passa-se os diferentes padrdes de dextrana de baixo
indice de dispersao. Utilizando-se o software GPCPLUS
construiu-se a curva de calibragéao log(PM) vs RT (tempo de
retencdo) que posteriormente sera utilizado para determinar o
peso molecular médio da fragao de dextrana de médio peso

molecular.

' Depois de passar os padrées,'nas mesmas condigdes da
curva de calibracdo, injetou-se as amostras de dextrana produzida
para obter os cromatogramas. cada cromatograma apresenta um
relatorio com as porcentagens de cada uma das faixas de alto peso
molecular, medio peso molecular e baixo peso molecular da

dextrana produzida.

As porcentagens de cada uma das faixas de pesos

moleculares determinou-se por integragdo dos cromatogramas.

Depois de cada cromatograma, usando um meio de
comunicacdo chamado PROCOMM, estes sé&o enviados através da

interface RS-232 a um computador e armazenados em disquete.
3.3.7. DETERMINAGAO DO RENDIMENTO DO PROCESSO

" ® Rendimento Global

0 rendimento global do processo de sintese enzimatica
de produgdo de dextrana determinou-se como a relagdo de dextrana
precipitada e a dextrana teérica em uma determinada amostra.

Wd

Rg = Wi

x 100 (15)
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Onde:

" Rg = Rendimento global do processo (%)
Wd = Peso de dextrana precipitada produzida (9g).
Wi = Dextrana teérica (calculado como a quantidade de

g de glicose inicial na sacarose + g de

dextrana) .

e Rendimento de dextrana de peso molecular médio
(¢ 40.000 daltons).

Para determinar o rendimento da produgdo de dextrana
com um peso molecular médio, tomou-se a porcentagem (Pc)
diretamente dos cromatogramas de permeacgdo em gel e efetua-se os

calculos da seguinte forma:

REND = Rg . P_ (16)

Onde:
Rend = Rendimento de dextrana de médio peso molecular.
Pc = % da dextrana de médio peso molecular obtido

dos cromatogramas.
3.3.8. DETERMINACXO DO PESO MOLECULAR MEDIO

Depois da determinagdo dos cromatogramas, ativou-se o
Software GPCPLUS do sistema de Cromatografia liquida, conferiu-se
que a curva de calibragdo estava na memdéria do integrador, nas
mesmas condigdes, injetou-se novamente cada uma das amostras de
dextrana para determinagdo da distribuigdo de pesos moleculares,
o peso molecular médio e o indice de polidispersdo de cada uma

das amostras.

0 software GPCPLUS, com ajuda da curva de calibracgéao,
produz um fatiamento dos cromatogramas e um relatorio onde vem
especificado o distribuig¢do de pesos moleculares, O peso

molecular médio e o indice de polidispersdo das amostras.
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Como o integrador tem pouca memoria RAM (140 Kb),
depois de passar cada uma das amostras, os cromatogramas eram
enviados mediante a interface RS-232 a um computador e

armazenados em disquetes até seu processamento.

Para determinar a distribuigdo de pesos moleculares
enviou-se de novo os cromatogramas fatiados e os diferentes
programas de GPCPLUS do computador ao integrador para refazer uma
parte dos cromatogramas e determinar o peso molecular médio da
faixa de peso molecular de nosso interesse, das diferentes

amostras de dextrana produzida.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1, PRODUCAO DA ENZIMA

As fermentacgdes com Leuconostoc mesenteroides foram

feitas usando o meio nas condigdes dadas no capitulo de Materiais

e Métodos, ou seja, a pHinicial de 6,7 * 0,2, temperaturas de
27-28 °C, aeracdo de 0,5 1l/min e 200 RPM. Os resultados sdo
apresentados nas figuras 10, 11, 12, 13 e 14, e mostram que

a produgdo da enzima dextrana-sacarase estd associado ao
crescimento celular do Leuconostoc mesenteroides e cessa na fase
estacionadria. Na maioria das fermentagdes procedeu-se ao corte da
alimentacdo e controle do pH apds 7 horas de fermentagao, no
final da fase exponencial, com a finalidade de favorecer a
producdo de enzima, assim como a diminui¢do da concentragao

residual do substrato (segundo ALSOP, 1983).
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Figura 12. Evolugdo do crecimento celular (ABS), concentragédo de
aclicares redutores totais (ART) e atividade enzimatica
(UDS/ml) durante a fermentacgéao do Leuconostoc
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Figura 13.

Figura 14. Evolugdo do crecimento celular (ABS), concentracédo
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Figura 15.

Figura 16. Evolugdo do crecimento celular (ABS),
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Na figura 14 verifica-se que a atividade chegou a 106
UDS/ml e 6.54 g/l de ART, em constraste a figura 10, onde a
atividade atingiu 56 UDS/ml e 2,74 ART depois de 6 horas, caindo
para 32 UDS/ml apdés 7 horas. O decréscimo na atividade da enzima
no final das fermentacdes & tipico desta enzima, devido a sua
baixa estabilidade nas condigdes de fermentagdo empregadas de
temperatura (27 a 29°C) e pH (6,7).

P

Na figura 13 observa-se que a quantidade ART é de
16,13, o que significa que havia muito substrato no meio de
fermentacdo, onde a enzima produz dextrana de alto peso
molecular, produzindo um caldo fermentado de alta viscosidade,
gque ndo permitiu realizar o processo de ultrafiltragéo com perda
da enzima. Um resumo da atividade enzimdtica e ART no final das
fermentacdes sdo apresentados na tabela 12.

Tabela 12. Atividade enzimdtica e ART no final da
fermentagdo do Leuconostoc mesenteroides.

Fermentaqgo Agégiﬁide 35?
Figura 11 56 (*) 2.74
Figura 12 64 7.00
Figura 13 78 16.13
Figura 14 106 6.54
Figura 15 66 1.24

(*) Atividade depois de 6 horas. No final da

fermentagao a atividade cai para 32 UDS/ml

Para a obtencdo da enzima com maxima atividade e
gquantidades minimas de ART no final da fermentagdo, de acordo com
a tabela 12, a figura 14 foi o experimento que apresentou
melhores condig¢des para produgdo da enzima dextrana-sacarase por
fermentacdo em batelada alimentada (sacarose de 160 (g/l), NaOH
1N e uma temperatura de 27 ©°C.), com maior atividade enzimatica
(106 UDS/ml) e menor quantidades de ART (6.54 g/1).

Com vistas a este resultados, adotou-se essas condigdes
para produgdo da enzima dextrana-sacarase utilizada nos

experimentos de produgdo de dextrana.
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4.2, PURIFICAGAO DA ENZIMA

O rendimento desta etapa ndo foi quantificado devido as
perdas de atividade pela temperatura, assim como pela perda do
concentrado enzimdtico durante o processo de ultrafiltragao.
Atividades aproximadas de 400 UDS/ml foram atingidas no processo
de ultrafiltracdo e 1000-1800 UDS/ml depois da precipitagdo com
PEG 1500 50%

4.3. PRODUCAO DE DEXTRANA
4.3.1. USANDO COMO ACEPTOR A MALTOSE

Inicialmente foi testada a producdo de dextrana, usando
como aceptor a maltose, em fungdo dos parédmetros: Atividade
enzimatica (UDS/ml), temperatura, concentragdo de sacarose (g/l)

e relagdo R ([aceptor]/[sacarose]).

Um resumo do rendimento da produgdo de dextrana usando
como aceptor a maltose pode ser visto na tabela 13, um exemplo

na figura 17 e os cromatogramas no anexo A.

Na maioria dos cromatogramas observa-se a formagao de
oligossacarideos (junto com dissacarideos, trissacarideos, etc),
dextrana de alto peso molecular e principalmente dextrana de baixo

peso molecular em torno de 4.500-9.300 daltons.

0 peso molecular visado foi obtido em tres
experimentos: 3, 11 e 15 com pesos moleculares médios
respectivamenté de 4819, 4700 e 4556. Ressalta-se que o
experimento 15 resultou num maior rendimento de dextranas de

baixo peso molecular, 52.49 %.

4,3.2. USANDO DEXTRANA DE BAIXO PESO MOLECULAR

Foram realizados ensaios preliminares (Tabela 14 e 15)
gue serviram de base para o delineamento experimental descrito na

Tabela 11. A atividade igual a 20 UDS/ml e pH 5,2 foram mantidos
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constantes, variando-se as concentragdes de sacarose, a relagao R

([aceptor]/[sacarose]) e temperatura.

Tabela 13. Sintese enzimatica de dextrana usando como aceptor a

maltose
EXP. |ATIV T S R APM BPM DITR F PM (%)
9%% °C g/l % % % % daltons
1 25 [22.5 150 0.08}| 13.4 38.9 9.4 38.3 5795
2 45 122.5 150 0.08| 12.4 43.3 9.0 34.8 5906
3 25 [27.5 150 0.08| 11.1 43.4 |11.3 34.3 4819
4 45 127.5 150 0.08| 18.4 38.1 8.7 34.8 5072
5 25 (22.5 350 0.08 1.0 44.5 {17.1 37.4 9240
6 45 |[22.5 350 0.08 0.0 38.3 |17.0 44.7 7218
7 25 |27.5 350 0.08| 12.5 35.5 [14.9 37.1 8906
8 45 |127.5 350 0.08 0.7 41.6 |16.9 40.9 8070
9 25 }22.5 350 0.16 6.4 53.8 (8.0 31.7 5834
10 45 |22.5 150 0.16| 16.2 52.7 [5.6 25.5 5320
11 25 |27.5 150 0.16 7.6 51.0 |7.25 34.1 4700
12 45 |[27.5 150 0.16 0.9 45.0 |15.8 38.3 6432
13 25 122.5 150 0.16 0.6 45.5 [14.5 39.3 7001
14 45 |22.5 350 0.16 0.0 46.4 (14.6 38.9 6670
15 25 127.5 350 0.16 6.8 52.5 (8.0 32.2 4556

PM = Peso molecular (daltons).
= Tempo de retensdo (min)
= Sacarose (g/1)
Temperatura (°C)
= Relagdo R ([aceptor]/[sacarose])
= Frutose (g/1)
APM = Alto peso molecular (PM > 70.000 daltons)
BPM = Médio peso molecular (4.000 - 10.000 daltons)
DITRI = baixo peso molecular (180 < PM < BPM).

HoXd 3 0 o3
l

(*) Log(PM) = 16,3387-1,02505%T+0,03418*%T7°~0, 0005*T" (17)

Os pesos moleculares da dextrana de baixo peso

molecular foi calculado com a equagdo (17).
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O aceptor usado foi dextrana com um peso molecular
médio de 4676 daltons como pode ser visto na figura 18 e os

resultados nas tabelas 14 e 15, onde observa-se O seguinte:

. Usando sb sacarose em concentragdes de 50 e 100 g/l e
temperaturas de 27 °C foi produzida somente dextrana de
alto peso molecular (APM) de varios milhdes de daltons.

. Aumentando a concentracdo da sacarose, o rendimento da
producdo de dextrana de médio peso molecular (MPM) e baixo
peso molecular (BPM) aumenta consideravelmente em
detrimento da producdo de dextrana APM, en todos os

ensalos.

- Comparando ambas tabelas e mantendo constantes a relacao R
e a temperatura T, a concentragdes de sacarose de 150 e
250 g/1 foram obtidos maiores rendimentos de dextrana de

MPM mas com quantidades razoaveis de dextrana de BPM e APM.

- A concentracdes e temperaturas constantes, aumentando a
relagdo R de 0,02 para 0,04, observa-se um aumento do
rendimento da produgdo de dextrana de MPM, uma diminuigéao
de dextrana APM e comportamento irregular na produgdo de
dextrana de BPM.

. A influéncia da temperatura é& menos significativa que a

concentracgdo da sacarose e a relagao R.

. Com concentracdes de sacarose de 50 e 100 g/l, foram
obtidos maiores rendimentos de dextrana de alto peso

molecular, com exceg¢do dos ensaios 4 e 8 com 45,3 e 56,8 %

de rendimento de dextrana de MPM.

. Finalmente com base dos ensaios 4 e 8 da tabela 15, o
novo planejamento experimental (Tabela 11) foi proposto,

e os resultados estdo apresentados na Tabela 16.

Os cromatogramas sao apresentados no apéndice C para

rendimento e no apéndice D para o peso molecular.
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Tabela 14. Sintese da dextrana usando como aceptor dextrana de
4676 daltons

EXP.| S R T APM MPM BPM RT PM (*%*)

g/l °C % % % min daltons

1 150 0.02 17 |36.16 48.63 15.2 24.35 24738
2 250 0.02 17 |[11.03 60.94 28.02 24.67 20507
3 150 0.04 17 |27.26 60.60 12.14 24.27 25921
4 250 0.04 17 2.5 70.75 26.75 24.70 20148
5 150 0.02 27 |41.28 40.96 17.76 24.53 22265
6 250 0.02 27 |19.63 47.41 32.96 24.81 18883
7 150 0.04 27 129.06 50.22 20.72 24.74 19679
8 250 0.04 27 8.08 61.02 30.90 24.91 17800

Tabela 15. Sintese da dextrana usando como aceptor dextrana de
4676 daltons

EXP S R T APM MPM BPM RT PM (**%*)
g/l| °cC % % % % min daltons
1 50 0.02 17 |[79.14 13.28 7.59 24.35 22796
2 100 0.02 17 |56.50 32.40 11.10 24.46 21409
3 50 0.04 17 |69.71 16.45 12.88 24.56 20220
4 100 0.04 17 (38.52 45.30 16.18 24 .54 20453
5 50 0.02 27 |77.04 11.63 11.32 25.92 9167
6 100 0.02 27 165.68 22.95 11.37 24.59 19876
7 50 0.04 27 187.24 12.76 0.00 26.86 5190
8 100 0.04 27 |123.33 56.79 19.89 24.80 17621
9 50 0.00 27 (00.00 0.00 0.00 14.91 10452547
10 100 0.00 27 193.42 6.58 0.00 15.01 9604972

APM = Alto peso molecular (PM > 100.000)
MPM Médio peso molecular (40.000 < PM < 70.000)
BPM ' baixo peso molecular (180 < PM < MPM)

]

(*) Log(PM) = 16,3387—1,02515*T+0.03418*T2+0.0005Wf (18)

(**) Log(PM) = 17,7452-12008*T+0,04106*T2-0.00059*T3 (19)
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Tabela 16: Planejamento experimental 2 para trés variaveis
(valores reais) usando dextrana como aceptor.

NiVEIS DAS VARIAVEIS RESPOSTAS
ENSAIO
X1 X2 X3 Y1 (%) Y2

1 80 0,025 20 29611 30.67
2 120 0,025 20 31092 50.19
3 80 0,035 20 32546 35.57
4 120 0,035 20 37986 63.76
5 80 0,025 25 31261 32.47
6 120 0,025 25 ‘ 35760 38.20
7 80 0,035 25 31162 29.13
8 120 0,035 25 32834 52.06
9 66,36 0,030 22,50 31840 27.73
10 133,64 0,030 22,50 38949 49.64
11 100 0,0216 22,50 35656 29.71
12 100 0,0384 22,50 35089 41.97
13 100 0,030 18,30 34107 42 .55
14 100 0,030 26,71 29127 41.44
15 100 0,030 22,50 33929 49.15
16 100 0,030 22,50 34031 43.99
17 100 0,030 22,50 33233 42.66
18 100 0,030 22,50 34739 42.87
19 100 0,030 22,50 33799 44.35
20 100 0,030 22,50 33969 29.03
X1 = concentracdo de sacarose (g/1l)

X2 = relagdo R ([aceptor]/[sacarose])

X3 = temperatura (°C).

Y1 = peso molecular médio (daltons)

Y2 = rendimento (%).

aceptor: dextrana de 4676 daltons.

(* A distribuigcdo de pesos moleculares e pesos
molecula médios foram calculados usando a curva de

calibrac¢do do apéndice B.
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distribuigdo de peso

exemplo como calcular a

Um

moleculares

o software

moleculares médios, usando

pesos

e

GPCPLUS, estdo apresentados nas figuras 19 e 20.
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19. Distribuicdo de pesos moleculares da dextrana

Figura

correspondente ao experimento 1 da Tabela 16.
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FILE 1. METHOD 9. RUN INDEX
RT AREA MU/SLICE ;
- ZAREA
;; '324 301 . 31235804 .59 9.329
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o . > .
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- o ~ o ; -
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« I g X Ref Peak Found at Q. wmins , '
- i e Wil
g 2
i "
< - X
° @ o
- - ™
2 -—
&
& e h
FILE 1. METHOD @. RUN INDEX
RT AREA MW/SLICE ZAREA
- 16.414 Q. 5328282 .07 Q.
® o 16.974 4138. 3297812 .08 3.371
= q o, 8 17524 5539 . 210451854 4513
- B~ @ o 18.084 3998, 1359873 .78 3.257
» Ty T & W s~ 18.634 3043. 962152 .25 2.479
3 M ® ! - X 19.194 2217. 604282 .91 1.886
5 @ - - - 9 19.744 1161 . 413845.9 0.946
i L & ) 5w 20.304 323. 285312.77 8.263
.‘ < 35 o - 2 20.854 0. 200308 .51 °.
w Y o8
0
& 5 od SR TOTALS 122735 8.21647412
~ .
: Wﬂmfﬂ#ﬂ mne o Wt. Avg MMt= 1762839, No. Avg MWt= 1151172,
z Z Avg MWL .= 2357167, Z+1 Avg MMWL.= 2812349 .
z N Poiydisp. Index= 1.5313426 Visc. Avg= 1762838,
3 - Fit Type (FT) = 3. Intrinsic Visc.= Q.
© o & = Ref Peak Found at 8. mins,
- - © 9 )) A
! m S
TR
X
Sm mmrlnmﬂﬂjm H
. o FILE 2. METHOD @. RUN INDEX
-— %] m
i ~ = RT AREA MW/SLICE ZAREA
1o n o O
- 2 - = & ¢ R = 21.964 8. 100863 .05 Q.
) - . e < ! 22.524 494, 72107 .62 9.485
o - z Q0w ~ 23.9874 1812, 52096 .32 1.778
S P 8« 23.634 3530. 37523.26 3.463
2 o M g o 24.184 4386. 27214.12 4.303
5 < & © S 24.744 4252. 196@8.29 4.172
3 S N bt 25.294 2359. 14176 .34 2.314
N 25.854 8. 10145.39 °.
<
< TOTALS 101927, 0.30184+19
<
s WD, Avg MWt= 29611, No. Avg MWt= 24404 .
5 1 Z Avg MWt.= 35897, Z+1 Avg MWL .= 42898,
. Polydisp. Index= 1.2035092 Visc. Avg= 29610.
o H Fit Type (FT) = 3. Intrinsic Visc.= 9.
H Ref Peak Found at 9. mins .
a
13
o

imento 1 da Tabela 13
i ana correspondente ao experim :
Figura 20 gixzito peso molecular (16 milhdes de daltons);

ilhdes de daltons);
B) Alto peso molecular (2 ml
C; Médioppeso molecular (29.611 daltons).
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4.4. EFEITO DA CONCENTRACAO DA SACAROSE, RELAGAO R E
TEMPERATURA DURANTE O PROCESSO DE SINTESE
ENZIMATICA DA DEXTRANA CLINICA

De acordo com os dados relativos aos ensaios 1 a 8 da
tabela 16 foi possivel realizar uma regressdo multilinear
obtendo um modelo de la. ordem. Para o ajuste de um modelo de 2a.

ordem, adiciona-se os resultados dos ensaios 9 a 20.

Os polindmios que relacionam o rendimento da produgéo
da dextrana clinica (40.000 daltons) em fungdo da concentracgao da
sacarose, relacdo R e temperatura, pode ser visto nas equagdes 20

e 21 respectivamente.

Modelo de la. ordem

REND = 3,9038 + 0,4773*S + 724,75*R - 1,42*T (20)

Modelo de 2a. ordem

REND = -119,2 + 0.9152%S + 3616%R + 3,56*R - 0,002%S°
-72740%R> + 0,06*T° + 32.34%S*R - 0.0476%S*T
-79,5*R*T, (21)

Com os dados da tabela 16e usando-se O mesmo
procedimento, foi obtido os modelos de la. e 2a. ordem que
relacionam o peso molecular enm funcdo da concentragaoc da
sacarose, relacdo R e temperatura, expressos pelas equagdes 22 e

23 respectivamente.

Modelo de la. ordem

PM = 19741 + 81,83*S + 170100*R =-10,9*T (22)

Modelo de 2a. ordem

PM = -135668 -21*S +2316810%R + 11814*T + 0.56%*S°

+8660133*R° - 178*T2+ 1415S*R -1,87*S*T
-128540*R*T (23
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0 procedimento para verificar a validade do modelo tem
como principio bésico os criterios estatisticos de coeficiente de
correlacdo e o teste F. O coeficiente de correlagéo é um
parametro estatistico que compara a variancia da propia populagao
de pontos experimentais. Quanto mais préximo da unidade estiver o
coeficiente de correlacdo , melhor & o ajuste do modelo aos dados

experimentais.

O teste F de significdncia & usualmente utilizado para
verificar se o modelo explica uma quantidade significativa da
variagdo dos dados experimentais comparando-se o valor estimado
para F a partir dos dados experimentais. Assim se o valor F
calculado for superior ao F tabelado, entdo a hipbdtese nula
& rejeitada a um nivel o de significancia e podemos afirmar que a
quantidade de variagdo devido ao modelo & significativamente
maior que a variagdo ndo explicada e o modelo é considerado

valido.

Os resultados da andlise de varidncia para os modelos
de 1la. e 2a. ordem para rendimento e peso molecular estéao

apresentados na Tabela 17 e no apéndice E.

De acordo com a tabela 17, o modelo de 2a. ordem com
95% de confianca para o peso molecular, o modelo de la. ordem com
95% de confianca e o modelo de 2a. ordem com 95 e 99% de
confianca para o rendimento, sdo validos, por terem valores de F
calculados maiores que os valores de F tabelados. Pela analise de
residuos do modelo de la. ordem para o rendimento (figura 21),
por apresentar a caracteristica de falta de termos quadréaticos
(DRAPER & SMITH, 1966) e um coeficiente de correlagao menor que O

modelo de 2a. ordem, o modelo de la. ordem é rejeitado.

Com os critérios anteriores foram escolhidos os modelos
de 2a.ordem tanto para o peso molecular como para o rendimento do

processo de produgdo enzimdtica de dextrana clinica.
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Tabela 17. Anadlise de varidncia para o peso molecular e
rendimento para produgdo de dextrana clinica.

Modelo de 1la.

ordem (Peso molecular)

Fonte de Variagao SQR G.1. SQM F
regressao 27217800 3 9072600 1,36
desvios 26639880 4 7693954
Total 53857680
R® = 0.5054 R = 0.7109

95,3, 4 = 6,59 99,3, 4 = 16,69
Modelo de 2a. ordem (Peso molecular)
Fonte de Variacgéao SQR G.1. SQM F
regressao 95445406 9 10605045 4,4197
desvios 23998102 4 6659969
Total 119455508 19
R°® = 0.7991 R = 0.8939
Fog 3,4 = 3/02 Fog 3,4 = 494
Modelo de la. ordem (Rendimento)
Fonte de Variacgédo SQR G.1. SQM F
regressao 934,42 3 311,47 8,53
desvios 146,02 4 36,50
Total 1080,44
R® = 0.8649 R = 0.9300
F95’3’4 = 6,59 F99,3,4 = 16,69
Modelo de 2a. ordem (Rendimento)
Fonte de Variacéao SQR G.1l. SQM F
regressao 1380,6 9 153,40 12,94
desvios 118,52 10 11,85
total 1499,18 19
R = 0.9209 R = 0.9597
Fog 3,4 = 3,02 Foo 3,4 = 4,94
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RESIDUO (Y1 - Y*1)

e T T T T T T T

25 30 35 40 55
% RENDIMENTO

60

Figura 21. Andlise de residuos para o modelo de la. ordem para O
rendimento do processo de sintese enzimatica de
dextrana usando como aceptor dextrana de 4676 daltons

4.4.1, ANALISE DE EFEITOS

Tabela 18. Calculo de efeitos para o rendimento e pesos

moleculares
Para o rendimento
Variavel S R SR T ST RT SRT
Efeito 19,1 7,2 6,5 -7,1 | -4,6 |-2,0 2,1
Para o peso molecular
Variavel S R SR T ST RT SRT
Efeito 3272 1701 283 -55 -188 -3214| -1697

Das tabelas 18 (obtido da tabela 1 e 2 do apéndice F)
podemos afirmar que a sacarose e a relagdo R sdo os parametros
que tém mais influencia durante o processo de sintese enzimatica
de dextrana clinica usando como aceptor dextrana de 4676 daltons.

A temperatura causa uma diminuigdo de pesos moleculares e do

rendimento. As interacdes da concentragdo da sacarose com a
relagcdo R, tanto para o rendimento como para pesos moleculares
sio mais favoraveis para formagdo de dextrana clinica. As
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interagdes da concentragdo da sacarose com a temperatura e a
relacdo R com a temperatura, causam uma diminuigdo tanto para o
rendimento como para os pesos moleculares.

4.4.2. ANALISE DE SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O
RENDIMENTO

a) Efeito da temperatura e da relagdo R

A figura 22 ilustra o efeito da temperatura e da

relacdo R para uma concentragdo constante de sacarose de 133.6
g/l. no rendimento.

De uma maneira geral o rendimento da produgdo de
dextrana clinica & influenciado fortemente com aumentos de R e.
bem pouco com a diminuigdo da temperatura. Isto ocorre devido ao
fato de que a baixas temperaturas a velocidade de reagéo diminue
favorecendo a formacdo de dextrana de médio peso molecular. Na
regido de baixas temperaturas e altos valores de R atinge-se
maximos rendimentos.

Rendimento (%)
»H [i}] )] BN | [1)]
bt | 1 x| 3

[A]
x|

(X 1E-3)
39

V]
J

T (aC) 28

Figura 22. Efeito da temperatura (T) e de R [aceptor]/[sacarose]
no Rendimento do processo de sintese enzimatica de
dextrana numa concentracdo sacarose de 133.6 g/l.
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b) Efeitos da temperatura e da concentracdo de sacarose

A figura 23 apresenta o efeito de temperatura e

concentragdo da sacarose a um valor constante de R de 00,0384 para
o0 rendimento.

0 efeito mas importante, sem ddvida alguma, & a
concentragdo da sacarose. A variagdo da temperatura nao causa
efeitos significativos no rendimento, diferentemente da
concentragdo de sacarose, dgue aumenta significativamente o
rendimento da produgdo de dextrana clinica, atingindo méximos
valores a altos valores de concentracdo de sacarose.

Rendimento (%)
b ()]
® ®

o
o

146

~106

S (g/b)

T (00 28

Figura 23. Efeito da temperatura (T) e concentragdo de sacarose

(S) no no rendimento do processo de sintese enzimatica
de dextrana a R = 0.0384
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c) Efeitos da relagdo R e a concentragdo de sacarose

A figura 24 estuda os efeitos da relagdo R e a
concentragdao de sacarose numa temperatura constante de 18.3 °C
para o rendimento.

Da mesma forma que na andlise anterior o rendimento
aumenta consideravelmente com o aumento da concentragido da
sacarose mas €& pouco influenciado pela variagdo da relacgcdo R.
Maximos rendimentos sdo observados para altos valores da relagdo

R e para altos valores da concentracdo de sacarose.

80

(1))
o
T

772

Rendimento (%)
I
©
T

n
[+
4

146

21
24

27 L
30
33

oo e S (gr/l)
R 38

(X 1E-3)

Figura 24. Efeito de R ([aceptor]/[sacarose]) e concentragdo de
sacarose (S) no rendimento do processo de sintese
enzimdtica de dextrana a T = 18,3 °C
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4.4.3. ANALISE DE SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA PESOS
MOLECULARES,

a) Efeito da temperatura e a relagdo R

A figura 25 ilustra o efeito da temperatura e a relagéao
R para uma concentracdo constante de sacarose de 133.6 g/l. nos

pesos moleculares obtidos.

Observa-se que o peso molecular aumenta com o aumento
do valor de R e a diminuicdo da temperatura, atingindo mé&ximos

pesos moleculares a baixas temperaturas e altos valores de R.

(X 10000)
4.5

V] © n
7 T 7

F'%so mal&cular‘ t..l( déltogs)
)
T

(X 1E-3)
39

Figura 25. Efeito da temperatura (T) e de R [aceptor]/[sacarose]
no Peso molecular do processo de sintese enzimatica de
dextrana numa concentragdo sacarose de 133.6 g/l.
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b) Efeitos da temperatura e da concentragcdo de sacarose

As figuras 26, 27 e 28 apresentam o efeito da
temperatura e concentragdo de sacarose a valores constante de R
de 0,0384, 0,030 e 0.0216 respectivamente nos pesos moleculares
obtidos.

~ Nas figuras citadas anteriormemte, observa-se que o
peso molecular aumenta consideravelmente com o aumento da
concentracido de sacarose. Com respeito & temperatura na figura
26, observa-se que o peso molecular aumenta até uma temperatura
aproximadamente de 22 °C e depois ndo tem aumento consideravel.
Na figura 27, & temperaturas menores, o peso molecular aumenta
ligeiramente até atingir valores maximos a 22 °C e depois
decresce. Na figura 28 acontece o contrario da figura 26 e o peso

molecular aumenta com a diminuigdo da temperatura.

Maximos rendimentos foram obtidos a baixas tempraturas

e altas concentracgdes de sacarose.

(X 1080)
40

A W )
e A d

Pesg molecular (daltons)
[¢1]

R
0

146

26
T (aC) ag

Figura 26. Efeito da temperatura (T) e concentragdao da sacarose
(S) no rendimento do processo de sintese enzimatica de
dextrana a R = 0.0216
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(X 1009)
42

[}
o

PE%F molecular (daltons)
®

27

146

Figura 27. Efeito da temperatura (T) e concentragdo da sacarose
(S) no rendimento do processo de sintese enzimatica de

dextrana a R = 0.0300

(X 1000)>
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[s:] 1]
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i s (g/bd

T (00 28

146

Figura 28. Efeito da temperatura (T) e concentragdao da sacarose
(S) no rendimento do processo de sintese enzimatica de

de dextrana a R = 0.0384
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c) Efeitos da relacdo R e da concentragdo de sacarose

A figura 29 estuda os efeitos da relagdo R e a
concentracdo de sacarose para pesos moleculares numa temperatura
constante de 18.3 °C.

Os pesos moleculares incrementam-se com os aumentos dos

valores de R e concentragdes de sacarose.

Maximos valores de pesos moleculares sdo obtidos a

valores de R e concentracgdes de sacarose altos.

(X 1008)
a4

A
\
N

\\

40
7%
7
7
,,;jf%?%f
g
36 :”/{Iff/”ff/fi
W 2
L % 227
LA /,//1,,///
W 525770
755 %
755545455557
- 7
- 75777 7
3 .
7

N

A
NN
N

Peso molecular (daltons)
1]
o

146

~1e6

S (g/l>

(X 1E-3)

Figura 29 Efeito de R ([aceptor]/[sacarose]) e concentragado de
sacarose (S) no rendimento do processo desintese
enzimdtica sde dextrana a T = 18,3 °C
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5. CONCLUSOES

5.1. Producao da enzima dextrana-sacarase

Dos resultados obtidos pode-se concluir que a enzima
dextrana-sacarase produzida por fermentacgao em batelada
alimentada do Leuconostoc mesenteroides NRRL B512-F, com uma
alimentacdo de sacarose de 160 g/1 e NaOH 1N, temperatura de 27°C
e pH, atinge maximos valores de atividade enzimadtica e minimas
quantidades de aclicares redutores. Estas condigcbes favoreceu os

processos de ultrafiltragdo e precipitagdo com PEG 1500 50%.
5.2. Uso de maltose como aceptor

A produgdo de dextrana de baixo peso molecular usando
como aceptor a maltose, na faixa de 4.500 a 4.800, foi obtido em
tres experimentos: 3,11 e 15 com pesos moleculares médios
respectivamente de 4.819, 4.700 e 4.556 daltons (Os parémetros
dos experimentos 3, 11 e 15 sdo apresentados na Tabela 13). O

experimento 15 resultou num maior rendimento de dextranas de

o®

baixo peso molecular de 52.49

5.3. Efeitos da concentraq;o de sacarose, relaqso R e
temperatura durante O processo de sintese
enzimatica de dextrana clinica.

e

Através da metodologia de superficie de resposta

~conclui-se que a concentragdo de sacarose é& a variavel que mais

influencia o processo de sintese enzimatica de dextrana clinica.

Tanto o rendimento como o peso molecular médio da dextrana

produzida sdo favorecidos com o aumento da concentracdo da

sacarose. A concentracdes baixas de sacarose sdao obtidos apenas
dextranas com maior proporgdo de alto peso molecular, rendimentos
baixos de dextranas de médio peso molecular e pesos moleculares

médios muito menores de 40.000 daltons.
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A Relacdo R ([aceptor]/[sacarose] tem um efeito
semelhante ao efeito produzido pela concentragdo de sacarose, mas
em menor grau de influéncia. Quanto maior & a relagdo R maior & o

rendimento.

Com respeito & temperatura, podemos afirmar que a
diminuicdo da temperatura incrementa o rendimento. O seja a
diminuicdo da temperatura, favorece a formagao de dextrana
clinica devido a diminuicdo da velocidade de reagdo. Altas
temperaturas favorecem a formagao de dextrana de alto peso
molecular com maior rendimento em detrimento do rendimento de
dextrana de médio peso molecular, ndo atingindo a formagao de

dextrana clinica.

Os parametros, para produzir dextrana clinica (em torno
de 40.000 daltons) com maior rendimento, foram altas
concentragdes de sacarose (133.6 g/l), baixas temperaturas (18°C)

e altos valores da relacdo ([aceptor]/[sacorose]) de 0,0384.
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15.9 19.97 2 24 .58 28.05 31.52
Calibration Report
Elution Actual Linear Quad. Cubic
Time Wt .
17 .64 2000000 . 1880178 . 1720864 . 1918952 .
19.36 497000 . 604805 . 592923. 538144 .
22.51 70840 . 75771 . 80133. 72700,
23.84 38800 . 31522, 33757 33264.
25.82 7400 . B542 . 7125, 10354 .
31.52 180. 197. 183. 172 .
Regression Analysis
Linear Quad. Cubic
Coefficients
KA 11.326043 10.4293 20 .846847
KB ~-.2863857 -.2166771 ~1.5404807
KC ~.0014152 0.8537028
KD ~-.000747
Correlation (rA2) 0.9972446 Q.7778082 9.99922122
Std. Error of Est. ©.0718566 0.0856678 8.0622136

curva de calibracdo da dextrana para determinar N
distribuicdo de pesos moleculares e pesos moleculares

médios da Tabela 16.

Figura 9.

95



APENDICE C
CROMATOGRAMAS CORRESPONDENTES A TABELA 16

PARA DETERMINAR RENDIMENTO

96



cI8E991 ‘o0l wioL

\O
i
o 912085} ‘0l Wil
£0 evseal 2592 2EET 11 [ — €0 1IBbLI 2992 6507 11 14
20 v6SYOR  ZETHT 9L €S € oQ 20 9E8RES 6 PT 880" ¥ €
20 2T9¥¥2F 49781 11852 4 20 183898 €121 192" S€ H
28 922951 Ti'Si 6E'6 i ..m w 20 8810 1T°S1 260" 61 |
28 v3dy 1y AR #HY3Id Q T 09 vIw 13 Y33y BIY3d
Nig €S X3aN! €S NI ‘8 QOH13N L R P .m « S N1g 9Y  X3IGN! 9v NN ‘@ QOHLIW oA
=8d .Y. =HD 6€112:81 26761700 270 ..m T "1 =84 Y. =H) Y1520 T6/50/80 170
(VI
¢33 9 wg— “ 0 Wd 0 ¥3
0 £
o
85
2592 - £
=Rle!
N
[ I)]
0
U X
T QO
© O
~o©
©
2,0
fS]
© o
E 0
© T
I~
o 2
€1 Ll
+ 0
© o
g4
o4
4 O
< (O2N0)
# .
180 VK N
P2y d © o 3
C B NIG HO¥d Q3AWTAIY  LEDIT:ISE Tes41/Z0 1DACNE ¥ TINNHD 1 ¥ S % HID 044 S3ARTIIE CFiI5005 TA/SB/RC L1O3FNI € TINNHD
3
o
a
Py

correspondente ao experimento i da Tabela 16
97

1. Cromatograma para determinar rendimento

Figura



14

1

4

282959 ‘901 Wi0L

€0 09€88G  8E'¥Z 286 68 €

€0 €SEET 917 L1 9SS € <

20 690SY 91°S1 298'9 !

08 vy R} Zy3Y #MYad
N18 $S  X3QAN! SS NMi ‘@ QOHL3IM R IE ]
=8d .Y, =HD 22:€5:91 26/61/L0 .20

B Y3 gy

\ﬁl

8E° ¥

187 ! W

L2
1zv
% NIS WO¥S QIAVTAIY  22:€G:91 26761728 LJICNI Y TINNWHO

9280802 ‘o8l Wi0l

€0 1€51L2  ¥S° 92 (14282} 14

<0 211608  ¥ST T ¥88° 8¢ €
20 62v2€9 2y Ll £46€° 0F 4
20 ¥5229€  80'S1 €L9° Lt 1

34 vy 14 29y #HY3d
8 NIg 6y XIANI év  NNY "8 QOHLIW B B I
"1 =8d .Y, =KD L1165V 160 26/50/80 €70

ond 0¥

¥S' 92

»S'¥2

EAANA)

correspondente ao experimento 4 da Tabela 16

4. Cromatograma para determinar rendimento

el

183 v U

86 2y YMM

€ 8 NIS H0Jd Q3AVTAIY  21:vb:6B TE/SO/80  LDAMNY Y TANNYHD

Figura

3. Cromatograma para determinar rendimento

Figura

correspondente ao experimento 3 da Tabela 16

98



[A4 23731 ‘90! WwiolL

O
r.m €0 191881 29°92  699°89 ¥ ~
196¥¥91 " 001 WL0L . ©
£0 O6¥ES] Mo.ﬁ _mm.m ¥ — ﬂ
26 L8€599 92 ¥Z  Svey £ , . - .
20 656925 bE'8I  SEQ'CE 2 oa A S KA ¢ .w Q
20 sziesz 86yl ¥BI'EI ! ..m w o ieres b6 sveor H oo
%8 vawy u Ry ivad m (3] 08 vaay I 23y wIvad m &
9 N 89 X3NI @9 N e QoMM 1 3T -~ © L Nig 6. XIONI @, N '@ OOHIW 1 TTid _.m. M
“1o=Sd Y. =HD 11:€0:61 26/61/L0 979 _.m o) "1 o=Sd Y. =0 1S:51:90 26/0T/L0 §7o o
0w Q n
0 ud o T e o o ud H o
o L M
. © o c o
99'92 c o ca
- E - g
g - =Ry
B 9 N H oM
92 %2 00 Q 9
P vy L O
Q X U X
T o T
(0] © O
m © M [1+]
2,0 p.w
< & © &
21 Md f=3¢)]
£ 0
© T © T
ve's
¥ 52
o0
o e Ll 0 Q
<
g 24
g o
. N £ 4 g H
86" ¥1 O N oM
O 0 - O
S} 0o
; — 10
oy ©
]
129 _&rNVv © AN ©
9 8 NIG HOUJ QIAVIAIY  1i€0:6) 26/61/40 LOITN} Y TINNGHD M 20 B NIO MOES GIAYIIY L5ov1iSE T6/02/L6  LOAPNI 9 TINNVHD m
o o
o -
o <

99



¥

1 4

s, el

6 % NIS HOUd QIAVIAIY  L0:SS:02 26/61/8 LIICN! Y TINNYHD
298¥191 ! w104

€0 262262 26792 29 v

20 899906 8 ¥T  S¥1'9S €

70 068882 L0  688'L) 2z

20 25028% 8L ¥ ¥ZT'HL 1
28 vauy It 2939y ivad
NI 8L X3ON! 8L NN¥ '8 QoHLIN 1At
=8d Y. =HD ¥1:91:20 26/50/80 17870

P Hd © d3
V.
25° 92
8e" ¥2

# NIG HO¥3 QIAYIdIY  ¥1:91:240 26/50/88 103N

Y TINNGHD

imento
to 8 da Tabela 16

r rend

mina

8. Cromatograma para deter

Figura

correspondente ao experimen

o1 Nig

[

Sd  .Yi =HS

* NI§ HO¥d a3re1d3d

S X3ANI

1569691

€0 2¥0€£Ll
20 ¥9£0SS
20 £¥6609
20 209€9¢

08 vy

SL NMY
41165101 26/50/80

LS’
&%’
<
68"

13

‘o0t w101
92 L61° 01 ¥
¥z E€EY’ 2€ €
A £¥6°SE 2
14 x4 AR ¥4 ]
2434y »Yad
*®  QOHLIK 134
2770

1sa bl

-

129 _,3“

216G T4A/S0/80 LOACKY

Y T3INHYHD

7. Cromatograma para deter

0
e~
©
~
o0
£ 40
o
OB
g
-~ ©
T T
ot
O
H
0
Rt
o 2
: g
g

correspondente ao exper

Figura

100



9

1

9

(238 {231

‘o8l Wi0l

€0 60S9€1  89°92 L9 el ¥

20 16689  E£E'¥Z 625 €

20 eL9tle ' ez 150" v2 2

20 véov9!l TG 285" 21 3

24 vayw 1 7v3uy #%Y3d
NIg 8  X3ON! 8 N ‘9 QOHL3W 134
=8d .¥. =HD 9¥:L2:808 26/50/80 179170

# NIS WOYd QIAVTdIY  9%:122:80 26/59/80 1D3rNI

iz

I d
Y OTINRYHO

to

imen

10. Cromatograma para determinar rend

Figura

correspondente ao experimento 40 da Tabela 16

Z

2ssolel ‘eel w101
€0 82¥2h! 19°92 §98° o1 ¥

20 S6£02v  BY 2 L0°2¢ €
20 €26¥1S  S1°LL 282 68 2
20 9etLez  91°S1 €8 LI I

24 vauv 1y 7Y3dy HYId

Nig 6 XJaN! 6 NN ‘@ QOHLIN 1o3nd

=8d .¥. =H) ¥V 6) 267681/L0 (720> S'22/€8° /¥° 99/6° ON
0 ¥31 Py

¥ NIQ NO¥d gIAVId3Y

y4

1 5368 3}

12y
FSiEV 61 26/40/720  LOACNG Y TINNUHI

9. Cromatograma para determinar rendimento

Figura

correspondente ao experimento 9 da Tabela 16

101



486¥82 ‘ool 101

O
€0 29968 ¥E'¥Z 62881 ¥ .
21 evoLl serie 649 £ 8E9Y6Y 1 ‘801 W01
€0 00188  92°L1  E£l8°eE z ]
20 £8SS2Z1  S6T¥L L907HY ! — €0 251291 ¥9°97  ¥8I' Il ¥
Q 20 ZVO9IL 2y YT L6 LY €
o.Q 20 9SS6EY 9T 1T 6@V 6T 2
P 20 £881L1  S6' VI sl i
ol 28 Y3y 18 %938y vad
28 Yy 13 29349 v3d Q
. . £ €1 NIg S€  XIANI SE NN '@ QOHLIM 1oand
21 NIg &  X3ONL & NNY @ QOHLIW [ 4§ e
: o o s ‘1 =8d WM. =MD LV:1SIET 26761720 217)
I =8d Y. =HD 8€:S1:E2 26/61/L0 171179
oo
-~
o ud © ¥ m szmsmuﬁl
(o]
-
© o
[l ()]
- E
£ -
5§
v pT
Lo ¢
Q0 X
T v
o O
§212 g @
©
2,0
s
o o
g 0
© T
I =
o0
92° L1 [oJNeN
L0
@ O
g 4
oy
66 %1 [ SN e]
(OTN &)
.
1§53 VM n
I e
€1 § NIG WOM QIAVTATY L1:1G:€Z 26761728 L3NNI ¥ TINNYHD
21 £ NIG WOMJ O3AVIdId  BL:b1:EZ 26/61/20  LOICNI ¥ TANNYHD

Figura

to

imen

correspondente ao experimento 12 da Tabela 16
102

12. Cromatograma para determinar rend

Figura



22Lve8 881 WL0L
€0 25226 6579 ZII' 1y v
20 OVL9SE  29'¥Z  LEL'TP €
20 S28291  E£v' 8l 11 ez z
20 SSELIT 20 S| 6£0° 92 1
28 b3y It PCERC) 0ivid
€1 Nig 29 XIONI 29 NNy '@ QOHLIW RO ¥
"1o=Sd .9, =HD 8¥:G¥:20 26/90/80 1"v170
0 WNd owl
6592

29°¥2

[ R Rt
e

z2e'e
LA

1 ¢

1

e

€1 % NIF WOHd (Q3AVT4IY 8¥:S¥:28 Z6/98/80 LOANNI Y TINNUHI

to

imen

14. Cromatograma para determinar rend

Figura

correspondente ao experimento i4 da Tabela 16

12191k ‘001 W01

€0 89LE€6 ¥ Y2 986749 ¥
28 1S9€2t 1578l 1078 €
20 ¥21812  92°¢) 90y St H
28 8258¥1  60°S1 1266 1
08 vy 14 pix ] vad
NIg 6y X3IANT v NNY ‘@ QOHIM 1oand
=Sd  .¥. =H? 81:2€:00 26/02/L0 €170
o N4 © mMI.
180 M T
vy o ._z\
¥1 1 NIE WOdd O3AYTAIY  @1:2C:88 24/82/20 LJICNI Y T3NNUHO

to

inar rendimen

correspondente ao experimento 13 da Tabela 16

13. Cromatograma para determ

Flgura

103



2621198

€0 864251  2¢°
20 lég08L e
20 L92¥2 €

29 1esesz 21
08 vIyY 1y
22 Nig ¥01 XIANT yel NN
1 =8d Y. =HD S2:1€:808 26/62/L0
2r 92
FAN 4

‘ool wi0L
92 6Ly 6 4
¥e A3 4834 €
A 1€€° 92 2
St 854761 3
7934y #vad
‘8 QOHLIW AT
SI70
@ Wd

22 % NIg BO¥d Q3Av1d3Y S2:1e:80 26/62/¢0

123rnt Y TINNYHI

to

.

imen

15. Cromatograma para determinar rend

Figura

correspondente ao experimento 15 da Tabela 16

[

.

[i=1dTHS-T4L3] SS3¥d
‘301ND ¥Y3d¥d 40 dOL OL LSNPV ‘¥3dvd MIN TIWLSNI - ¥3d¥d 40 LNO

2056921 ‘801 101
€0 ZIOVIl  84°9Z 186’8 ¥
20 282259 SE'bZ  I8E° IS €
20 ¥Z92¥E  1€°L1 68692 z
20 ¥85091  Z1'SI  &¥9°2) )
28 vayy 18 %938y #ayad
9¢  X3ANI 9. NAY ‘@ QOHLIW 134
Y. =HD 91:12:90 26/62/0 9170
w’
b 92
se vz
e 2t
21 sy
R
o sgte
Z.: %oc ¢
{2y

NIg M0¥d a3Av43Y

9110798 TA/62/720 103N

¥ TINNYHD

imento

correspondente ao experimento 16 da Tabela 16

16. Cromatograma para determinar rend

Figura

104



8ELS6S1

€0 Zrrorl
20 528189
20 £8592S
28 ¥E89¥2
28 vy
8z Nig 86 X3ONI 86 NN

"1 =8d Y. =HD 22:40:L0 26/62/L0

‘ool

Ly 92 108 ¢
8E' ¥2 1€L" 2%
el R
€1°'S1 89%' Sl

RS Zv3yy

‘@ OOHL3W

eLElL

tsot
88’ S

1z

1

‘1

Twlol

—Nm .

#MY3d
3714
L2170

02 % NIE WO¥d QIAYIdAY  22:20:48 26/62/¢(8  LJILNI Y TINNGHD

to

imen

correspondente ao experimento 17 da Tabela 16

17. Cromatograma para determinar rend

Figura

Sezes!ti ‘00l TYL0L
€0 126€8 Ly 92 192° ¢ ¥
20 1L91ES €2 ¥2 ¥22 9% €
20 6815S¢E Sk Lt 88" 8¢ Z
20 ¥286L1  60°S1 ¥E9' G '
26 Iy 13 793y #Xv3d
Nig 86  X3IANJ 86 NMY '8 GOHLTW 1o3Nd
=Sd .Y. =H2 81:6£150 26/62/L8 8172
® Wd
92
£2° %2
Sk el
FANAS q
182 !}
26°¢ LE®
129 1 d
81 #t NIG HOdd QIAVTDIN  Q1:16C:S0 26762740 LDACNI Y TINNUHD

imento

d

inar ren
correspondente ao experimento 18 da Tabela 16

.

Cromatograma para determ

Figura 18.

105



¥099621

‘eel
€0 ¥L186 65°92 2Ls L
20 €909%9  1£'92 L4287 6%
20 €€L1LE el L9782
20 ¥e€9e8l  SZ'S) 1€6° €1
08 v3ayy iR} Zv3ayy
91 NIg 26 X3AN! 26 NNy ‘9 QOHLIN 1
“1o=Sd .Y, =H) 2EIL1IYD 26/62/L8
@ Wd

1e°¥2

prAR

91 # NIE WO¥d QIAYIdI  2€:L1:¥0 26762728 1JACN!

vi0L

—Nm e

*HY3d
a4

6170

4653, !

2% ﬂmwﬂ”mw

Y TINNYHO

Figura 19. Cromatograma para determinar rendimento

correspondente ao experimento 19 da Tabela 16

82veeyl
€0 ¥62€6
20 £65485
20 9¥5S80S
20 Sés2e2
08 vady
Nig $6  X3aNI $6 N

=Sd .¥. =H2 S2:LS:¥0 26/62/L0

9E" ¥2

St St

‘eel T9i0L
192 655°9 14
9€° ¥2 68E" Iy €
€€ LI [AYARYS 4
S1°6i1 8€° 91 !
1y 7v3yy 1HY3d
‘0 QOHLIW 13714
8z70
0 Wd

LI o

69°S
I zZy

L1 8 NI@ WOMY GIAVTIIY  STi2S:+@ 26762748 1D3CN]

—_

»

¥ TINNGH)

Figura 20. Cromatograma para determinar rendimento

correspondente ao experimento 20 da Tabela 16

106



ANEXDO D
CROMATOGRAMAS CORRESPONDENTES A TABELA 16

PARA DETERMINAR PESOS MOLECULARES

107



Tsulu ] e punoy yead Jay
'@ ="2Sip Ddlsurajug TE = (14) BdAL 154
‘01962 =Bay ' dsip 260S€0Z° |  =xapu| "dsiphiog
‘068ZF = IMW BAY 142 TLEBSE =T IMK Bay Z
‘Y0¥ =IMK BAY ‘oN T11962  =IMH By C IM
1+v810€° @ X231 STWi0L
‘ol ] 6€°Sy1et ‘9 ¥Sa ST
281786 vig'z vE 9LIPY ‘1 6S€2 $62°S2
6€9°SL 2Ly 62° 80961 252y L4728 &4
19€" &% €0€" ¥ 2zl vizLz ' 98EY vel' ¥2
182° 62 €9v° € 92" €28LE TOESE €9 €2
60€° 8 8Ll t Z€' 96025 T2i8l $20°€2
98y 1 say' e 29'L012L B34 $28°22
‘0 ‘0 S0’ £98001 N ¥96' 12
ZNND Cet: 74 A017S/MU vy3yy 1y
X3ANT NNy ‘9 QOHLIW 2OI4
"1 =8d .Y. =HD S2:1€:80 26/62/L0 1717s
162
&' 82 M
96" LT
¥9'92
g3 --) 80° 92
[PAR~4

627 %2
98 €2
v6' 2T
ag - e4F°
6012
91 82
¥ 61
e 81

6€° L1

¥S' 6t

£
I 2114 abesols sead  [auuey) jo jo1day

1. Cromatograma para determinar peso molecular

Figura

correspondente ao experimento 1 da Tabela 16

22766
669° 16

1€8° 2,

159" &%

SES L
€82°2
9T v
€86'0
%10

pAtiake)

Sd

s g 18 punoy yeag jay

‘9 =T9sIn dlsurnug TE o= (L) adhp 11y
T2EOIE  =BAY tos(p 9€68862° 1 =X3pu] "dsiphiog
TLETIS =T IMK Bay 147 16081y = My Bay 2
T8C6ET  =IMN Bad CoN TTEBIE  =IMM Bay
B1+v6189° @ PIesIe SWi0L
10°0 €€° 912 €2 Yy 92
885" @ 6€°Sv101 1081 ¥58'S2
8oy 2 St zéerl 11828 vogE G2
184" € T 8096} ¥ess YrL YT
€88 ¢ 19765022 L1658 (2288 54
250 ¢ 92T €26LE 9699 yE9' €2
8Ll 26 B6L1G TF0O6E v80° €2
£18°0 29" L01TL 12821 v2s T2
29270 S2' 552001 725 vL6 12
sse'e SP LTIV 4 viv 1z
AL 32118 /MH vayY Ly
X3QN! NNy "0 QOHI3N oAy
Ye =HD 17°27s

5Lz
Yy
22

6L vz

87 €2

L2721

E
_E

E

PRl

e

f1 afrr0ys vwesd

2 3o yorda

2. Cromatograma para determinar peso molecular
correspondente ao experimento 2 da Tabela 16

Figura

108



‘0

‘Ssee
‘rives

‘e
480°2
842y
vizZ'y
2ri'e
808" |
€16'0
8£2° 9

‘0
Lxt-0re

Y. =H)

=951 d1sujaquyg
=6Ag *3syp
="IMN Bay 142
"6B19T =1mu bay - oy

Bl+vilzy o

Csujw ‘0 1% punoy yeay Joy

TE = (1d) adhy qyy
¥62L2¥2' 1 =xapuy *dsyphiog
"BSS1F ="My bay 7

TOFSZE  =IMN bay Cam

CYELYYI SW10L
¥’ 0gce! e " overree
20°289¥1 ‘oZoe ve2'$2
99" L0£02 1619 +89° 42
80" 91082 ' 609 YE1 V2
88’ 6298¢€ TLYSh ¥85° £2
S*2r9es "L192 ¥20° €2
99°222¥L T12EL Yoy 2T
21'91gen! oy ¥26°12
95" PE9PYY K veg 1z
32178 /mu vy 18
X30N1 NNy ‘0 QOHLIN RIS 1V
z7e"a
£ 62
_v.MNAh\MIM
&z
.'hn'uﬂ\.\.f
2892
83 --y

€L°v2
18°€2
£8°22

2612
48 - ez,

2]
ETAR ] VHW
9g° 11 IW

1 2113 abesosg ¥eed vy 1auveyy jo 101day

i lar
3. Cromatograma para determinar peso molecu

Figura

i 16
correspondente ao experimento 3 da Tabela

‘sujw - 18 punoy yeay jay
‘0 ='OSiA drsu)aqu) TE o= (14) edhp 31y
SBELE  =Bay 3spp BZ8¥1¢E" 1 =xapul ‘dsyphjog
TIVI98 =AMy Bay |47 TEINLS =ty Bay 2
BETLZ =1mu bay toy T9B6LE  =IMd Bay ¢y
t14vezot @ "S60Y82 S0t
2158 §2 L9111y " 691 ¥69° 52
S¥9'2 £6°SEE9) "SisL ¥S0°$2
6Lt 96° 982£2 “29L01 Yy 92
952" ¢ 80" €LL¥E ‘1526 YL €2
912 CPE 6280S "2819 +210 62
VAN 99" 2¢2he *9zeg Yy T2
825" 0 29' 011601 ‘0051 eg 12
Yoo 9L° BELYI9L "oss Y6112
Stee 98" I¥1¥p2 g3 PrST ez
v3uyy ERIR LY vy 13
X3aN| NNy ‘9 QOHiaN 1Ay
Y. =HD FA
€862
1+ gz
&Lz
83 -y 2%, I\mxrh.rv
so'sz =
——
gL 42
18- gz
68' 27
26712
se' 12
d8 --> g1 0z
88 ~-) o451,
1=
6Tl _E
e &
991 W
rSU St ;;W\kym»wm
291
)
s &
¥
9 11 _E

1 2114 26ea0re veay

Preeen

= OTAUUEYN 3a sarqar

i ular
4. Cromatograma para determinar peso molec

Figura

i 6
correspondente ao experimento 4 da Tabela 1

109



:adeeg aaln) uotynqriysiq '8 =351 Ddlsuldiug TE o= (Ld) 2dRp 114

T65LSE =bay "osip 910S€9€° | =xapuj "ds|phjogd
. . TEBSOR =" IMK Bay 147 T¥E2ES =" IMU Bay Z
sute @ je punog yeag yoy . ! . v
‘o = ostn Srsuritul e = L) adhs A 92292 =MW Bay "oy 09LSE =MW bay "
“8921¢  =6ny sin ¥21622°1 =x@pu) *dsiphlod . )
C20818° < R BAY g ve00y = 1m bay 3 el+ubzZiL 0 922661 ST9101

. = 5 . . =1Mi b .

PEYSZ 1M Bay " oN 1921¢ M BAY M ‘001 ‘@ 92" €662 Iy yre' 92

. . S8 66 ¥se'o SE° 81501 74 ¥6L°S2
olsveist‘o 2eves swiol goY €6 22z 8b° 689¥1 “2zvy ¥£2' 2

. . . G 144 284 8L'E L& 01ERZ ‘BESL Y89 ¥2

2 ST ot e v69 sz 152" 28 Les 29° 82082 “s25e YvEL' VT
e £6° SE891 11t ¥50' 52 ; . : .

. . . e 185" 1¢ 262 91" 9€98¢ i8S yes' €2
195" ¥ 15" 926£2 2062 voy ¥2 . : : . .

. . . . 85" 91 €68’ 1 15" 98€ES 1eeg ¥E0' €2
ery e 60" £LLYE gLl 90" €2 . : : . :

. . . €2 gss° L 610" 1 90" ¥Y8EL oc0z v8y° 22
988" | ¥E" 62508 256 vzl €2 ) ) . :

. . : : v86'Z st e 6v* ececel r6 26 12
829" @ 99" 2L2he e v Z2 : , : .

: KA : : 608" 0 ze Zh' 659bh1 86e veg 12
1o 29 811601 st vE8° 12 : ; : . .
A o5 e Sy L 991" 0 £50' o ¥S 951402 901 v29' 0z

ZHND vauvx 30115 /M0 vauy It
X301 Ny 0 QoHLIN 13 N1 N e ooz 304
-Y. =HO §s "1=Sd LY. =HO ST:1C:180 26/62/L0 97s
£6' 62 €€ 62

¥ 82 ¥ 82

&y L2 &' LT

g3 -=> mamowwm

S9 82

28792
= i

€' ¥

gL v
18°€2 18° €2
68'27 &
-
e _E 2612
d8 -y 15'12 _"E
se" 12 IWM 5812
a4 --) 1% pZ
€1 02 d 1, Pz
12761 22 61
62°81 g 81
€72} 8g" L1
99
bS' St

12981

Cromatograma para determinar peso molecular
correspondente ao experimento 5 da Tabela 16

g & 0
-9 -
5.

98 1} lm

I 2114 3beJ01S Weaq o [auueyn jo joiday

1 @13 abeJols yead y fauueyy jo ao_awm

Figura

6. Cromatograma para determinar peso molecular
correspondente ao experimento 6 da Tabela 16
110

Figura



128" 66

=8d

sutw v I8 puivy neey seq
'@ ='0SIA dtsurljuy Y€ o= (Ld) adby 114

“2911E  =bay ‘osip 91888221 =xapu| ‘dsipfiiod
T1618Y =T IMW BAY 14Z T1996E =T IMW bay Z
"8SESZ =MW Bay "oN "ZIIIE =MW Bay t N

814v0292°0 ' 28958 ST9101
] ¥y ¥E68 ‘9 ¥90° 92
£15'0 ¥E' S8211 “evy ¥09° Sz
828°2 Y€ 06¥S1 ‘€272 ¥l Sz
268" 99° LOEOZ €928 ¥89° ¥Z
9ve" ¥ ¥2 18592 ¥eLe ¥22 ¥
2ree 60" £LLYE ‘%982 ¥9L' €2
.5€°'2 2€° 60SSY ' 0202 ¥8E" €2
95" 1 81" 9¥965 *8¥Z! vve' 22
£Y9' 0 62 59€8L 18 v8g' 22
60°0 FARCI T e ¥26' 12
27 2011S/MH vty It
X3GN1 ] "0 QOHLAN ‘zo3d
WY, =HD S2:1€:80 26/62/L0 s
€€ 62
1482
&v' L2
25° 92
€3 --) 20° 92
S9°52
€' 2
19° €2
dg ==
29'¥1

1 3113 36BJ0IS wead Y [auuey) jo joiday

7. Cromatograma para determinar peso molecular

Figura

to 7 da Tabela 16

imen

correspondente ao exper

226 66
Sev' 8¢
€8L° S8
LY 09
8L ¥E
801° 91
€9S° S
£80° 1
)
‘e
Z1ng

Csulw )

1€ punoy yead oy

‘@ ='O51h d1suldgug "€ = (1d) adhy 314
CEEBTE  =bay " 2sip 62HTBEET 1 =x3pu] " dsiphlog
TETTI9 = MM Bay |47 TBEZSY ="MW Bay 2
T289PZ =IMM BAY C ON TPEQZE  =IMN BAy T am
81+v2096' @ esyzeT SIV10L

2100 261682 "es y¥e' 92
€98° @ 15 00111 g2s2 ¥eL 2
920° ¢ €6 SE€9] L1668 $$0' G2
12¢° ¢ 96" 98LET TL9v1L Yt $2
281°¢ 60" £LL¥E 112€6 ¥9L" €2
€261 ¥E 62508 10LLS vZ1 €2
856°0 S8 1€8€L €082 vap 22
(254K 29 011601 1198 peR 12
e 92" BELIYL K] [ 2358 ¢4

e 18" ¥252h2 Y ¥$S' 02

N7 30178 /Mu CERT] 1
X3AONT N ‘0 Q0HLIW o34

Y. =HD v787S
€€ 62 Mhrn

_me\\l\t‘h!
6p e ==
a1 --> 25'92
$9'62
€L 2

a4 abeinys yeaq

y

|auueyy jo jorday

8. Cromatograma para determinar peso molecular
correspondente ao experimento 8 da Tabela 16

Figura

111



‘sutu g 12 punoy yead Jay

‘9 =TOSIn d1suilqug TE o= (L) adRy 11y

‘6E8IE  =Bay 'Osip CEPSEZ' 1 =xdpul ‘dsiphiog

TLESOS =" IMK Bay 147 TLLERY ="MW By Z

T2LLST =IMR Bay "oN TOP8IE  =1MW Bay i

B1+v5282° 0@ 118206 $IW10L
‘el 901" 0 §2 L9111 ‘96 ¥69°S2
98L' 86 CAYZARS £6° SEE9! ‘ge62 ¥S0° ST
Y1y 29 A8 4 167 926€2 4324 L4148 4
PSP EE 1y e 60 ELLYE ‘yele ¥oL €2
6957 €1 866"} ¥E' 6L50% ‘yesi 21 ez
eS¢ £26'0 99" 2L2vL ‘ge8 bLb 22
8210 821'0 29" 811601 ‘91t veg' 1T

ZHNd Y3y 3011S/MU LxL. U k)

X3ONT NNy ‘0 QOHL3M VAN

‘1 =8d .Y, =HD 27¢6°s

£€" 62

w8z hMmM

922 %

15792 IM
831 --> 20'92

G962

€L %2
18" €2
68" 22

48 - 644217
a8 -=> ¥ikd2z

=
E
clrez _E
E
12761
62" 81
2821
ol
¥S 61
29
A
&a_mm
0w il _E

1 3111 8bes0)S Yead w fauueyd o ao_amm

Tsutu g 18 punoy weaqd jay

Vo) ‘9 =728tn d1sulaug TE = (L) edRy 31y
-t ‘8¥68E =By ' Osip LGL602y° | =xdpu| ‘dsiphjog
160988 ="MW BAY 147 TYYSES =T IMM Bay 2
o TOLFLZ =MW Bay Con T6FEBE =MW Boy Can
- D1+v9186° 0 TS2ZeTse $Ivi0L
..m 14 24K 31 [ZAN] ST Loy A V69 S2
1€ 68 v9' T €67 SEEII "€699 v50°S2
© 2699 865 € 96 98LEC 18906 viv 2
e €9%° 2b L6 e 60" ELLYE 19508 ¥oL €2
L&' 22 222 ¥E 64506 '§196 ¥ZI' €T
@ 16701 BN S8 1EHEL ‘E€91¢€ ¥ey 22
o] €18°¢ 2K 0 29 011601 T6191 yeR 12
141 L0270 9L 8ELI9E T12s ye1 12
810°0 cine 28" 1¥1pp2 33 144 Wx
[0))} Zund YRy 3011S/7Ml4 Yy 14
pelil]) NNy ‘0 (QOHLIM B R ]
1o=8d W¥. =H) 27e1°s
€€ 62

6 L2

8 =3 eF9F°

9. Cromatograma para determinar peso molecular
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13. Cromatograma para determinar peso molecular

Figura

correspondente ao experimento 13 da Tabela 16
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15. Cromatograma para determinar peso molecular
correspondente ao experimento 15 da Tabela 16
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17. Cromatograma para determinar peso molecular

Figura

correspondente ao experimento 17 da Tabela 16
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Tabela 1. Determinacao do rendimento de dextrana clinica

N s DEX/SAC wpes Wteor Wprec Rendg PcC REND
g/l g g g % % %
1 80 0.0250 2.4790 0.0956 |0.0860 0.8998 0.3409 30.67
2 120 0.0250 2.2660 0.1286 [0.1200 0.9334 0.5377 50.19
3 80 0.0350 2.4180 0.0951 |0.0870 0.9149 0.3888 35.57
4 120 0.0350 2.4700 0.1429 |0.1310 0.9164 0.6957 63.76
5 80 0.0250 2.4780 0.0955 {0.0870 0.9106 0.3566 32.47
6 120 0.0250 | 2.4820 | 0.1408 |[0.1330 | 0.9445 | 0.4045 | 38.20
7 - 80 0.0350 2.4630 0.0969 |0.0870 0.8982 0.3243 29.13
8 120 0.0350 2.2550 0.1305 {0.1210 0.9272 0.5615 52.06
9 66.4 0.0300 2.4190 0.0786 |0.0680 0.8647 0.3207 27.73
10 |133.6 0.0300 | 2.2660 | 0.1439 [0.1350 | 0.9384 | 0.5290 | 49.64
11 100 0.0216 | 2.4640 | 0.1171 (0.0979 | 0.8363 [ 0.3553 | 29.71
12 100 0.0384 2.3240 0.1142 |0.1000 0.8760 0.4791 41.97
13 100 0.0300 2.3250 0.1123 |0.1037 0.9232 0.4609 42 .55
14 100 0.0300 | 2.3020| 0.1112 {0.1000 | 0.8991 | 0.4274 [ 41.44
15 100 0.0300 | 2.2850 ] 0.1104 |0.0984 | 0.8909 | 0.4843 [ 43.15
16 100 0.0300 | 2.3400 | 0.1131 |0.0968 | 0.8562 | 0.5138 | 43.99
17 100 0.0300 2.1560 0.1042 |0.1040 0.9984 0.4273 42.66
18 100 0.0300 2.3430 0.1132 {0.1050 0.9276 0.4622 42.87
19 100 0.0300 2.3720 0.1146 |0.1020 0.8901 0.4983 44.35
20 100 0.0300 | 2.3870 | 0.1153 |0.1150 | 0.9972 | 0.3914 | 39.03

119




Tabela 2. Modelo linear para o rendimento
N Rexp Rmod Desvio S R T
1 30.67 31.88 -1.21 80.0 0.0250 20.00
2 50.19 50.97 -0.78 120.0 0.0250 20.00
3 ‘'35.57 39.12 -3.55 80.0 0.0350 20.00
4 63.76 58.22 5.54 120.0 0.0350 20.00
5 32.47 24.80 7.67 80.0 0.0250 25.00
6 38.20 43.89 -5.69 120.0 0.0250 25.00
7 29.13 32.04 -2.91 80.0 0.0350 25.00
8 52.06 51.13 0.93 120.0 0.0350 25.00
1080.439|934.4232| 146.0154
S.C. SCT SCM SCD
g.l 7 3 4
Regression Output
Constant 3.9038
std Err of Y Est 6.04
R Squared 0.864855 [R = 0.9300 |
No. of Observations 8
Degrees of Freedom 4
X Coefficient(s) 0.4773 724.75 -1.42
std Err of Coef. 0.11 427.22 0.85 |Fcal Ftab
Fonte de Variazao S.C. g.l. C.M. 95% 99%
Regressao 934.42 3| 311.47 8.53 6.59 16.69
Desvios 146.02 4 36.50
Total 1080.44 7| 154.35
N Rexp S R SR T ST RT SRT
1 30.67 -1 -1 1 -1 1 1 -1
2 50.19 1 -1 -1 -1 -1 1 1
3 35.57 -1 1 -1 -1 1 -1 1
4 63.76 1 1 1 -1 -1 -1 -1
5 32.47 -1 -1 1 1 -1 -1 1
6 38.20 1 -1 -1 1 1 -1 -1
7 29.13 -1 1 -1 1 -1 1 -1
8 52.06 1 1 1 1 1 1 1
Soma (+) 204.21 180.52 | 178.96 151.86 | 156.50 { 162.05 | 170.29
Soma(-) 127.84 151.53 | 153.09 180.19 | 175.55 | 170.00 | 161.76
Efeitos 19.09 7.25 6.47 -7.08 -4.76 -1.99 2.13
S.c.=(Efec*Efec/8 364.52 52.53 41.83 50.16 22.68 3.95 4.55
Graus de libertad 1 1 1 1 1 1 1
Relac.C.M(F) 80.16 11.55 9.20 11.03 4.99 0.87 1.00
T" 8.95 3.40 3.03 3.32 2.23 0.93 1.00
Fpref 0.3480 F(95,6,9) = 3.37
F(99,6,9) 5.80
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Tabela 3. Modelo quadratico para o rendimento

N Rexp Rmod |Desvio S R T S*S R*R T*T S*R S*T R*T
1 30.67 | 30.49 0.18 80.0 0.025 20.0 6400 | 0.0006 400 2.0 1600 | 0.50
2 50.19 | 45.38 4.81 120.0 0,025 20.0 14400 | 0.0006 400 3.0 2400 { 0.50
3 35.57 | 33.28 2.29 80.0 0.035 20.0 6400 | 0.0012 400 2.8 1600} 0.70
4 63.76 | 61.10 2.66 | 120.0 0.035 20.0 14400 | 0.0012 400 4.2 2400} 0.70
5 32.47 | 32.82 | -0.35 80.0 0.025 25.0 6400 | 0.0006 625 2.0 2000 ) 0.63
6 38.20 | 38.18 0.02 | 120.0 0.025 25.0 14400 | 0.0006 625 3.0 3000 | 0.63
7 29.13] 31.63 | -2.50 80.0 0.035 25.0 6400 [ 0.0012 625 2.8 2000 | 0.88
8 52.06 | 49.92 2.14 | 120.0 0.035 25.0 14400 | 0.0012 625 4.2 3000 | 0.88
9 27.73 | 26.39 1.34 66.4 0.030 22.5 4409 }10.0009 506 2.0 1494 | 0.68
10 49.64 | 54.26 | -4.62 | 133.6 0.030 22.5 17849 | 0.0009 506 4.0 3006 | 0.68
11 29,71 31.38 | -1.67 | 100.0 0.022 22.5 10000 | 0.0005 506 2.2 2250 ] 0.49
12 41.97{ 43.59 | -1.62 ] 100.0 0.038 22.5 10000 | 0.0015 506 3.8 2250 | 0.86
13 42.55| 47.35 | -4.80 | 100.0 0.030 18.3 10000 | 0.0009 335 3.0 1830 | 0.55
14 41.44 | 39.92 1.52 100.0 0.030 26.7 10000 |{ 0.0009 713 3.0 2670 | 0.80
15 43.15 | 42.58 0.57 100.0 0.030 22.5 10000 | 0.0009 506 3.0 2250 | 0.68
16 43.99 | 42.58 1.41 | 100.0 0.030 22.5 10000 | 0.0009 506 3.0 2250 | 0.68
17 42.66 | 42.58 0.08 | 100.0 0.030 22.5 10000 | 0.0009 506 3.0 2250 | 0.68
18 42.87 | 42.58 0.29 100.0 0.030 22.5 10000 | 0.0009 506 3.0 2250 | 0.68
19 44.35| 42.58 1.77 100.0 0.030 22.5 10000 | 0.0009 506 3.0 2250 | 0.68
20 39.03 | 42.58 | -3.55 | 100.0 0.030 22.5 10000 | 0.0009 506 3.0 2250 | 0.68
1499.1|1380.6| 118.5
S.C SCT SCM SCD
g.l 19 9 10
Regression Output:
Constant ~119.2
std Err of Y Est 3.44
R Squared 0.9209| R = 0.95965
No. of Observations 20
Degrees of Freedom i0
X Coefficient(s) {0.9152 3616 3.56 [-0.0020| -72240 | 0.060 | 32.34 {-0.0476 {-79.5
std Err of Coef. [0.8011(3327.0 7.6 | 0.0023 |36333.0 0.145 12.2 0.0 j 97.4
% R a S R T S*S R*R T*T S*R S*T R*T
66.4 -67.2 5763 0.40 -72240 | 0.060 -79.5
100 ~-47.6 6850 { -1.20 -72240 | 0.060 -79.5
133,6 -32.5 7937 | -2.80 -72240 | 0.060 -79.5
0.0216 -74.8 1.61 1.85 | -0.002 0.060 -0.0476
0.03 ~75.7 1.89 1.18 | -0.002 0.060 -0.0476
0.0384 -86.9 2.16 0.51 | -0.002 0.060 -0.0476
18.3 -33.9 0.04 2161 -0.002 | -72240 32.34
22,5 -8.7 | -0.16 1827 -0.002 | ~72240 32.34
26,7 18.7 | -0.36 1494 -0.002 | -72240 32.34
An lises de Varianci F exp |F Tab
Fonte de Varia?ao s.C. g.l. C.M. 95% 99%
Regresion 1380.6 9 [153.396 {12.9423 3.02 4.94
Desvios 118.52 10 {11.8523
Total 1499.1 19 |78.8993
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Tabela 4. Modelo Linear para

pesos moleculares
N PMexp PMmod Desvios s R T
1 29611 30322 -711 80 0.025 20
2 31092 33595 -2503 120 0.025 20
3 32546 32023 523 80 0.035 20
4 37986 35296 2690 120 0.035 20
5 31261 30267 994 80 0.025 25
6 35760 33540 2220 120 0.025 25
7 31162 31968 -806 80 0.035 25
8 32834 35241 -2407 120 0.035 25
53857680 27217800 26639880
S.C. SCM SCM SCD
g.l. 7 3 4
[Regression Output: ]
Constant 19741
std Err of Y Est 2581
R Squared 0.5054
No. of Observations 8.0000
Degrees of Freedom 4
X Coefficient(s) 81.825 170100 -10.9
Std Err of Coef. ] 45.6 182482 365.0
rAnalise de Variancia F cal F Tab
Fonte de Variacao Ss.C. g.1l. C.M. 95% 99%
Regressao 27217800 3 9072600.2 1.36 3.02 4.94
Desvios 26639880 4 6659969.9
Total 53857680 7 7693954.3
Calculo dos Efeitos
N PMexp R SR T ST RT ABC
1 29611 -1 -1 1 -1 1 1 -1
2 31092 1 -1 1 -1 0 1 0
3 32546 ~1 1 -1 -1 1 -1 1
4 37986 1 1 1 -1 -1 -1 -1
5 31261 -1 -1 1 1 -1 -1 1
6 35760 1 -1 -1 1 1 -1 -1
7 31162 -1 1 -1 1 -1 1 -1
8 32834 1 1 1 1 1 1 1
Soma (+) 137672 134528 131692 131017 130751 124699 127733
Soma(-) 124580 127724 130560 131235 131501 137553 134519
Efeitos 3273 1701 283 -55 -188 -3214 -1697
s.C.=(Efect /8) 1339066 361675 10011 371 |4.39E+03 1290823 359764
graus de libertade 1 1 1 1 1 1
Relac.C.M. (F) 3.7221 1.0053 0.0278 | 0.0010 |[1.22E~02 3.59
T ========>. 1.9293 1.0027 0.1668 |[3.2E-02 [1.11E-01 1.89
S.C = Soma dos quadrados g.l = graus de libertade
MC = Media da soma dos quadrados SCT = Soma dos quadrados do modelo t
sCM = Soma dos cuadrados do modelo cerregido sCD = Soma dos quadrados dos desvios
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Tabela 5.Modelo Quadratico para pesos moleculares

N PMexp PMmod Desvios S R T §*S R*R T*T S*R S*T R*T
1 29611 30129 -518 80.0 0.0250 20.00 6400 0.0006 400 2.00 1600 0.50
2 31092 33703 -2611 120.0 0.0250 20.00 14400 0.0006 400 3.00 2400 0.50
3 32546 33917 -1371 80.0 0.0350 20.00 6400 0.0012 400 2.80 1600 0.70
4 37986 38057 -71 120.0 0.0350 20.00 14400 0.0012 400 4.20 2400 0.70
5 31261 32271 -1010 80.0 0.0250 25.00 6400 0.0006 625 2.00 2000 0.63
6 35760 35470 290 120.0 0.0250 25.00 14400 0.0006 625 3.00 3000 0.63
7 31162 29632 1530 80.0 0.0350 25.00 6400 | 0.0012 625 2.80 2000 | 0.88
8 32834 33398 -564 | 120.0 0.0350 25.00 14400 | 0.0012 625 4.20 3000 | 0.88
9 31840 31546 294 66.4 0.0300 22.50 4409 0.0009 506 1.99 1494 0.68
10 38949 37711 1238 133.6 0.0300 22.50 17849 0.0009 506 4.01 3006 0.68
11 35656 33886 1770 100.0 0.0216 22.50 10000 0.0005 506 2.16 2250 0.49
12 35089 35327 -238 100.0 0.0384 22.50 10000 0.0015 506 3.84 2250 0.86
13 34107 31908 2199 100.0 0.0300 18.30 10000 0.0009 335 3.00 1830 0.55
14 29127 29794 -667 100.0 0.0300 26.70 10000 0.0009 713 3.00 2670 0.80
15 33929 33995 -66 100.0 0.0300 22.50 10000 0.0009 506 3.00 2250 0.68
16 34031 33995 36 100.0 0.0300 22.50 10000 0.0009 506 3.00 2250 0.68
17 33233 33995 -762 100.0 0.0300 22.50 10000 0.0009 506 3.00 2250 0.68
18 34739 33995 744 100.0 0.0300 22.50 10000 0.0009 506 3.00 2250 0.68
15 33799 33995 -196 100.0 0.0300 22.50 10000 0.0009 506 3.00 2250 0.68
20 33969 33995 -26 100.0 0.0300 22.50 10000 0.0009 506 3.00 2250 0.68
1.19E+08 | 9.5E+07 2.4E+07
SC SCT SCM SCD
g.l. 19 9 10
Regression Output:
Constant ~135668
std Err of Y Est 1549
R Squared 0.799104
No. of Observations 20
Degrees of Freedom 10
X Coefficient(s) -21 2316810 11814 0.56 8660133 -178 1415 -1.87 -128540
std Err of Coef. 360 1497053 3408 1.02 16348913 65 5477 10.95 43816
PM a S R T S*S R*R T*T S*R S*T R*T
66.4 -134569 2410766 11689 8660133 -178 -128540
100 -132128 2458310 11626 8660133 -178 -128540
133.6 -128421 2505854 11563 8660133 -178 -128540
0.022 -81585 10 9037 0.56 -178 -1.87
0.03 -58370 22 7957 0.56 -178 -1.87
0.038 -33933 34 6878 0.56 -178 -1.87
18.3 20824 -55 -35472 0.56 8660133 1415
22.5 39895 -63 -575340 0.56 8660133 1415
26.7 52677 -71 -1115208 0.56 8660133 1415
Analise de Variancia R = 0.893926|Fcal Ftab
Fonte de Variazao sc g-1. CM 95 % 99 %
Regressao 95457406 9 10606378 | 4.419674 3.02 4.94
Desvios 23998102 10 2399810
Total 119455508 19
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