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RESUMO

A dextrana, um homopolissacarideo de origem bacteriana, possui grande nimero de
aplica¢des na industria quimica, alimenticia e farmacéutica. Neste trabalho foi estudado um
processo continuo, de produgdo de dextrana, que permite o reciclo da enzima dextrana-
sacarase.

Neste sistema a enzima ¢ adsorvida em resina de troca iénica (DEAE CELULOSE)
e mantida em recirculagdo entre dois estagios. No primeiro, se da a dessor¢do da dextrana-
sacarase, pela alimentacdo de solugdo de NaCl, e a reagdo enzimatica de formacdo de
dextrana, a partir da sacarose alimentada. No segundo estagio a enzima € adsorvida para
manté-la no sistema, sendo assim retida pelo filtro colocado na saida desse estagio.

O estudo deste sistema se iniciou com a obtengdo experimental das isotermas de
adsor¢do e constantes cinéticas dos processos de adsorgdo e dessorg@o, assim como a
influéncia da concentragdo de eletrolito (NaCl) nesses pardmetros. A partir das equagdes
cinéticas de adsor¢do e dessor¢cdo da dextrana-sacarase a 25°C, foi desenvolvido um
modelo deterministico do processo e através de simulagdes foram obtidos perfis de
concentracdes de enzima livre e adsorvida, sacarose e NaCl.

Técnicas de planejamento fatorial e superficies de resposta foram usadas em
combinag¢do com a simulagdo do processo no estudo da otimizagdo, visando um estudo
prévio de otimizagdo do rendimento, da produtividade e da reteng¢do da enzima no sistema.
Inicialmente, foi usada uma metodologia de “screening design” para avaliar quais das sete
varidveis estudadas eram relevantes nas respostas. Cinco varidveis estatisticamente
significativas foram selecionadas e utilizadas no planejamento fatorial para otimizar o
processo. Com os modelos obtidos do planejamento fatorial, foram geradas superficies de
resposta que indicaram fragdo de liquidos (¢) igual a 0,8, concentragdo de sacarose na
alimentacdo (So) de 125 g/L , NaCl (Eo) de 0,5 mol/L, tempo de residéncia de solidos de
50 h, tempo de residéncia de liquidos no 1° reator (t41) de 3 h e o do 2° de (tn2) 0,2 h, para
atingir rendimento de 91-95% e produtividade de 220 g/L.h. O valor de 14, deve ser de 0,8

h para otimizar a reten¢do enzimatica. Foi analisada ainda a fung@o resposta otimizada

xvii



(RO), com a finalidade de verificar as condigdes operacionais necessarias para atingir os
melhores valores possiveis das trés respostas a0 mesmo tempo.

Como etapa final do trabalho, o sistema foi colocado em operagéo , mostrando que é
um processo viavel, verificando-se a formagdo de dextrana. Apesar da dificuldade em
manter vazdes estdveis em pequena escala, os perfis de concentragdes foram

qualitativamente semelhantes aos obtidos pelo modelo matematico.
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SUMMARY

Dextran, a bacterial homopolysaccharide, has many applications in chemical, food
and pharmaceutical industries. In this work it was studied a continuous process, with
dextrasucrase recycle, for dextran production.

The enzyme is adsorbed in an ion exchange resin (DEAE CELLULOSE) and
recirculated from one stage to other. In the first one, the dextransucrase dessorption takes
place by the feeding of NaCl solution feeding, as well as the enzimatic reaction of dextran
formation.In the 2™ stage the enzyme is adsorbed and matained in the system. In the exit
stream it was located a tangencial filter to retain the resin.

The experimental determination of adsorption isotherms, kinetic constants and the
influence of eletrolitic strength in these parameters was the first step in this study. A
deterministic model with the kinetic equations and mass balances was developed.
Concentration profiles of free and adsorbed enzyme, sucrose and NaCl were obtained by
simulation.

Factorial design and response surface techniques were used in combination with
modeling and simulation to optimize the process in order to maximize vield, productivity
and enzimatic retention in the system. Initially, screening design methodology was used to
evaluate which of the seven studied variables were relevant in the responses. Five
statistically significant parameters were selected and utilized in factorial design in order to
optimize the process.

With the obtained models from the factorial design, response surfaces were
generated indicating a liquid fraction value of 0,8, sucrose and NaCl concentrations of 125
g/L e 0,5 mol/L respectively, solids residence time of 50h, hidraulic residence time in the
first reactor of 3h and 0,2 h in the second, to reach a produtivity of 220 g/L.h and yeld of
91-95%. The hidraulic residence time in the second stage must be 0,8h to maximize the
enzimatic retention. A function defined as optimized response was also analizedin order to
verify the operational conditions to reach better results for the three responses at the same

time.
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As a final step the system was mantained in operation in a laboratorial scale,

showing its viability and dextran formation.



1.Introducao

Dextrana € o termo dado a um grupo de polissacarideos de origem bacteriana, cuja
cadeia principal consiste de unidades de D-glucose unidas por ligagdes a-1,6. O grau de
ramificagdes, peso molecular e outras propriedades da dextrana sdo muito especificas,
variando conforme o microrganismo usado para a obten¢do da enzima responsavel pela
produgdo do biopolimero. A maioria dos trabalhos recentes tém sido conduzida com varias

linhagens de Leuconostoc mesenteroides, em particular o Leuconostoc mesenteroides
NRRL-B512F.

As aplicagdes da dextrana estdo diretamente relacionadas com seu peso molecular.
Seus principais usos estdo na industria quimica, de alimentos e farmacéutica, merecendo
relevancia sua utilizagdo como expansor de plasma sangiiineo ou na prevengéo da obstrugdo
dos capilares por melhorar a fluidez do sangue. Existem ainda alguns derivados da dextrana
com importantes aplicagdes, como a dextrana-sulfato com propriedades anticoagulantes e a
dextrana-ferro, usada no tratamento de anemias em animais e humanos. Devido ao grande
potencial de utilizag@o apresentado, os processos de produgdo e aplicagdes das dextranas

foram objeto de um grande numero de patentes (citado por Queiroz, 1987).

Os processos tradicionais para sintese de dextrana sdo compostos de duas etapas: a
produgdo da enzima dextrana-sacarase, por linhagens de Leuconostoc mesenteroides e a
obten¢do da dextrana a partir da sacarose, catalisada pela dextrana-sacarase. Nos processos
mais antigos, quando comegaram os estudos deste polissacarideo, sua sintese era feita
juntamente com a fermentacdo, numa Unica etapa. Com o dominio das caracteristicas do
microrganismo, da enzima, e da propria reagdo enzimatica, esta passou a ser feita numa

etapa separada, podendo haver ou ndo uma purificagdo anterior da dextrana-sacarase.

Devido ao alto custo associado a produgdo da enzima, torna-se economicamente
interessante a sua reutilizagdo, visto que possui 6tima estabilidade em condi¢des normais de

operagdo. Técnicas tradicionais de imobilizagdo ndo apresentaram bons resultados para a



dextrana-sacarase, no entanto outras alternativas tém sido estudadas. Neste sentido a
adaptagdo do sistema CARE ( Continuous Affinity-Recycle Extraction), proposto
inicialmente para purificacdo de enzimas ( Pungor er al, 1987 ) parece oferecer uma
alternativa interessante para a sintese de dextrana, ja que o processo permite o reciclo

continuo da dextrana-sacarase.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a modificagdo do processo CARE para
produ¢do de dextrana, proposto por Sousa (1993), visando a reutilizacdo da enzima e
consequentemente, uma possivel diminuigdo nos custos de producdo. Uma outra
expectativa em relagdo a este trabalho foi a possibilidade de manter concentragdes
constantes € num nivel adequado para a formagdo de um polimero de peso molecular
homogéneo, tendo visto que as concentra¢des de sacarose e frutose sdo determinantes na
defini¢do do peso molecular ¢ homogeneidade do produto. A descricdo detalhada do
processo, assim como a obteng@o experimental das constantes cinéticas de adsor¢do e
dessor¢do da enzima dextrana-sacarase em DEAE-celulose em diferentes concentragdes

salinas € apresentada no capitulo 3.

A obtencdo das constantes cinéticas e¢ a proposicio de modelos para seu
comportamento frente a diferentes concentragdes de sais, permitiu uma modelagem
matematica mais criteriosa do sistema como um todo, mostrada no capitulo 4. A
modelagem matematica permitiu maior agilidade no estudo dindmico do processo, além de
facilitar sua otimizagdo, imprimindo maior rapidez e confianga nos resultados obtidos a

partir de um grande numero de ensaios.

Assim, no capitulo 5, foram selecionadas as varidveis com efeito significativo sobre
0 processo, através das metodologias de Plackett-Burman e planejamento fatorial
fraciondrio, permitindo um estudo comparativo das duas metodologias de ‘screening
design’ para este caso. Através do planejamento fatorial completo e andlise de superficies
de resposta, foram obtidos modelos do comportamento das respostas de interesse em fungéo

das variaveis selecionadas, sendo estabelecidas assim faixas 6timas de operagéo.



Para investigar a validade do modelo proposto para o processo e sua exequibilidade
pratica, o sistema foi colocado em operagdo, numa escala laboratorial de 200 mL. Foram
obtidos perfis de concentragdo de sacarose, dextrana-sacarase, NaCl, agucares redutores e
dextrana, que puderam ser comparados com aqueles previstos pelo modelo. Estes dados e
discussdes, assim como a descrigdo dos equipamentos utilizados sdo apresentados no

capitulo 6.

A seguir sera apresentado, na Figura 1.1, um fluxograma indicando as etapas

seguidas no desenvolvimento deste trabalho



1? Etapa — Capitulo 3:
Estudo da Adsor¢ao de dextrana-sacarase em DEAE CELULOSE

Il

Determinagdo experimental dos pardmetros kd e qm e das constantes

cinéticas k; e k,

22 Etapa - Capitulo 4:

Modelagem Matematica e Estudo Dinamico do Processo

g

Obtengdo de modelo deterministico e simulag¢des

3% Etapa — Capitulo 5:

Estudo da Otimizacao do Processo
® Selecdo de varidveis pelo planejamento de Plackett-Burman

® Planejamento fatorial e analise de superficies de respostas para

otimizagdo de rendimento, produtividade e retengédo da dextrana-sacarase

4? Etapa — Capitulo 6:

Operacao do Sistema em Escala de Laboratério

4

e Defini¢do de um conjunto de equipamentos para viabilizar a operagédo

e Avalia¢o da viabilidade operacional do sistema

Figura 1.1. Fluxograma das etapas desenvolvidas neste trabalho.




2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Introducao

As dextranas comegaram a ser estudadas ha mais de um século, com a observagdo da
formagéo de peliculas e aumento da viscosidade durante processos de fabricacdo de vinhos

e agucar de cana e de beterraba ( Alsop, 1983 ).

Em 1861, Pasteur j4 havia demonstrado que a formagdo dessas peliculas em caldos
ricos em sacarose tinha como causa uma a¢do microbiana, sem no entanto ter identificado
esse agente. Foi em 1878 que Van Tieghem isolou e descreveu a bactéria causadora de tais

peliculas, dando-lhe o nome de Leuconostoc mesenteroides ( De Belder, 1987 ).

Em 1874, Scheibler havia descoberto que o espessamento apresentado pelos caldos
de agtcar de cana e de beterraba era devido & presen¢a de um carboidrato com férmula
empirica ( C¢HjoOs ), com rotagdo dptica positiva, ao qual denominou dextrana ( Alsop,
1983 ). Atualmente o termo dextrana é usado para designar toda uma classe de
polissacarideos bacterianos extracelulares, compostos quase que exclusivamente de

residuos glicosidicos, unidos predominantemente por ligagdes a-1,6.

Muitas bactérias sintetizam dextrana extracelularmente em meio contendo sacarose.
Estas bactérias pertencem a familia Lactobacillaceae, géneros Lactobacillus, Streptococcus
€ Leuconostoc. As principais bactérias produtoras de dextrana pertencem ao género
Leuconostoc, espécies mesenteroides e dextranicum, sendo a linhagem NRRL B 512-F de
Leuconostoc mesenteroides a unica com interesse comercial, devido as caracteristicas da
dextrana por ela produzida, quais sejam solubilidade em agua e pequena quantidade de

ramificacdes.

A dextrana ndo ¢ um produto formado diretamente pela a¢do microbiana, mas
provém da agdo da enzima dextrana-sacarase, esta sim produzida pelo microrganismo,

sobre a sacarose existente no meio, segundo a seguinte equagdo geral :



e =3
nCi H220n L2070 (Cs H1005)n + nCe H120s
sacarose dextrana Sfrutose

No mecanismo de reagdo, a energia requerida para a condensagdo das unidades
glicosidicas € fornecida pela hidrélise da sacarose, 0 que constitui uma diferenca essencial,
comparado aos mecanismos comuns de sintese de polissacarideos. Uma caracteristica
importante € que a dextrana-sacarase ndo necessita de cofatores ou de intermediérios
fosforilados de alta energia (Monsan & Lopez, 1981), sendo ainda a enzima e a dextrana

extracelulares, facilmente recuperaveis.

2.2. Dextrana-Sacarase

A enzima dextrana-sacarase (E.C.2.4.1.5, a-(1,6)-D-glucana:D-frutose Z-
glucosiltransferase) € classificada como uma glucosiltransferase que catalisa a transferéncia
de um grupo o-D-glucopiranosil da sacarose para formar a dextrana (Monsan et al., 1986).

Esta enzima ndo ¢ produzida comercialmente, estando sua produgdo vinculada a da

dextrana.

2.2.1 — Propriedades

A dextrana-sacarase produzida por Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512-F €
uma enzima indutiva, sendo a sacarose o unico substrato indutor conhecido (Paul et
al.,1984). Kim & Robyt (1996) desenvolveram mutantes de Leuconostoc mesenteroides
constitutivos para dextrana-sacarase, havendo produgdo de enzima em meio contendo
somente glicose. O trabalho anterior de Mizutani et al.(1994), também cita a obten¢do de
mutantes constitutivos de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512-F para dextrana-

sacarase. Neste caso ha produ¢do de enzima em meios contendo exclusivamente glicose,



maltose ou frutose como fonte de carbono, sendo obtidas atividades 2 a 3 vezes maiores

que aquelas obtidas pela gera¢éo parental.

A dextrana-sacarase ndo necessita de cofatores e é bastante especifica, sendo o Gnico

substrato alternativo a sacarose a o-1-fluoroglucose, segundo relato de Jung & Mayer
(1981).

O peso molecular da dextrana-sacarase purificada, com menos de 1% de
carboidratos, obtido por Miller ez al. (1986) esta na faixa de 180000 daltons. Em trabalhos
anteriores, Kobayashi & Matsudo (1977) avaliaram o peso em 65000 daltons, contendo

17% de carboidratos.

Robyt & Walseth (1978), em seus experimentos com a enzima purificada
concluiram que ela era uma glicoproteina contendo D-manose como o principal
componente dos carboidratos. Miller ez al. (1986) colocaram em dtvida esta estrutura de

glicoproteina, pelos baixos teores de carboidratos obtidos em suas preparagdes.

A 1nibi¢do causada por ions de metais pesados e outros reagentes foram testados por
Miller & Robyt (1984), sendo verificado que a enzima ¢ inibida por Cu2t, Hg2*, Zn2+,
EDTA e p-cloroaminobenzoato. O ion célcio, segundo Miller & Robyt (1986), apresenta
efeito estabilizador e ativador. Em concentragdes inferiores a 1 mM, a velocidade da reagio
¢ aumentada e acima deste valor ocorre o inverso. O efeito restaurador deste ion é também
citado em Robyt & Walseth (1979).

A dextrana ndo inibe a agdo da dextrana-sacarase aumentando sua estabilidade e
também a atividade da enzima (Robyt & Walseth, 1978). Miller & Robyt (1984), mostram
que além da dextrana, outros biopolimeros neutros como o polietilenoglicol, metil-celulose

e detergentes neutros aumentam significativamente a estabilidade da enzima.

A enzima dextrana-sacarase ndo purificada ¢ muito mais estdvel que a enzima na
formapurificada, podendo ser estocada por vérios meses sob refrigeracdo e pH 5 , sem perda

significativa da atividade (Alsop, 1983). Robyt & Walseth (1978), relatam em seus estudos



que a enzima purificada estocada a 4°C perde a atividade rapidamente e a -15°C, durante
um periodo de 20 dias, a perda é de aproximadamente 60%. Outros pesquisadores relatam
que a enzima apresenta maior estabilidade em temperaturas abaixo de 4°C (LOPES, 1979).
Estudos mais recentes mostram que a purificagdo da enzima através de centrifugacio e
ultrafiltracdo diminuem sua estabilidade, sendo necessirias pequenas quantidades de
dextrana para manter a estabilidade na faixa de pH de 5 a 7, inclusive durante o
congelamento (Ajongwen & Barker., 1993). A enzima bruta e liofilizada retém a atividade
por varios anos, quando estocada a temperaturas abaixo de 5°C (Queiroz, 1989). Guimaries
(1999) usou dextrana-sacarase precipitada com polietileno glicol 1500 e estocada em
solugdo tampdo acetato de soédio 20 mmol/L (pH=5,2) a —15°C, observando boa

estabilidade, mesmo depois de dois meses de estocagem.

Viérios fatores influenciam a estabilidade da enzima em solugdo, sendo a temperatura
e o pH dois pardmetros fundamentais (Queiroz, 1989). O pH 6timo situa-se em torno de
5.2, apresentando uma maior estabilidade entre 5,0 e 6,0 segundo Ebert & Schenk (1968).
Kaboli & Reilly (1980), também situam o pH 6timo em 5,2 tanto para a enzima livre como
imobilizada. Alguns autores apresentaram valores diferentes para o pH 6timo da enzima
livre e imobilizada. Kobayashi & Matsuda (1980) obtiveram o valor 5,5 para a enzima livre,
enquanto Miller ez al. (1986) determinaram um pH 6timo de 6,0 para a enzima imobilizada,

para ambos a faixa de pH onde se verifica maior estabilidade esta entre 6,0 e 8,0.

Sousa (1993), através de analises de eletroforese, determinou o ponto isoelétrico da
enzima em 4,5. Este valor é de fundamental importancia na escolha da resina a ser utilizada

em ensaios de adsorgdo.

A cinética da enzima dextrana-sacarase € normalmente descrita pelo modelo de
Michaelis-Menten, aplicavel para niveis de sacarose entre 10 e 15%, quando a saturagdo da

enzima € alcancada (Alsop, 1983).

O efeito da variagdo da concentragdo da sacarose na velocidade inicial da reagdo

enzimatica foi examinado nos trabalhos de Hehre (1946). Ele relata que a velocidade



maxima € atingida em baixas concentragdes de substrato, proximas a 200 mmol/L,
ocorrendo a inibigdo pela sacarose acima deste valor (Ebert & Schenk, 1968). Estes dados
também foram obtidos por Martinez- Espindola & Lopes-Munguia (1985). Eles mediram a
velocidade inicial em ampla faixa de concentragdo de sacarose e verificaram que o modelo
de inibido pelo substrato se adequava aos dados cinéticos obtidos. O valor de Km

determinado foi 5,12 g/L .

Varios pesquisadores estudaram a influéncia de diversos agtcares na velocidade da
reagdo, assim como no peso molecular do produto formado. Estes aguicares que podem ser

mono, di, oligo ou polissacarideos sdo chamados aceptores.

Stringer & Tsuchiya (1958), estudaram a cinética de formacdo da dextrana utilizando
o a-metil glucosideo como o aceptor e verificaram um aumento na velocidade de reagdo.
Tsuchiya (1960) confirma os resultados obtidos anteriormente estudando este mesmo
sistema. Ele notou ainda que a inibigdo pelo substrato diminuia a4 medida que a

concentragdo do aceptor aumentava.

Monsan ef al. (1986), estudaram a cinética da dextrana-sacarase na presenca de
maltose como aceptor. As velocidades iniciais da reagdo foram medidas para varias
concentragdes de sacarose € maltose. Com o aumento da concentragdo de maltose de 0 para
200 g/L , eles observaram um aumento linear de 12 para 163 mM na constante aparente de
Michaelis e uma variagdo na velocidade méaxima de 5,8 para um valor méaximo de 19,1
U/mL.

A unidade de dextrana-sacarase (UDS) foi definida como a quantidade de enzima
que converte 1 mg de sacarose em dextrana em uma hora, a pH 5,2 com tampéo acetato e
temperatura de 30°C, liberando 0,52 mg de frutose (Hehre,1955). Na maioria dos trabalhos
¢ utilizada a defini¢do de UDS, e em alguns mais recentes tem sido adotada a unidade
internacional (UI). Segundo Kaboli & Reilly (1980), a Ul ¢ definida como a quantidade de
enzima que libera 1 pmol de frutose por minuto a 30°C e pH 5,2. A defini¢do de unidades
alternativas ¢ citada em Alsop (1983).



2.2.2. Produgao

Desde os estudos iniciais da produ¢do de dextrana-sacarase realizados por Koepsell
& Tsuchiya (1952) e Tsuchiya et al. (1953) até o final da década de 70, apenas os processos
descontinuos de produgdo de dextrana-sacarase tiveram destaque, ficando a produgdo

maéaxima em torno de 50-70 UDS/mL.

A formulagdo dos meios de cultura para produgdo da enzima foi amplamente
estudada, ficando evidenciada a necessidade de adigdo de sacarose numa faixa de 50 g/L,
nitrogénio orgéanico na forma de extrato de levedura ou agua de maceragdo de milho,

fosfato como KH,PO; € sais (Lopes, 1979).

Utilizando o meio de cultura proposto por Lopes (1979) e meio alternativo com
melago e dgua de macerag@o de milho, Queiroz & Maugeri (1989) estudaram a produgéo
em batelada alimentada, utilizando diversos perfis de adigdo de sacarose. Foram obtidas
atividades da ordem de 50 - 70 UDS/mL, mostrando a possibilidade de utilizagdo de

matérias-primas mais baratas e abundantes.

No inicio da década de 80, segundo Alsop(1993), Lopez & Monsan conseguiram
aumentar consideravelmente os rendimentos até entdo obtidos, através da adi¢do continua
de sacarose, principalmente durante a fase logaritmica de crescimento, quando ocorre a
indu¢do na formagdo da enzima. Com este tipo de processo em batelada alimentada foram
obtidas atividades da ordem de até 180 UDS/mL. BROWN & Mcavoy (1990) fizeram a
adi¢do de solugdo alcalina de sacarose associada ao sistema de controle de pH obtendo até
300 UDS/mL, como descrito anteriormente por Monsan & Lopes (1981). Curralero (1993)

usando o mesmo método de adigdo de sacarose, obteve 150 UDS/mL.

A produgio de dextrana-sacarase por fermentagéo continua tem sido pouco estudada,
Paul et al. (1985) conseguiram uma produtividade trés vezes maior que a obtida por

batelada alimentada, com taxa de dilui¢do de 0.4 h'.
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2.2.3 — Imobilizacao

A imobilizag@o da dextrana tem sido estudada por vérios pesquisadores sem que um
processo de produgdo de dextrana utilizando enzima imobilizada tenha sido desenvolvido
com resultados satisfatérios. Isto se deve provavelmente ao fato de que a formagdo do
polissacarideo dificulta muito a difusdo do substrato para os sitios ativos da enzima,

estando esta imobilizada.

Chen & Kaboli (1976), estudaram a imobilizagdo em papéis de filtro e silica porosa.
Os melhores resultados foram obtidos com silica, atingindo uma atividade de 13 UDS/g de
silica. Os autores relatam uma perda de atividade enorme quando a enzima entra em contato
com o suporte. Kaboli & Reilly (1980), também utilizando silica, obtiveram valores ainda
mais baixos, da ordem de 8 UDS/g de silica. Monsan & Lopes (1981), no entanto,
imobilizando dextrana-sacarase em silica porosa, atingiram indices bem mais elevados, com
atividade de 800 UDS/g de silica. Verificou-se que a eficiéncia da imobilizagdo variava
com a drea especifica da silica utilizada, sendo atingido o méximo de reten¢do com silica de
6 mzlg. Queiroz & Maugeri. (1989) relataram um aumento na reten¢ao de dextrana-sacarase

com a utilizagao de maltose durante a liga¢do enzima-suporte.

O uso de adsorgdo hidrofébica em fenoxiacetil celulose, citado por Chang et al.
(1981), apesar de fornecer boa atividade (400 UDS/g suporte), resultou em baixa
estabilidade com perda de 40% da atividade em quatro horas de incubagdo. Altas atividades
foram obtidas por Kobs (1991), com adsor¢do em Sephadex G-200, mas a estabilidade nao
foi testada.

Reichwitz et al. (1995) obtiveram rendimento da ordem de 80% (190 UDS/g) na
imobilizagdo de dextrana-sacarase em alginato de s6dio. A enzima imobilizada apresentou
boa estabilidade a 25°C, com tempo de meia vida de 60 horas. Este método foi utilizado por

Reh et al. (1996) em um estudo de produgdo de leucrose em reatores continuos e em

batelada.
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2.2.4 - Mecanismo de Ac¢ao Catalitica

Depois de muitos estudos sobre o mecanismo de reagdo para a formagio da
dextrana, agora parece claro que a reag@o ocorre por um mecanismo de inser¢do, como tem

sido mostrado por Robyt e colaboradores (1974 a 1980).

De acordo com esses estudos, a enzima possui dois sitios ativos equivalentes X1 e
X2,.como mostra a Figura 2.1. Numa primeira etapa os sitios ativos fazem um ataque
nucleofilico a moléculas de sacarose, formando dois grupos glicosil que permanecem

ligados ao carbono 1 através de ligagdes covalentes.

No passo seguinte, a hidroxila do carbono 6, de uma das unidades glicosilicas, faz
um ataque nucleofilico ao glicosil ligado ao outro sitio catalitico, formando uma ligagio o-
(1,6) e liberando um sitio que ataca outra molécula de sacarose, formando um novo grupo
glicosil. Em seguida, a hidroxila do carbono 6 do novo glicosil formado faz um ataque ao
carbono 1 do isomaltosil formado na etapa anterior. Na presenca de sacarose o mecanismo
se repete continuamente com os dois grupos cataliticos dos sitios X1 e X2, formando
alternadamente complexos covalentes com a glucose e a cadeia de dextrana em

crescimento.

A finalizag@o da cadeia ocorre pelo deslocamento da dextrana, através da acido de
aceptores como glicose ou frutose, quando estes atingem uma concentragio suficiente para
atuar no sitio ativo, de tal forma que uma de suas hidroxilas faz um ataque nucleofilico ao

carbono 1 da dextrana.

Este mecanismo explica ainda a formacdo de oligossacarideos e dextrana de baixo
peso molecular, quando a sintese se da na presenca de aceptores fortes como maltose e
isomaltose, que mesmo em concentragdes baixas sdo capazes de deslocar a molécula de

dextrana em formag3o.
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Figura 2.1: Mecanismo de formagao de dextrana
2.3 - Propriedades e Usos da Dextrana

2.3.1. Propriedades

A dextrana é um homopolissacarideo neutro de origem bacteriana produzido
extracelularmente. Dependendo da espécie microbiana empregada e das condi¢Oes de
fermentagdo, uma grande variedade de dextranas podem ser produzidas (Blanch er al.,

1986). Diferem entre si por determinadas caracteristicas fisicas e quimicas, como
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viscosidade aparente, solubilidade em 4gua, rotagdo especifica, estrutura e peso molecular
(Garcia et al., 1962).

A linhagem Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F produz dextrana com uma
cadeia principal formada por residuos glicosidicos com 95 % de ligagdes a-(1,6) e
ramificagdes formadas somente por 5% de residuos na posi¢do a-(1,3) (Alsop, 1983). A

estrutura € mostrada na Figura 2.2.

- CH, CH, CH,
H A O H H O H A O H
OH H H OH H/A -~
OH 0 o o OH o
H OH H oln H OH

H H
H
OH H
OH o)
H OH

Figura-2.2: Estrutura basica da dextrana

A dextrana B-512F é completamente solivel em agua, metil sulféxido, formamida,
etilenoglicol e glicerol. Sua rotagdo 6tica é de aproximadamente +200° em solugio aquosa
(3 a 10 % p/v). Apresenta estabilidade quando esterilizada sob calor e aos processos de
congelamento e descongelamento. O peso molecular pode variar de acordo com as
condi¢des de sintese. No processo convencional, a dextrana nativa pode atingir de 9 a 50

milhdes de daltons (De Belder, 1987).
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Segundo alguns dados reolégicos de solugdes aquosas de dextrana e xantana obtidos
por Margaritis & Te Bokkel (1983), verifica-se que as solugdes de dextrana de alto peso
molecular apresentam um grau de pseudoplasticidade maior que as de baixo peso, sendo
que estas quase se comportam como um fluido Newtoniano. Comparada a xantana, um
heteropolissacarideo aniénico altamente ramificado, o grau de pseudoplasticidade é menor
(Blanch et al., 1986).

A capacidade de complexar fons € outra importante propriedade da dextrana, e
aparentemente estd relacionada com os grupos 3-hidroxil das ramificagdes (Sandford &
Baird, 1983).

2.3.2.Usos

As dextranas apresentam um enorme potencial de uso, mas somente algumas
alcancaram sucesso comercial, ja& que outros polissacarideos conhecidos apresentam
propriedades semelhantes, podendo ser substituidos, muitas vezes, uns pelos outros. Nestes
casos, o custo de produgdo pode determinar o uso de um determinado produto em
detrimento de outro. Por outro lado, algumas caracteristicas especificas e unicas da dextrana

dificultam sua substituigdo, garantindo seu espago nas aplicagdes industriais.

¢ Industria farmacéutica

As dextranas de baixo peso molecular, ao contrario das de alto peso, podem ser
utilizadas para fins clinicos, porque sdo completamente metabolizadas no organismo e ndo

apresentam efeitos toxicos e possuem baixa alergenicidade (Alsop, 1983).

A dextrana com peso molecular médio de 75000 daltons € utilizada como expansor
do plasma sangiiineo, mantendo o volume e a pressdo arterial normais, em casos de choque

por queimaduras ou hemorragias. Em solugdo salina isotdnica a 6% (p/v) apresenta
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viscosidade e pressdo osmotica equivalente as proteinas do plasma. A dextrana 40 (solugdo
10% p/v), segundo Curralero (1993), possui um poder limitado de expansdo do volume
sangliineo, mas promove uma melhora no fluxo, auxiliando a circulagdo nos vasos
capilares, podendo ser administrada em individuos de qualquer tipo sangiiineo, evitando
riscos de choque associados a hemoderivados, assim como a possibilidade de contaminagéo

por agentes patogénicos.

A dextrana-sulfato € usada como agente anticoagulante (Alsop, 1983) e segundo os

estudos feitos por Busso & Resnick (1990), apresenta atividade anti-viral, inclusive contra o

virus HIV.

A ferro-dextrana ¢é utilizada no tratamento de anemia ferro-priva em seres humanos e

principalmente em animais (Goodman & Gilman, 1985)

As dextranas de peso molecular acima de 200 000 daltons podem ser usadas como

vetor de medicamentos (Queiroz, 1987).

¢ Indistria quimica

Um dos grandes sucessos de aplicagdo da dextrana é na producdo de redes
moleculares. Os produtos mais conhecidos sdo o0 SEPHADEX e o DEAE- DEXTRANA,

usados para enchimento de colunas de cromatografia.

2.4.Processos de Producio da Dextrana

As condigdes 6timas de pH, temperatura e concentragdo de substrato sdo bastante
distintas na obten¢do da enzima dextrana-sacarase e do biopolimero dextrana. Assim a
dextrana produzida durante o processo fermentativo apresenta rendimento muito baixo e
seu peso molecular ndo pode ser controlado. A alternativa mais adequada ¢ a obten¢do da

enzima numa primeira etapa, sua recuperagdo e purificagdo com posterior sintese da
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dextrana nas condig¢des 6timas para a atuagdo da enzima. Uma descri¢do e revisdo das
condigdes de operagdo deste processo “in vitro™ serdo apresentados a seguir, assim como

para o processo convencional, onde enzima e polissacarideo sdo produzidos numa tnica

etapa.

2.4.1.Processo convencional

Neste caso, a dextrana € produzida durante o crescimento do microrganismo, num
processo bastante simples, onde apenas a temperatura ¢ controlada. Algumas formulagdes
do meio de cultura sdo apresentadas por Jeanes et al. (1954) e Veljkovic et al. (1988). Neste
processo, ocorrem simultaneamente as etapas de crescimento do microrganismo, producio
da enzima e produgio da dextrana. O pH varia de valores proximos da neutralidade até 4,5,
devido a formagdo de sub-produtos acidos. O término do processo se d4 entre 18 e 24 horas,
tempo no qual se obtém um méximo de viscosidade coincidindo com um pH entre 4,5 € 4,8
(Alsop, 1983). A dextrana € recuperada do meio fermentado inicialmente por centrifugagéo
para a separagdo das células e em seguida pela precipitagdo com solventes organicos, como
etanol ou metanol. O produto € comumente chamado de dextrana nativa e possui um peso
molecular da ordem de varios milhGes de daltons. O rendimento final é de

aproximadamente 25% em relagdo a sacarose alimentada.

2.4.2. Processo “in vitro”

Neste processo, a dextrana-sacarase ¢ a dextrana sdo produzidas em condigdes
controladas em duas etapas distintas, ou seja, a enzima obtida na primeira € utilizada na

segunda para a sintese da dextrana.

Como os valores 6timos de pH, temperatura e de outros parametros do processo sdo
diferentes para cada etapa, o desenvolvimento do processo em duas etapas facilita o

controle e a otimizagdo das condigbes de fermentagdo e da sintese enzimatica (Alsop,
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1983). Este controle mais efetivo das duas etapas resulta numa forma mais rentavel e
racional de obtengdo do polissacarideo, levando ainda a simplificagdo nos processos de
purificacdo e maiores rendimentos, tanto na fermentagdo, quanto na sintese propriamente
dita. A produgdo de dextrana por esta via torna possivel a purificagdio da enzima,
permitindo o emprego de técnicas que tornem viavel sua reutilizagdo. Além disso, existe a
possibilidade da recuperagdo da frutose produzida, j4 que este agticar tem grande valor
comercial (Silva, 1998)

Alsop (1983) estudou o efeito de varios parametros da sintese ‘in vitro’ em
condi¢bes industriais, através de técnicas de cromatografia de permeagio em gel,
concluindo que o pardmetro mais importante € a concentragdo de sacarose, controlando
tanto o rendimento quanto a distribuigdo de peso molecular. Os maiores rendimentos sio
obtidos em concentragdes de sacarose entre 2 e 10%, havendo a partir desta um aumento

considerdvel na formagdo de dextranas de peso molecular mais baixo.

A temperatura de sintese, assim como a concentragdo enzimética parecem ndo ter
grande influéncia sobre o rendimento e peso molecular, apenas sobre a produtividade (Paul
et al., 1986). A temperatura é geralmente fixada em torno de 25° C, na qual a enzima
apresenta boa estabilidade e a velocidade de reagdo é razoavel. O pH utilizado € 5,2,

correspondente ao 6timo de estabilidade.

Estudos de otimizacdo das condigbes de sintese de dextrana realizadas por
Guimardes et al. (1999), apontaram para uma concentragdo de sacarose de 60 g/L e 23°C

sendo esperado um rendimento de 32%

2.4.3. Processos Alternativos para Sintese de Dextrana:

Processos alternativos para produgdo de dextrana foram estudados por Barker et al.
(1993), propondo a utilizagdo de um biorreator-separador cromatografico, onde a frutose €

retirada do meio, na regido da coluna onde se da a reagdo através de sua ligagdo a resina,
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aumentando o rendimento. O mesmo principio de eliminagio da frutose para aumento do
rendimento motivou Setford & Barker (1994) a utilizar um reator giratério, onde a
separagdo das espécies se da pela diferenga no tempo de sedimentagio no campo centrifugo.
Estes sistemas, no entanto necessitam de equipamentos sofisticados e de dificil operagdo

numa possivel amplia¢do de escala.

Visando o reaproveitamento da enzima dextrana-sacarase € o barateamento do
processo de produgdo de dextrana, comegou a ser estudado no Laboratério de Engenharia
de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alimentos (UNICAMP) um processo
alternativo de produgdo, no qual a enzima é imobilizada pela adsor¢do em resina de troca
ionica. Este processo foi inspirado no processo CARE de purifica¢do de enzimas, descrito a
seguir. Estudos preliminares deste sistema foram publicados por Sousa (1993) e uma

descri¢@o detalhada do sistema € feito no capitulo 3.

2.5. Aplicacao de sistemas adsortivos em processos enzimaticos

As técnicas envolvendo a adsorgdo seletiva de moléculas de uma fase liquida para
outra solida, sdo métodos muito usados no processamento de biomoléculas. Neste contexto,
a utilizacdo de processos adsortivos na purifica¢do de enzimas e proteinas de maneira geral,
principalmente aqueles com bom potencial de utilizacdo em larga escala, vém sendo
estudados intensamente nas ultimas décadas. A Tabela 2.1 apresenta diferentes alternativas

de técnicas de cromatografia em larga escala
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Tabela 2.1: Métodos cromatograficos para a purificagio de produtos biolégicos (adaptado

de Blanch & Clark, 1997)

Mecanismo de Tipo de Caracteristicas Aplica¢ao
separacao cromatografia
Carga Troca i6nica A resolugio pode ser E o método mais

alta
Capacidade ¢ elevada

Velocidade pode
alta dependendo
matriz

ser sao manuseados.
da ser utilizado em modo
batelada.

utilizado. E mais efetivo
nos estagios
quando grandes volumes

iniciais

Pode

Interagdes de Van Interagdo hidrofébica
der Waals ;

Resolugdo € boa
Capacidade € boa
Velocidade € alta

Pode ser aplicado em
qualquer estagio, mas ¢
mais aplicado quando a
forca idnica € alta
(ap6s troca idnica ou
precipitagdo  salina).
Possibilidade de
alguma desnaturagio.
Pode envolver
solventes organicos
durante a eluigdo.

Tamanho e forma  Filtragdo em gel

Resolugdo moderada
para fracionamento.

Bom para troca de
tampdo e dessalinizagio.
Capacidade
relativamente baixa, mas
¢ possivel altas vazdes
com alguns tipos de
empacotamento.

Fracionamento é
melhor para os dltimos
estagios de purificag@o
quando a alimentagao €
menor. Tampdo pode
ser trocado em
qualquer momento.

Afinidade biologica Afinidade

Seletividade
alta.
Capacidade pode ser alta
dependendo do ligante.
Velocidade € alta

pode ser

Pode ser utilizado em
qualquer estagio, mas
0s materiais S3o caros;

melhor €  utilizar
quando as proteinas
alimentadas e as
substancias que

entopem tenham sido
previamente reduzidas
por métodos  mais
econdmicos.
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Para projetar e otimizar processos adsortivos em larga escala, ¢ importante que se
estabelega 0 modelo de adsorgéo envolvido. Segundo Chase (1988), o ponto de partida mais
simples ¢ assumir que os sitios do adsorvente tem atividade especifica por uma tnica
proteina. Neste caso € possivel representar as interagdes entre adsorvente e adsorbato como

um equilibrio simples, representado matematicamente pela Equagio 2.1.

_QMXC‘*

= 0

2.1)

Esta equagdo relaciona as concentragdes da proteina em equilibrio na fase solida
(9*) e na fase liquida (C*). A isoterma de adsor¢@o € neste caso chamada de isoterma de
Langmuir e contém parametros que indicam a capacidade maxima do adsorvente (qm) € a
relagdo entre as reagdes de dessor¢do e adsorgdo envolvidas no equilibrio (kd). Ainda
segundo Chase (1988), a obtengdo das isotermas de adsorg¢do € um primeiro passo na

caracterizagdo da interagao entre proteina e adsorvente.

Yamamoto et al. (1983), obtiveram as isotermas de adsor¢do de varias proteinas em
sistemas de cromatografia de troca i0nica, retirando amostras periddicas de mistura
contendo o adsorvente e uma determinada concentra¢do de proteina, sob agitagdo. Este
procedimento pode causar erros de interpretacdo, pois a cada retirada de amostra, as

condig¢des de equilibrio sdo alteradas.

A determinagdo experimental de kd e qm a partir das isotermas de adsor¢do, foi
descrito por Chase (1984) para sistemas de cromatografia de afinidade. Neste trabalho as
isotermas foram obtidas a partir de amostras agitadas contendo adsorvente e varias
concentra¢des de proteina, mantidas em contato até que o equilibrio fosse atingido. Os
pardmetros cinéticos foram obtidos de ensaios em batelada, nos quais a fase soluvel €
continuamente removida do reator através de um filtro e bombeada para um

espectrofotometro, para monitoramento da concentrag@o da proteina, retornando ao reator.
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Esta mesma metodologia de obtengdo das isotermas em tanque agitado, foi utilizada, tanto
para adsorg@o por afinidade (Horstmann et al., 1986), Kamimura et al. (1999) como por
troca ionica (Skidmore & Chase, 1990) e outros (Boyer & Hsu, 1990).

A obteng@o experimental de isotermas de adsor¢do e determinag¢do de pardmetros
cinéticos em batelada, utilizada por Chase (1984), tornou-se uma ferramenta segura para
estudos de processos adsortivos. Esta metodologia pode ser usada em leitos fixos, ou
técnicas mais modernas como reatores de fibra oca descritas por Schisla et al. (1995) para
cromatografia por afinidade Kubota et al. (1997), usando ligantes hidrofébicos (Mandieta,
1999), ou leito expandido (Chase & Draeger, 1992, Kalil, 2000a).

Com o objetivo de superar algumas limitagdes operacionais das técnicas de
cromatografia em larga escala, foi proposto um sistema novo, baseado na cromatografia de
afinidade, para purificagdo de proteinas, denominado ‘Continuous Affinity Recicle
Extraction’(CARE). Este processo foi desenvolvido por Pungor et al (1987), para a
recuperacdo e isolamento da enzima [3-galactosidase produzida por E. coli, usando PABTG-

agarose como suporte.

O processo CARE esquematizado na Figura 2.3, estudado por vérios pesquisadores
(Pungor et al. 1987, Afeyan et al. 1989, Gordon er al. 1990) consiste num sistema
composto de dois reatores de mistura perfeita, conectados por um reciclo, operando em

regime permanente.

No primeiro reator se da a alimentagdo do material a ser purificado, que entra em
contato com o adsorvente adequado e ¢ nele adsorvido. Neste estagio de adsorgdo sdo

mantidas condigdes que permitem a captura da proteina alvo e lavagem das impurezas.

No segundo reator sdo alimentados o tamp@o de eluigdo e a enzima adsorvida
proveniente do primeiro estagio, ocorrendo assim a dessor¢do, 0 que permite a recuperagao
da enzima purificada. A resina recircula continuamente entre os estdgios sendo retida no

sistema atraveés de filtros existentes na saida dos reatores.
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ALIMENTACAO

TAMPAO PARA TAMPAO PARA
LAVAGEM DESSORCAO
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ADSORCAO RECICLO DE ADSORVENTE: DESSORCEO
% &
RESIDUO PRODUTO

Figura 2.3 — Esquema do sistema CARE

O principio de funcionamento do processo CARE, e os resultados preconizados por
simulagdes, inspiraram outros processos de purificagdo. A purificagdo de cefalosporina C
foi estudada por Barboza (1998), com obtengdo experimental de pardmetros cinéticos e
otimizagdo do processo por planejamento experimental, através de simulagdo. A utilizagdo
de cromatografia em adsorventes hidrofébicos, para purificagédo de lipase foi estudada por
Mandieta (1999), também através de modelagem e simulagdo. Neste contexto também se
insere o trabalho de Sousa (1993), que propde um processo de produgdo de dextrana

baseado no sistema CARE, no qual este estudo encontrou suas bases.

2.6. Otimizac¢ao do Processo

Atualmente a necessidade crescente de minimizar custos através de altos
rendimentos, sem perda aprecidvel na produtividade, para manter a competitividade dos
produtos num mercado globalizado, tem levado a busca de ferramentas que possibilitem a
otimizagdo dos processos de maneira mais racional e que permitam um maior conhecimento

das variaveis do processo.
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Estes fatos aliados a evolugdo da tecnologia de informatica, tanto em
microcomputadores, como de aplicativos na drea da estatistica, vem trazendo um grande
aumento na utilizagéo de otimizacdo de processos através de planejamento fatorial e analise
de superficies de resposta, embora esta metodologia tenha sido desenvolvida por BOX, na
década de 50. Uma pesquisa na base de dados do “Food Science and Technology Abstracts™
e Biotechnology Abstracts” mostrou um aumento muito grande no nimero de trabalhos que
utilizavam estas metodologias. A Figura 2.4 mostra esta evolugdo nas ultimas décadas,

relacionando o numero de artigos publicados usando esta metodologia a cada cinco anos.
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Figura 2.4 : Evolugéo do uso da metodologia de planejamento fatorial e analise de

superficie de resposta nos ultimos 25 anos

Num processo bioquimico um grande numero de varidveis pode influenciar o
rendimento, a produtividade ou outra resposta de interesse. Normalmente ndo ¢ evidente
quais dessas varidveis sdo as mais importantes e devem ser estudadas. Esta informagdo

pode ser obtida através de uma técnica cientifica como a do planejamento fatorial. No
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entanto o numero de varidveis pode tornar o nimero de ensaios muito grande e muitas
vezes invidvel, mesmo que as respostas dos ensaios sejam obtidas através de simulagdes.
No caso de sete varidveis em duas condigdes, por exemplo, seriam necessarios 128 ensaios
(27). Torna-se interessante neste caso a utilizagdo de técnicas que permitam a pré selecio
das variaveis, com um numero minimo de ensaios. Esta seqiiéncia de técnicas de “screening
desing” e otimiza¢@o por planejamento fatorial e analise de superficies de resposta, foi
utilizada por Kalil (2000), para fermentagdo alcodlica continua, considerando inicialmente

10 variaveis independentes no processo.

2.6.1. Selecao de variaveis

Quando o pesquisador ndo conhece todas as variaveis que afetam significativamente
as respostas de interesse num determinado sistema, ao invés de eliminar arbitrariamente
fatores potencialmente importantes, é possivel estuda-los todos sem aumentar o niimero de
ensaios, utilizando planejamentos fracionérios ao invés de fatoriais completos, ou outra

metodologia para selecionar as varidveis de interesse.

A aplicagdo da metodologia de Placket-Burman (1946) (PB), mostra-se como um
recurso apropriado tendo em vista sua relativa simplicidade e confiabilidade (Stowe &
Mayer, 1966). Os planejamentos mais usuais propostos neste método, envolvem a execugdo
de 12, 20, 24 e 28 e 36 ensaios, podendo ser usados para qualquer nimero de variaveis de
entrada, sendo conveniente realizar quatro ensaios a mais que o numero de varidveis a
serem estudadas, para determinacdo do desvio padrdo. Os planejamentos de Placket-
Burman tém tido uma aplicagdo bastante limitada, apesar dos resultados obtidos serem
bastante confidveis e permitirem a estimativa dos efeitos principais das varidveis
investigadas, com varidncia minima (Rodrigues et al.,1998). Desde sua publicagdo, somente
cerca de 20 artigos publicados utilizaram esta técnica de andlise multivaridvel. Isso se deve

muito provavelmente a dificuldade de compreenséo do texto original.
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Um exemplo bastante ilustrativo da maior racionaliza¢do na obtengdo de resultados,
através do método de PB, € o estudo realizado por Silman et al. (1991), onde a producdo de
esporos de Colletottrichum truncatum, usado como herbicida, foi investigada. Foram
comparados quatro tipos diferentes de cultivo, sendo testados para cada um dez variaveis. A
otimizagdo deste processo por tentativa e erro ou mesmo por planejamento fatorial
completo (1024 ensaios, somente estudando cada varidvel em dois niveis) envolveria um
numero incontavel de ensaios. No entanto, a utilizagdo da metodologia de Plackett —
Burman, permitiu a obteng&o de boas indicagdes no sentido da otimizagdo do processo de

produgdo de esporos, com um numero bastante reduzido de experimentos.

De maneira geral o planejamento de PB vém sendo utilizado, em processos
biotecnolégicos como uma ferramenta para a otimizacdo de meios de cultura em
fermentagdes, ou estudo da influéncia de aminoacidos e outros nutrientes no crescimento

celular e produgéo de insumos, como evidencia a revisdo a seguir.

Milagres & Lacis (1991), estudaram 5 varidveis no processo de produgio de
xilanase por Penicillium janthinellum, selecionando através de um PB de 8 ensaios, apenas

duas varidveis como relevantes na resposta desejada, dentro da faixa estudada.

A importancia de 23 nutrientes num meio complexo de cultura de tecidos para
produgéo de interferon recombinante, e sua influéncia no crescimento celular e produgio foi

avaliado por Castro et al. (1992).

Kisaalita et al. (1993), definiram os aminoacidos presentes no “Bacto Casamino
Acids”, com influéncia significativa no crescimento de Pseudomonas fluorescens 2-79 e

produgdo de fungicida por esse microrganismo.

O uso da metodologia estatistica de PB ( Mclntire et al., 1996) permitiu a
formula¢do de um meio definido com aminoacidos como fonte de nitrogénio, para a

producgdo de vancomicina por Amycolatopsis orientalis.
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Tailandier et al. (1996), estudaram a influéncia de fontes de nitrogénio, concentragio
de agtcar e acidos organicos, além de temperatura ¢ pH na taxa de crescimento especifico,
concentragdo maxima de biomassa e produtividade numa cultura de Lactobacillus
acidophilus. Com apenas 12 experimentos foi observado que temperatura, pH e

concentra¢do de glicose tinham pouca influéncia nas varigveis estudadas.

2.6.2. Otimiza¢do

Os métodos de otimizagdo baseados em planejamento experimental vém sendo
aplicados com grande freqiiéncia na 4rea de processos fermentativos e enzimaticos, com
certeza devido &s inimeras varidveis que estes processos envolvem. O que se nota
entretanto € que a exemplo da metodologia de Plackett-Burman, sua utilizago estd mais
voltada para a elaboragéo de meios de cultura, ndo sendo otimizadas variaveis operacionais,

como temperatura, pH, tempo de residéncia , etc.

Karthikeyan et al.(1996) otimizaram o meio de cultura (concentragdes de sacarose,
extrato de levedura e K;HPOy), a temperatura e o pH iniciais para maximizagio da
produgdo de dextrana de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512-F pelo processo
convencional. A otimizacdo foi feita pelo método da anélise de superficies de resposta,
obtidas a partir de planejamento fatorial fracionario 2 ' . Os valores obtidos para as
variaveis foram bastante semelhantes aos encontrados em trabalhos  totalmente
experimentais, sendo o rendimento obtido nas condig¢des otimizadas 10% menor que o

predito pelo modelo ajustado.

O estudo das condigdes de hidrolise de dextrana para obtencdo de dextrana clinica,
foi feito por Santos (1996) e posteriormente complementado por Guimaries et al. (1999).
Foram obtidas condigbes 6timas de pH e temperatura através de planejamento fatorial e
analise de superficies de resposta, para obtencdo de Dextrana 40 e Dextrana 70, utilizadas

para fins clinicos. Além de prever 100% de conversdo da dextrana nativa em dextrana
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clinicaa 72 ° C e pH 1, foi possivel verificar que o pH é o pardmetro mais importante nesse

processo, tendo a temperatura um efeito menos significativo.

As condigbes Otimas de produgdo in vitro de dextrana através de andlise de
superficies de resposta foi também estabelecida por Guimardes et al. (1999). Realizando
ensaios com temperatura na faixa de 20 a 31°C e concentragdo de sacarose entre 50 e 98
g/L a partir de planejamento fatorial completo, a andlise das superficies de resposta indicou

um rendimento maximo a 23°C e concentragdo de sacarose de 60 g/L.

Da mesma forma a obtengdo de dextrana clinica pela reagdo com glicose como
aceptor foi estudada por Pereira et al. (1998). O rendimento em dextrana e o peso
molecular do polissacarideo formado foram avaliados variando a temperatura na faixa de 10
a 30°C, a concentragdo de sacarose entre 58 e 150 g/L e a razdo entre as concentragdes de
glicose e sacarose de 0,02 a 0,2. Um rendimento de 45% em oligossacarideos de peso
molecular entre 2700 e 3800 daltons foi obtido com 150 g/L de sacarose e razio entre
concentragdo de glicose e sacarose de 0,2 para qualquer valor de temperatura na faixa

estudada.

2.7. Conclusdes

Neste capitulo foram apresentados os processos mais usuais de sintese de dextrana e
sua importancia principalmente nas industrias quimica e farmacéutica. A grande dificuldade
de imobilizagdo de dextrana-sacarase através de técnicas tradicionais, limita sua
reutilizagdo nos processos de produgdo tornando-os mais caros. Por outro lado o grande
potencial de utiliza¢do dos processos adsortivos, evidenciado pelo grande nimero de artigos
encontrados, fez com que os pesquisadores do Laboratério de Bioprocessos da Faculdade
de Engenharia de Alimentos concebessem um processo continuo em dois estagios com
reciclo de enzima adsorvida em resina de troca idnica, segundo os conceitos do processo

CARE, na sintese de dextrana. Assim, por este processo apresentar um potencial de
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utilizagdo industrial, foi escolhido como objeto de estudo neste trabalho, verificando-se

através de sua operagdo em laboratdrio, a viabilidade do mesmo.

Paralelamente foi desenvolvido um modelo matematico deterministico, de maneira a
representar tdo fielmente quanto possivel o processo em questdo, para um estudo de
otimizagdo a partir de metodologia estatistica de planejamento fatorial e andlise de
superficies de resposta. Nos tltimos sete anos esta metodologia, planejamento fatorial
associado a modelagem matematica do processo, vem sendo utilizada como uma ferramenta

util na avaliagdo multivariavel de processos.

O sistema estudado tem um grande potencial de utilizagdo industrial e a operagdo do

sistema em laboratério pode verificar sua viabilidade.
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3. Processo Continuo com Reciclo de Enzima para Sintese de

Dextrana

3.1. Introducio

Como jd citado em capitulo anterior, a sintese de toda dextrana consumida
mundialmente € feita a partir de processos nos quais a enzima néo é reutilizada. Tendo em
vista o alto custo de produgdo da enzima, torna-se imperativo que se criem alternativas de
produgdo onde a enzima possa, mesmo que parcialmente, ser recuperada. Os problemas
observados, principalmente quanto a estabilidade e agdio enzimética nos processos
tradicionais de imobilizagdo de dextrana-sacarase, fez com que novos sistemas de produggo
fossem propostos e estudados. A consideragdo de novas alternativas é muito importante néo
s6 do ponto de vista tecnolégico, mas principalmente quanto a viabilidade econémica da

obteng¢do de um produto.

Neste contexto se insere a proposta deste trabalho de estudo de um processo

inovador para producdo de dextrana, verificando sua eficiéncia e operacionalidade.

3.2. Descricao do Processo

O processo CARE, descrito anteriormente, foi adaptado por Sousa (1993) visando a

produgdo de dextrana, com reutilizagdo de dextrana-sacarase, como mostra a Figura 3.1
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SOLUCAO DE SACAROSE

-+
TAMPAO PARA DESSORCAO TAMPAO PARA
DILUICAO
ESTAGIO DE RECICLO DE - ESTAGIO DE

DESSORCAO F ENZIMA ADSORVIDA | ADSORGAO

+

DEXTRANA

Figura 3.1 - Processo bifésico duplo estagio para produgdo de dextrana

Neste sistema, o principio da adsor¢do da enzima em resina de troca idnica foi

utilizado para manter a dextrana-sacarase recirculando no sistema, visando a minimizagio

da sua perda.

No primeiro estagio € feita a alimenta¢do de solu¢do de cloreto de sédio, eluente
usado para promover a dessor¢do da enzima, juntamente com solugdo de sacarose. Neste
estagio, denominado de estagio de dessorgdo, a enzima deveré estar quase que totalmente

livre no meio, possibilitando sua reagdo com a sacarose alimentada, havendo formagdo de

dextrana.

No segundo estagio, chamado de estidgio de adsorsdo, a enzima livre deve ser
adsorvida na resina devido a dilui¢do da solugdo de NaCl pela alimentagdo de tamp@o, €

assim ligada, voltar para o primeiro estagio.

A dextrana formada no primeiro estagio é retirada no segundo, passando por um
filtro onde a dextrana-sacarase ligada & resina serd retida e retornada ao sistema.
Simulagdes da operagao deste sistema (Sousa, 1993) mostraram que o regime permanente

nao € atingido, pois ha uma perda continua de enzima nédo adsorvida na saida do segundo
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estagio. Por este motivo o sistema deve ser operado de maneira a minimizar esta perda,

propiciando maior eficiéncia.

O estudo da viabilidade deste processo depende num primeiro momento, do sistema
enzima-adsovente. Depois de escolhida a resina de troca idnica a ser utilizada, ¢

fundamental para ter um conhecimento global do processo adsortivo, seguir 0s seguintes

passos:
e Estudo da adsorgdo em regime transiente
e Obtengdo das isotermas de adsorgdo
e Determinagéo dos parametros kq € gm
e Determinagéo dos pardmetros cinéticos

Através desses passos pode-se também estudar o melhor eluente, para promover a

dessor¢do da enzima, assim como sua concentragio.

3.3. Procedimento Experimental
3.3.1.Sintese de Dextrana-Sacarase
3.3.1.1.Micorganismo

A enzima dextrana-sacarase foi obtida a partir de culturas de Leuconostoc

mesenteroides NRRL B-512-F, mantidas em estoque a -15° C em solugéo de glicerol a 10%

(/).
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3.3.1.2. Meio de Cultura

A Tabela 3.1 apresenta a formulagio do meio de cultura utilizado nas fermentagges.
Todos os componentes apresentados na tabela, com excecdo do fosfato dibasico de
potassio, foram dissolvidos em 4gua para obtengio das concentragdes desejadas e o pH da
solugdo acertado para 6,7. A solugdo de fosfato foi preparada separadamente ¢ o pH
também ajustado para 6,7. Ambas solugdes foram esterilizadas a 121°C por 15 minutos. A
solugdo de fosfato deve ser esterilizada separadamente para evitar precipitagdo observada

experimentalmente, quando uma s6 solugo ¢ preparada.

Tabela 3.1- Meio de cultura para fermentagio de Leuconostoc mesenteroides

Componentes Concentracido (g/L )
sacarose (acucar cristal) 40
extrato de levedura 20
sulfato de magnésio 0,2
cloreto de sodio 0,01
sulfato ferroso 0,01
sulfato de manganés 0,01
cloreto de calcio 0,02
fosfato de potassio dibasico 20

3.3.1.3. In6culo

Foram preparadas e esterilizadas como anteriormente meio de cultivo e solucdo de
fosfato, de maneira que quando misturados atinjam as concentragdes descritas na Tabela

3.1. O meio de cultura foi inoculado com um tubo de cultura estoque e incubado a 27°C por
12horas a 200rpm.
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3.3.1.4. Fermentacio

Foi utilizado o fermentador BIOFLOW III da NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
Co. com controle automatico de pH, temperatura, agitagdo, nutrientes e aera¢do, com
capacidade de 3 litros, contendo 1,5 L do meio padrio previamente esterilizado. O meio foi
inoculado e incubado a 27°C, com aeragdo de 0,6 L/min e agitacdo moderada. O pH foi
controlado numa faixa de 6,7 + 0,1. O processo foi operado pelo sistema de batelada
alimentada. O sistema de alimentagio escolhido foi o utilizado por Santos (1996), feito
juntamente com o controle de pH. Foram preparados 600ml de solugdo de sacarose 200 g/L
¢ 150 mL de solugdo de NaOH 200g/L, esterilizadas separadamente a 121° C por 15
minutos e misturadas depois de frias, para obter uma solugio final com concentracdo de
160 g/L de sacarose e 40 g/L de NaOH. Depois de aproximadamente 6 horas de
fermentacdo, a alimentago foi interrompida e o pH acertado para 5,2 com HCL. O caldo foi
centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C e feitas determinagdes de agticares totais,

acucares redutores e atividade enzimatica.

3.3.1.5. Purifica¢ido e estocagem da enzima

O sobrenadante do caldo fermentado foi submetido a um processo de ultrafiltracdo a
baixa temperatura para concentrar a enzima e eliminar impurezas. Em banho de gelo,
adicionou-se lentamente ao concentrado uma solugdo 50% de polietilenoglicol 1500 ( PEG
1500 ) até que a solucdo tornou-se turva, com aparecimento de particulas esbranquigadas. A
suspensdo foi centrifugada e o precipitado rico em dextrana-sacarase, diluido numa solugio
tampdo de acetato de sédio 0,05 mol/L pH 5,2 contendo 0,05 g/L de cloreto de calcio. A

enzima foi estocada em frascos a -15°C para posterior utilizag3o.
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3.3.2. Metodologia Analitica:
3.3.2.1. Determinacio de acticares

Os aglcares redutores e totais foram determinados pelo método de DNS (Miller,

1959), segundo metodologia adaptada por Santos (1996).

3.3.2.2.Determinacio da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada medindo-se a velocidade inicial de produgdo
de frutose (dosada pelo método DNS), quando a enzima é colocada em contato com
sacarose sob condigdes controladas (reator de vidro de 25 mIL encamisado, termostatizado
a 30 °C e com agitagio magnética). Na cela de vidro coloca-se 0,5 mL de tampao atividade
(pH 5,2), 8,5 mL de agua destilada, 2 mL de solugdo de sacarose 600 g/L e 1 mL de
solugdo enzimatica. A partir do momento de adi¢iio da amostra retira-se 1 mL da solug@o a
cada intervalo de tempo (por exemplo : 1, 4, 7, 10, 13 minutos) para dosagem de frutose
pelo método DNS. Foi construida uma curva padrdo de absorbancia em fungéo do tempo,

sendo a atividade determinada pela Equagio 3.1:

ATIVIDADE=0.. B .d. 114 (3.1)

onde :

Atividade = ( UDS/ml )
o : coeficiente angular da curva de absorbancia x tempo
B : coeficiente angular da curva padrio de aglicares redutores

d : diluigdo da amostra no reator

144 : fator de conversdo de unidades
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3.3.2.3. Curva padrio para proteina utilizando albumina bovina

Estas curvas foram construidas para correlacionar resultados de atividade

enzimética (UDS/mL) obtidos, com valores correspondentes para a concentragio de

albumina bovina que foi usada como proteina de referéncia e serviu de base para calculos

deste trabalho. As curva de variagdo da absorbancia a 280 nm, com a concentragdo de

albumina bovina em solugdes contendo CaCl, e varias concentragdes de NaCl sio

apresentadas na Figura 3.2.
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Figura 3.2: Curva padrio de albumina bovina
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Como pode ser observado pela Figura 3.2, as curvas para as diferentes

concentragdes de NaCl sdo bastante proximas, sendo usada entdo a curva obtida

experimentalmente sem o NaCl cujo ajuste linear € apresentado na Equagéo 3.2.
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[Albumina] = 1,909 x Abs + 0,011 (3.2)

R%=0,997

3.3.2.4. Curva padrio da atividade dextrana-sacarase

A Figura 3.3 mostra uma curva tipica da relagdo entre a quantidade de dextrana-
sacarase, representada por sua atividade em UDS/mL e a leitura de absorbancia obtida em
espectrofotdmetro a 280 nm. Através das Figuras 3.2 e 3.3 foi possivel correlacionar
absorbdncia com concentragdo de proteina. Foi observado durante o inicio do
desenvolvimento dos trabalhos que a relagdo entre a absorbancia e a atividade variava
dependo do lote de enzima utilizado. Para evitar problemas na analise dos resultados foi

usado um tnico lote de enzima para a obtengdo dos pardmetros de adsorgao.
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Figura 3.3: Curva padréo de atividade enzimatica

Como no caso anterior foi usada a curva obtida na auséncia de sacarose, cujo ajuste

e coeficiente de correlagdo estdo na Equacdo 3.3
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Atividade = 253,58 x Abs +0,124 (3.3)
R%=0,989

3.3.3. Obtengio dos Parametros de Adsor¢io

A resina de anidnica utilizada para adsorver a enzima dextrana-sacarase foi a DEAE
CELULOSE. Trabalhos preliminares realizados por SOUSA (1993), mostraram que
adsorventes a base de dextrana, como DEAE SEPHADEX, ndo ofereciam bons resultados,
principalmente na fase de dessor¢do. Isto talvez se deva ao fato da grande afinidade

existente entre a enzima dextrana-sacarase e a dextrana.

No inicio deste trabalho foram realizados testes preliminares com a resina DEAE
SEPHACEL, que apresentou um tempo de equilibrio bastante longo (2 horas e 40 minutos)
durante a adsor¢do, o que exigiria tempos de residéncia bastante longos no estagio de
dessor¢do. Nao foi possivel observar dessorgdo da enzima, mesmo depois da adi¢do de
grandes quantidades de NaCl. Por estes motivos optamos pela utilizagdo de DEAE
CELULOSE.

A Figura 3.4 apresenta de modo esquematico o sistema utilizado para experimentos
de adsor¢do em batelada em tanque encamisado com controle de temperatura e agitagao
magnética, no qual pode-se determinar o tempo necessirio para o sistema atingir o
equilibrio e obter os perfis de concentragdo de dextrana-sacarase livre ao longo do tempo.
A variagdo da concentragdo de enzima no tanque agitado (1) foi continuamente monitorada
através de um registrador (4), acoplado a um espectrofotdmetro (3), com comprimento de
onda ajustado em 280 nm. A fase liquida foi continuamente bombeada com uma vazao de
aproximadamente 2 mL/min através de um tubo munido de um filtro, que impedia a

passagem do s6lido, através do espectrofotdmetro, retornando a seguir para o reator.
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2 3 4

1 - reator com conirole de temperatura e agitacao magnética
2 - bomba peristaltica

3 - especirofoittmeiro

4 - registrador

Figura 3.4: Sistema utilizado para a determinagdo dos pardmetros de adsorg@o

3.3.3.1.Preparacao da resina (Sousa,1993)

Antes de ser utilizada nos ensaios de adsorgdo e dessor¢do a resina DEAE
CELULOSE passou por um tratamento com base e &4cido fortes e foi posteriormente
estocada em solugdo de CaCl, 0,05 g/L pH 5,2.

Primeiramente, a resina foi mantida sob agitagdo magnética por 2 horas em solugdo
de NaOH 0,5mol/L, sendo em seguida filtrada e lavada sucessivamente com agua até a
neutralidade. Em seguida o mesmo procedimento foi feito com solugdo de HCI 0,5 mol/L,
filtrando-se e lavando-se até a neutralidade novamente. O sélido filtrado foi ressuspendido

em solugdo de CaCl, e estocado em geladeira para posterior utilizagdo.

Para que se pudesse saber a concentragdo de resina na suspensdo estocada, foram

feitos testes de secagem em estufa.
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3.3.3.2.0btencao das curvas de equilibrio

Para a determinag@o das constantes kg e qm, foram construidas as curvas de adsorgdo

no equilibrio em varias concentra¢des de NaCl (0;0,1;0,25;0,5 mo/L).

Em frascos contendo volumes fixos da suspensdo de resina (0,8 mL), foram

adicionadas concentragdes variaveis de dextrana-sacarase (Co) sendo o volume completado
para 10 mL (V,), com a solugdo salina a ser estudada. Os recipientes foram mantidos sob
agitagdo a 25°C por 2 horas. As suspensdes foram entdo filtradas e o filtrado submetido a
leitura de absorbancia (280nm), que por sua vez foi correlacionada & concentragao
enzimatica (C*), através de curva padréo de concentrag@o de albumina contra absorbancia
no mesmo comprimento de onda. O tempo de equilibrio foi determinado anteriormente
através de ensaios utilizando a montagem apresentada na Figura 3.4. Foi observado que em

45 minutos o processo atingia o equilibrio.

Através da Equagdo 3.4, foi possivel calcular a concentragido de enzima dextrana-

sacarase no equilibrio.

(Co— C*)XV! X Pres

Mres

g*= (3.4)

Em todos os ensaios realizados foi usada uma suspensio da resina estabilizada, da
qual eram retiradas aliquotas com volume determinado. A massa seca de resina por volume
unitario de suspensio foi determinada em ensaio de perda por secagem em estufa. A
densidade da resina (pres) foi obtida através de ensaios com picnémetro, nas condi¢des de

operagdo, sendo obtido o valor de 1,213 g/mL.
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3.3.3.3. Estudo da adsor¢ao no regime transiente

O sistema utilizado para determina¢do do tempo de equilibrio (Figura 3.2), foi
novamente usado para fazer corridas de adsor¢do nas diferentes concentragdes de sal,

visando a obten¢do das concentragdes de enzima livre ao longo do tempo.

O estudo da adsor¢do em regime transiente foi feito adicionando-se a um pequeno
reator encamisado, contendo solugdo salina, resina em quantidades determinadas e enzima
suficiente para obter atividade total de 150 e 300 UDS, num volume total de 15 mL. A
suspensdo era continuamente bombeada para um espectrofotdmetro, através de um filtro
para reten¢d@o da resina, seguindo para um registrador e retornando para o reator. Com este

procedimento foi obtida a evolugdo da adsorgéo até que o equilibrio fosse atingido.

Os valores registrados foram transformados em concentrag@o, através das curvas de
calibragdo de albumina bovina e atividade enzimatica, e comparados com aqueles
calculados pela resolugdo numérica da Equagdio 3.5 pelo método de Runge-Kuta de 4*

ordem.

@
j? = kg, —q)- kg 3.5)

Esta equagdo representa o balango de enzima na fase sélida, supondo as reagdes de

adsor¢@o e dessor¢do seguindo 0 mecanismo:

A+B AB
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Antes de sua resolugdo numérica, a Equagéo 3.5 foi modificada, substituindo:

Q(I)= (Co = C(f)))( Vix Pres (36)

Mres

e a relagdo entrek; e ko:

ka=— (3.7

A equagdo adimensionalizada obtida foi:

d(C/Co)
dt

Mires

¢ & C
=~k Xlgnx - Co(1=D)hikd1--2) (3.8)

Pres X ¥Vt

Os valores de C/Co foram obtidos estimando-se um valor de k; e entdo resolvendo a
Equagdo 3.8 pelo método de Runge Kutta. Esses valores de concentragio adimensional
foram comparados aos valores experimentais e ajustados pelo método de minimos
quadrados, sendo obtidos assim os valores de k; para cada concentragao salina, e

consequentemente os valores de k», pela Equagdo 3.7.

3.3.3.4. Determinag¢ao do parametros Kq € gm

Como citado anteriormente, a partir das isotermas de adsorgdo de dextrana-sacarase
em DEAE CELULOSE a 25° C em diferentes concentragdes salinas, foram obtidos os

valores de qm, capacidade maxima da resina e kg, constante de dissociagao.
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Figura 3.5: Adsor¢ao em batelada de dextrana-sacarase em DEAE CELULOSE a 25° C em
solugdo de CaCl2 0,05 g/L e pH 5,2, com diferentes concentragdes de NaCl: (a) sem NaCl,
(b) [NaCl]=0,10 mol/L, (¢) [NaCl}=0,25 mol/L e (d) [NaCl]=0,50 mol/L. Os pontos
representam os dados experimentais e as linhas cheias, o ajuste feito segundo a Equagdo

2.1.

A Figura 3.5 apresenta as concentra¢des de equilibrio obtidas, na auséncia de NaCl
(a), com concentragdo de 0,1 mol/L (b), 0,25 mol/L (¢) e 0,5 mol/L (d) de NaCl.
Juntamente com os pontos experimentais (Anexo A) sdo apresentadas as curvas

representativas dos modelos ndo lineares ajustados.
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Os graficos apresentados, juntamente com os coeficientes de correlagdo obtidos nas
regressoes, evidenciam que o modelo proposto (Equagéo 2.1) para a adsorg@o da dextrana-
sacarase em DEAE CELULOSE ¢ bastante adequado. Isto significa que podemos assumir o
modelo de Langmuir para a adsor¢do, como era esperado para um sistema de adsorgao de
proteinas em adsorventes de troca idnica (Skidmore & Chase, 1990). Verificou-se ainda
que a medida que a concentragdo de NaCl aumenta, diminue a qualidade do ajuste dos
pontos experimentais (R? varia de 0,991 para 0,950), provavelmente devido & influéncia da

concentra¢io de eletrolito ser grande na faixa de concentragdo de enzima estudada.

A Tabela 3.2 apresenta os valores da capacidade méxima da resina e da constante de
dissociagio do sistema DEAE CELULOSE/dextrana-sacarase, encontradas através do
ajuste dos dados experimentais em meio contendo CaCl, 0,05 g/L e varias concentragdes de
NaCl.

Tabela 3.2: Valores das constantes kq € qm em varias concentragdes salinas.

[NaCl] (mol/l) gmXx 10F ? (e/lres) kq (g1)
0 2,83 1,73
0,10 3,57 225
0,25 3,09 3,40
0,50 0,81 3,75

Analisando os valores de qm calculados, podemos observar que até a concentragao
de NaCl correspondente a 0,25 mol/L, o valor de qm ndo se altera significativamente,
embora aparentemente haja um méaximo em 0,1 mol/L. Quando a concentragdo de sal €
aumentada para 0,5 mol/L, o valor de qm cai drasticamente. Isto pode ser explicado pela
grande concentragio de ions presente em solugdo, que desprende grande parte das
moléculas de enzima que se ligam ao adsorvente. Desta maneira, a quantidade maxima de

enzima que tem a possibilidade de se ligar a resina é bastante diminuida.
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A Figura 3.6 mostra a variagdo da capacidade maxima da resina em adsorver a
enzima dextrana-sacarase em fun¢@o da concentragdo salina. Um ajuste ndo linear destes
pontos, também apresentada na figura, forneceu a relacdo apresentada na Equagéo 3.9, que

evidencia uma queda exponencial no valor de gm, com o aumento da concentragéo salina.

gm = 1878exp(-1178[NaCl]* + 3,30[NaCl]+ 5,02) 3.9

3600
3200
2800
2400
2000

1600

qlll (g/l"resJ

1200
800

400

0 P—
0,0 0,1 0.2 0,3 0.4 0,5 0,6

[NaCl] (mol/L)

Figura 3.6: Variag¢do de gm com a concentragéo de NaCl. Os pontos representam os valores

experimentais ¢ a linha o modelo ajustado com um coeficiente de correlagdo R*= 0,997

Ainda na Tabela 3.2, uma analise dos valores de k4 indica grande coeréncia com o
esperado. Uma inspegdo na Equago 3.4, leva a conclusdo de que o aumento de kg se deve a
um aumento de k,,( constante da taxa da reagdo de dessorgdo), a uma diminui¢do de k;
(constante da taxa da reacdo de adsor¢do), ou aos dois efeitos em sobreposi¢do. De

qualquer maneira o aumento do valor de kq observado era esperado e até desejado, ja que a
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adigdo de NaCl ao meio € feito justamente para promover a dessorg¢do da enzima, ou seja

aumentar o valor de kj.

Nao foi ajustado um modelo para os valores de k4 em fungdo da concentragdo de
NaCl, como feito para qm, j4 que os valores de k; e kj, calculados a seguir, sdo mais

importantes no estabelecimento do modelo matematico do processo.

3.3.3.5. Determinagio das constantes cinéticas k; e ka:

As concentragdes de enzima livre, foram adimensionalizadas e plotadas contra o
tempo de adsor¢do, para atividade de 150 e 300 UDS em cada concentragdo salina. a Figura

3.7 mostra os valores obtidos.

Através da Equagdo 3.7 foram calculados valores de k; para cada concentragdo
salina e cada concentracdo inicial de enzima. A Figura 3.7 mostra os dados experimentais

(Apéndice A) e aqueles obtidos pelo ajuste, com o valor de k; estimado.

Para cada concentragio salina testada, foi calculado um valor de k; médio entre os
valores encontrados para as concentragdes iniciais de enzima de 150 e 300 UDS. Este
procedimento foi adotado tendo em vista a semelhanga no perfil de concentragdes para as

duas concentragdes iniciais de enzima.
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Figura 3.7: Ajuste dos pontos experimentais pelo método de minimos quadrados, para

calculo do valores de k;, nas vérias concentracdes de NaCl.

A Tabela 3.3 apresenta os valores calculados e as respectivas médias. Pode-se
observar que o valor médio do pardmetro k; praticamente ndo varia com o aumento da
concentragdo salina, sofrendo um decréscimo de menos de 10% quando a concentragédo de
NaCl passa de 0 para 0,5 mol/L. Este fato é consistente com os modelos assumidos, onde é

de se esperar que a concentrag@o salina ndo altere significativamente a taxa de adsorg¢@o.
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Tabela 3.3: Valores de k; calculados para atividades iniciais de 150 e 300 UDS, e valores

medios calculados para cada concentragdo de NaCl.

[NaClJ] (mol/) k; (L/g.min) k; médio (L/g.min)
150 UDS 300 UDS
0 0,035 0,038 0,036
0,10 0,030 0,047 0,038
0,25 0,035 0,032 0,034
0,50 0,022 0,043 0,033

A Figura 3.8 evidencia o comportamento constante do pardmetro k;, ou seja, na
faixa de concentragdes de NaCl estudada, este ndo afeta a constante cinética k;. O ajuste
linear dos pontos experimentais apresentou a forma da Equagdo 3.10, com uma correlagéo
de 0,995, mostrando que acréscimos de 0,1 mol/L provocam um decréscimo de menos de
2% na constante, cujo valor inicial € de 0,037 L/g.min. Como a concentragdo maxima de
NaCl que devera ser alcangada nos ensaios do processo ndo devera ultrapassar 0,5 mol/L,

assumiremos o valor de k; constante e igual a 0,037 L/g.min ou 2,22 L/g.h.

k; = 0,037 — 0,009 [NaCl] (3.10)
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Figura 3.8: Valores de k; calculados e modelo ajustado em fungdo da concentragéo de
NaClL

A partir do valor de k; e ky, foram calculados valores de k, constante da taxa da

reacdo de dessorg@o, como descrito anteriormente. Os valores encontrados sdo mostrados

na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Valores de k, calculados para as varias concentragdes de NaCl.

[NaCl] (mol/L) ks (min)”
0 0,042
0,1 0,086
0,25 0,115
0,5 0,123
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A Figura 3.9 contém os valores de k; calculados, assim como o ajuste ndo linear da
forma da Equagdo 3.11, em min™'e da equagéo 3.12 em h™', com coeficiente de correlagdo

R?=0,993.

ks = 0,042 + 0,103 x [NaCl] (3.11)
0,122 +[NaCl]
ks = 2,520 + 6.18 x [NaCl] (3.12)
0,122 +[NaCl]
0,15
0,13
[ ]
0,11
g 0,09 }
v
0.07
0.05
0,03
0,0 0,1 0.2 03 0,4 0,5 0,6

[NaCl] (mol/L)

Figura 3.9: Variagéo de k, com a concentragdo de NaCl. Os pontos representam os valores

calculados e a linha cheia, o0 modelo ajustado.

Conforme esperado, o valor de k, aumenta com a concentragao de sal, ou seja, a
taxa de dessor¢io aumenta com a concentragdio de NaCl. Este comportamento era
justamente o desejado, para que fosse possivel aumentar a concentragdo de enzima livre

pela adig@o de cloreto de sédio.
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O aumento de k; com o aumento da concentragio salina acima de 0,25 mol/L ndo é
muito grande, sendo da ordem de 10% quando a concentragdo chega a 0,5 mol/L. Este
comportamento assintético, tendendo a um valor constante, € confirmado pelo modelo

ajustado.

Sendo o valor de k; constante, o aumento observado no valor de kg4 se deve

exclusivamente ao aumento de k;.

3.4. Conclusoes

A influéncia da concentracdo salina na constante qn,, parece niao ser muito
importante, a ndo ser em valores de concentra¢do em torno de 0,5 mol/L, talvez devido
principalmente ao aumento da constante cinética de dessor¢do. Nessas condiches, a
dextrana-sacarase ndo se mantém ligada longamente, sendo rapidamente deslocada, pelos

ions presentes no meio.

A partir do comportamento observado para as constantes cinéticas k; e ky, podemos
concluir que dentro da faixa de concentragdo salina estudada, ocorre um aumento de k»,
sem que o valor de k; diminua. Isto indica que com o aumento da concentragio de cloreto
de sodio, ha um deslocamento do equilibrio entre as reagbes de adsor¢do e dessor¢do no
sentido desta ultima. Ndo podemos entretanto desprezar a reacdo de adsor¢do, mesmo em
concentragdes relativamente altas, e considerar apenas a dessorgdo como uma reagao

irreversivel.

Aparentemente a partir de 0,5 mol/L a adi¢do de NaCl ndo altera as condi¢des de

equilibrio, ja que k> ndo se altera significativamente.

Pelos bons ajustes dos modelos no estudo da adsor¢@o tanto no equilibrio como em

regime transiente, pode-se concluir que a adsorgdo de dextrana-sacarase em DEAE
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CELULOSE segue o mecanismo proposto. A metodologia proposta por Chase (1984) e

utilizada para obteng@o dos parametros mostrou-se bastante adequada para este sistema.
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4. Modelagem Matematica do Processo

4.1. Introdugéo

Um modelo matematico que represente bem um processo, ¢ sem duvida uma
ferramenta extremamente util, sendo possivel realizar simulagdes para uma melhor
compreensdo do processo, prever futuros problemas de operagdo, escolher estratégias de
controle reduzir o numero de experimentos na otimizagdo do processo. E possivel uma
avaliacdo das variaveis de entrada que maximizem respostas de interesse, como rendimento
e produtividade, minimizando custos, situados numa realidade pratica e exeqiivel,
diminuindo o numero de ensaios em laboratério ou planta piloto, reduzindo custos de

desenvolvimento.

Neste trabalho, a obtencdio de um modelo matematico deterministico, apoiado em
resultados empiricos, possibilitou um vislumbre das condigdes de operagdo, principalmente
no que diz respeito & sensibilidade do sistema a alteragdes ou oscilagdes em variaveis como

vazdes de entrada e saida e concentragdes de eletrolito e sacarose.

Tendo em vista ainda a complexidade do sistema proposto, a modelagem
matemética foi fundamental para os trabalhos de estudo preliminar de otimizag&o, através
de simulagdes do processo onde o grande numero de variaveis e consequentemente de
ensaios propostos pela metodologia empregada, poderia dificultar sobremaneira, ou até

inviabilizar a obteng&o de resultados.

4.2. Desenvolvimento do Modelo Matematico e Simulagoes

De acordo com o processo descrito anteriormente (Figura 3.1), a modelagem foi
feita admitindo-se que os reatores sdo perfeitamente agitados (Pungor et al., 1987),

ocorrendo processos simultineos de adsor¢do e dessorgdo. Tanto no primeiro estagio,
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denominado estagio de dessor¢do, como no segundo, de adsorgdo, os processos foram
considerados reversiveis, de acordo com as observagdes feitas durante a avaliagdo das
constantes cinéticas, descritas no capitulo 3 e apresentadas a seguir: Esta consideragdo se
aproxima mais da realidade do processo estudado do que aquela feita em trabalhos

anteriores, onde no estagio de dessorgdo, o processo é considerado irreversivel.

Dessorgao (Estagio 1):

Adsorgio (Estagio 2):

onde A, B e AB s30 a enzima a ser adsorvida, o adsorvente e o complexo enzima-

adsorvente, respectivamente.

Os valores das constantes k ;; e k 5, adquirem diferentes valores de acordo com a

concentragdo salina presente nos estagios 1 e 2 respectivamente, de acordo com a Equagéo
(3.12)

ki = 2,520 + 6.18 x [NaCl] (3.12)
0,122 +[NaCl]

onde 1 =1 para o primeiro estagio ou 2 para o segundo.
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Os pardmetros k 1 e k 1, s80 ambos iguais a 2,22 g/L, j4 que a constante k; se

mostrou insensivel a variagdes na forga idnica do meio.

As constantes k; e k,; representam além da cinética de adsorg¢do e dessorcdo
intrinseca, as resisténcias a transferéncia de massa, agregados num unico pardmetro,
determinado experimentalmente (Chase, 1984). No caso de proteinas de alto peso
molecular, como a dextrana-sacarase, estas sdo adsorvidas em sitios superficiais ou
proximos a superficie do adsorvente, bloqueando o caminho para a difusdo dentro do

mesmo (Harsa et al., 1990). Esta consideragdo é reforgada neste caso pela estrutura da
DEAE CELULOSE.

O valor de qm utilizado no modelo, foi obtido no capitulo anterior e é expresso pela
Equacéo (3.9):

gm = 1878exp(-1178[NaCl]*+ 3,30[NaCl]+ 5,02) (3.9)

A resisténcia a difusdo na fase liquida foi desconsiderada na modelagem do sistema,
pois segundo Cowan et al. (1987), esta pode ser significativa em processos de adsorgdo em

colunas, mas no em tanques agitados.

O processo foi considerado isotérmico, com temperatura igual a 25°C, ja que os

reatores devem ser encamisados, com controle de temperatura.

Como este processo de sintese de dextrana é um processo continuo € com duas
fases, foram definidos tempos de residéncia para a fase liquida, denominados tempos de
residéncia hidraulicos (ty), para os dois reatores, como mostram as Equagdes 4.1 € 4.2. Para
a fase sélida foi definido o tempo de residéncia de solidos (Equagdo 4.3), igual para os dois
reatores, j4 que os volumes nos dois reatores foram considerados iguais e a quantidade de

solidos a mesma nos dois estagios.
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™l = —————— 4.1)
Fl+ Frxe
o = Fin 4.2)
Fl+F2+Frxe¢
i B (4.3)
Frxex(1-¢)

Estas defini¢des de tempo de residéncia hidraulico envolvem a razdo entre os
volumes de liquido e as vazdes de entrada em cada estagio, estando relacionados com os
tempos necesséarios para que se estabeleca o equilibrio nos processos de adsorg¢do e para

que a reagdo de formagdo de dextrana possa ocorrer com bom rendimento.

Foram feitos os balangos de massa para enzima livre (C), adsorvida (q), sacarose
(S) e NaCl (E) nos dois estagios, como apresentados nas equagdes abaixo. O modelo de
Michaelis - Menten foi utilizado para descrever a cinética da reagdo de formagdo de
dextrana, sendo o valor da constante km = 5,12 g/1 utilizado na equagéo 4.7, encontrado por
Martinez-Espindola & Lopez-Munguia (1985) utilizado nas simulagdes, ja que as

condigdes de sua obtengdo foram bastante semelhantes aquelas utilizadas neste trabalho.
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Estagio de Dessor¢ao:

Fi
Co, So,
Fr
Ca, q2, S2, E>
— »| Estigiol B
(Fr +F1)
Cl_s qi, Sls 1-—T'l

%:%(Eo—-&ﬁ%(&—&)&
L TR L ICilgn-an] =2
dt Vn Vi &
5{%:%{qz_q,)_%_mwkla@m—qx)
%:%(so-&yi—f(&—sn)— fc f;

(4.4)

(4.5)

(4.6)

4.7)

O pardmetro k na Equagéo 4.7 diz respeito a velocidade da reagd3o enzimética de

formagdo de dextrana e seu valor foi calculado através das curvas de concentragdo de

albumina versus absorbancia e de atividade enzimatica em fungdo da absorbancia, para

meio contendo NaCl (k) ou néo (k). Estes valores sdo respectivamente 127,02 h' e 132,31

h''. Esta diferenca se deve & mudanga de velocidade na reagao quando o meio contem altas

concentragdes salinas.
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Estagio de Adsorg¢io:

F,
Eo

> Estagio2 —p

(F1+Fp) (Fi+Fy)
C1,q1, S1,E ' C, S3, By
F,
Ca, q2, S5, Ey
dE: Fl1 Fe FaE»
o E\- E))- Ei1—E>))- 4.8
dt V_fz( : 2) E;( : 2) Viz R
d i -
ﬁ=£(C1-C2)—53{C1—Cz)—[kuC:(qm—qz)“hCz]u 4.9
dt Vi Via &
dg: Fe Fiq
i LA —q2)————k2g2+ k1C2(gn— 4.10
= P Rk kOl 0
das: Fi Fe k'CaS:
e T Si=5) I 4.11
R AL 1

Além da obtencdo dos perfis de concentragdes ao longo do tempo, poderdo ser

avaliadas respostas de grande importancia na avalia¢do da eficiéncia do processo, ou seja
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na conversdo de sacarose em dextrana. Estas respostas sdo o rendimento em dextrana
(REND) a partir da sacarose alimentada, a produtividade do processo (PROD) ¢ a
quantidade de enzima retida no sistema (RET), ou seja, quanto da dextrana-sacarase
alimentada permanece no sistema. As Equagdes 4.12, 4.13 e 4.14 expressam estas respostas

matematicamente.

_(So-52)
REND = —SO—X1 00 (4.12)
_ (F1+ F2)
PROD = (So - Sz)-ﬂ——(vH TVi2) £ (4.13)
C1+C2 1+g2)(1-
- _(C1#C2)  (gt+g2)(i-e) T

Co Cosg

O sistema de equagdes diferenciais apresentado fol resolvido numericamente,
usando algoritmo baseado no método de Runge Kutta de 4* ordem. Estas simulagdes
possibilitaram um estudo dindmico do processo, permitindo uma avaliagdo preliminar do
comportamento do processo no estado estacionario e transiente, assim como sua reagdo as
perturbagbes nas variaveis de entrada, mais especificamente das vazdes. O efeito destas
perturbagdes foi de grande valia na operagao do processo em pequena escala, além de poder

:ndicar variaveis manipulaveis em futuros estudos de controle do processo.

Nestas simulagdes foram avaliadas as seguintes variaveis de entrada: a fragdo de
liquido nos reatores (g), a concentracao inicial de dextrana-sacarase (Co), € as
concentra¢des de sacarose (S0) € NaCl (Eo), nas correntes de alimentagdo, além das vazdes

de alimentacdo nos dois reatores (F e F») e a vazdo de reciclo (Fy). O uso das vazdes como

61



variaveis de entrada, ao invés dos tempos de residéncia, muito mais reveladores das
condi¢Ses mais adequadas de processo, se deveu ao fato de se desejar averiguar o
comportamento do sistema frente a perturbagdes nestas variaveis, que sdo aquelas que

podem sofrer altera¢des durante a operacédo do sistema.

Os valores de base destas varidveis sio apresentados na Tabela 4.1 e foram
definidos de acordo com conhecimento prévio dos processos de adsor¢do e reagdo
enzimatica de produgio de dextrana. As vazdes foram propostas de maneira que a vazio de
entrada no segundo reator fosse maior que aquela de entrada no primeiro, para promover

uma diminuicio na concentragdo salina, e uma razio de reciclo da ordem de 40%.

Tabela 4.1: Valores de entrada na simulagdo do processo continuo, bifasico em duplo
estagio para sintese de dextrana.

Co=0,6g/L
€=0,8
So=100 g/L
Eo = 0,5 mol/L
F;1=0,05LM
F>=0,2L1/h
F:=0,02

Va=Vp=1L
T =152h
2=3,8h

Ts1=12=312,5h

h=10"
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O volume de liquido foi considerado igual nos dois estagios, sendo o volume total

calculado através da Equagéo 4.15.

Vi=— (4.15)

Os valores de T, € Th2 foram calculados pelas Equagdes 4.1 e 4.2.

As condigdes iniciais para a resolugdo das EDO 4.4 a 4.12por Runge Kutta de 4*

ordem, foram:

Para dextrana-sacarase livre — fase liquida:
C[ =Co
C2 =0

Para dextrana-sacarase adsorvida — fase solida:
Q1=qQ2= 0
Para sacarose:

Sl=52=0

Para NaCl:
E] = Ez =0
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Com os valores da Tabela 4.1 e as correlagdes para calculo dos pardmetros cinéticos
a cada concentragido de NaCl, foram obtidos os perfis de concentragdo cada estagio, que

podem ser observados nas Figuras 4.1(a) a (d).

q (g/Lres)

S (g/L)

- 0,005
2, i B
2, . '-_._...-—{“""'-." 0,004 —— Estagio 1
"‘,,r-" ~--- Estagio 2
1.6 e . 0,003
R - =
1.2 Estagio 1 =Y
L-=="_Estagio 2 o 0,004
0,8 -
‘-'
0.4f|
-
3
0,0
-1 10 21 32 43 54
tempo (h) tempo (h}
(a) (b)
10d . i 0,5t
_— Estag!o 1 1 Estagio 1
80 JT~ Estagio2 0.4} === Estagio 2
B0 g 0.3p
[=]
E
40 1 o 0.2p -
20 emesamoaeR . 0,1 sriabi saen i b
pERE I P - Bk G
-, o pmpm
0 > 0' [T ol
(o] 10 20 30 40 50 o] 10 20 30 40 50
tempo (h) tempo (h)
(c) (d)

Figura 4.1: Perfis de concentragdo de dextrana-sacarase adsorvida (a), livre (b),

sacarose (¢) e NaCl (d), nos dois estagios

Observando os perfis obtidos é possivel verificar que a concentragdo de enzima
adsorvida assume um comportamento esperado, saindo de zero em ambos os estigios e
diminuindo no estdgio 1, ou seja a enzima estd sendo dessorvida com o aumento da
concentragdo de NaCl (Figura 4.1 d). No estagio 2, a concentra¢do de enzima adsorvida
aumenta, pois a baixa concentragdo de NaCl, provoca a adsor¢do da enzima, para reduzir

sua saida do sistema.



Analisando a Figura 4.1 (b), pode-se avaliar a evolugdo na concentra¢do de enzima
livre, sendo importante frisar que no tempo zero a concentragdo de enzima livre no 1°
estagio ¢ 0,6 g/L (Co), conforme mostra a Tabela 4.1. Este valor ndo aparece no grafico
devido a grande diferenca entre a concentra¢do inicial e aquela observada depois de trinta
minutos (0,00097 g/L). Para uma melhor visualizagdo do comportamento da concentragdo
de enzima livre em fungdo do tempo, a Tabela 4.2 apresenta esses valores para as 4

primeiras horas de simulag&o.

O comportamento da concentragdo de enzima livre pode parecer estranho a
principio, pois aparentemente, a concentragdo no primeiro estagio diminue e no segundo
aumenta, diferentemente do que se esperava. E importante salientar no entanto que, apesar
deste comportamento ocorrer, as concentragdes em ambos os estdgios sdo extremamente
baixas, provavelmente devido & dificuldade de dessor¢do da enzima, mesmo em
concentragdes elevadas de NaCl. Além disso, ha uma perda continua de enzima através da
saida do segundo reator, o que dificulta o estabelecimento do equilibrio no 1° estagio, pois

h4 uma diminui¢4o continua na concentragdo de enzima que entra através do reciclo.

A Figura 4.1 (c¢), mostra o perfil da concentragdo de sacarose, que também assume
um comportamento esperado, havendo no entanto para estas condi¢les de simulagd@o, uma
concentragéo relativamente alta de agtcar no segundo estdgio, o que néo € desejavel do
ponto de vista operacional e de custos, j& que esta quantidade (em torno de 20 g/L) de

agucar esta sendo descartada.

O perfil de concentragio de NaCl ¢ bastante coerente, sendo atingido nestas
condi¢bes uma concentragfo pouco inferior a 0,5 mol/L no primeiro estagio, como era
desejado. No segundo estagio entretanto, a concentragdo de NaCl ¢ ainda alta, permitindo

uma maior perda de dextrana-sacarase.
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Tabela 4.2: Variag¢@o na concentragdo de enzima livre ao longo do tempo no 1° e 2°

estagios, nas condi¢des apresentadas na tabela 4.1.

Tempo (h) C;xI10° (g/L) C,x10° (/L)
0,00 600,00 0,00
0,50 0,97 0,0024
0,10 0,99 0,0048
0,15 1,01 0,0072
0,20 1,02 0,0095
0,25 1,04 0,012
0,30 1,05 0,014
0,35 1,06 0,017
0,40 1,08 0,019
0,45 1,09 0,021
0,50 1,10 0,024
1,00 1,19 0,047
1,50 1,25 0,071
2,00 1,28 0,094
2,50 1,30 0,118
3,00 1,31 0,142
3,50 1,31 0,167
4,00 1,31 0,192

A Tabela 4.3 apresenta os valores de regime pseudo-permanente obtidos para as
variavels do processo, assim como rendimento, produtividade e retengdo enzimatica, nas
condigdes simuladas. Por haver uma perda continua de enzima no 2° estdgio, o valor das
variaveis estabelecido em 50 horas de operagéo foi assumido como o valor de regime

pseudo estaciondrio, pois as variagdes observadas sdo menores.
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Tabela 4.3: Valores encontrados no regime pseudo estacionario

1° Estdgio 2° Estdgio
C,=1,0x10° g/L C,=2,0x107 g/L
q1 = 0,2 g/Lres qQz2=2,5g/Lres
S;=90g/L S;=19¢g/L
E; =0,46 mol/L E; =0,1 mol/L

Rendimento = 90%
Produtividade = 73,5 g/L.h

Retencdo enzimatica = 97%

4.3. Estudo Dinamico do Processo

O comportamento dindmico do processo foi estudado com o objetivo de conhecer o
comportamento das concentragdes no primeiro e segundo estdgios mediante perturbacoes
provocadas no sistema. Estas informag¢des s@o de grande valia na montagem e operagdo do
sistema, pois € possivel prever o comportamento das concentragdes frente as perturbagdes:
se serdo permanentes, ou retornardo ao valor inicial e qual a sensibilidade do sistema, ou

seja qual a magnitude dos desvios das respostas frente as perturbagdes.

Este estudo permite ainda a escolha da varidvel manipulavel para estudos futuros de

estratégias de controle do processo.

Os pardmetros operacionais considerados para este estudo foram a vazdo de
alimentacdo no 1° estagio (F;), a vazdo de alimentag@o no 2° estagio (F»), a vazdo de reciclo

(F;), que se relacionam diretamente com os tempos de residéncia hidraulicos no 1° e 2°
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estagios (ty) € Th2) € o tempo de residéncia de sélidos (1;). Por influenciarem os pardmetros
cinéticos, foi avaliado o efeito da variagdo da concentra¢do inicial de dextrana-sacarase
(Co) e da concentragdo inicial de NaCl (Eo). Foram provocadas perturbagdes da ordem de
20% acima dos valores das vazdes, expostos na Tabela 4.1 e dos valores de Co e Eo em

relagdo ao valores de regime permanente, apresentados na Tabela 4.3.

Os resultados obtidos sdo apresentados na forma admensional, representados pela
razao entre as concentra¢des obtidas ao longo do tempo depois das perturbagdes e aquela

obtida em regime estacionario antes da perturbagio (C/Ce)

As Figuras 4.2, 4.3, 44, 4.5 e 4.6 apresentam as respostas para perturba¢des na
concentra¢do inicial de cloreto de sodio, (Eo), na vazéo de entrada do primeiro reator (F;),
na vazdo de entrada do segundo reator (F3), e na vazdo de reciclo (F;). A Figura 4.4 mostra

a resposta a uma perturbag@o de 50% no valor de referéncia de F;.

Pode-se perceber uma resposta bastante semelhante para todas as perturbagdes, no
segundo estigio (linha pontilhada). As respostas sdo tipicas de um sistema de 1% ordem e
bastante lentas, j4 que um novo valor de regime sé comeca a se delinear em torno de 50
horas para perturbagdo em Eo (Figura 4.2) e F, (Figura 4.6), sendo um pouco mais rapidas
para F; e F, (Figuras 4.3 e 4.4), ficando entre 35 e 40 horas o tempo para restabelecimento

do regime permanente.
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De maneira geral as respostas as perturbagdes no 1° estdgio, parecem ser em todos
0s casos, respostas ndo lineares e bastante semelhantes para todas as perturbagdes. Nas
primeiras 20 horas hd um aumento na concentra¢io de enzima livre, que passa entio a cair,

sendo que mesmo ap6s 50 horas, ndo alcangou-se um valor estacionario.

A resposta a uma variagdo na concentragéo salina, Eo (Figura 4.2) é um pouco mais
suave que as varia¢des nas vazdes Fi, F» e F,. Se o valor da concentragdo enzimatica for
verificado apds 35 horas para todas as perturbagdes, pode-se verificar que no caso das
vazdes, esta situa-se aproximadamente num correspondente a 40% do valor de referéncia,
enquanto que com o acréscimo de 20% na concentragdo de NaCl este valor sofre uma

redug@o de apenas 10%.

4.4. Conclusoes:

Neste capitulo foi realizada a modelagem matematica do processo € avaliado o seu
comportamento dindmico frente & perturbagdes que possam ocorrer levando-o para uma
nova condicdo de estado estacionario. Analisando os perfis de resposta em fungéo do tempo
para as perturbagdes, foi possivel perceber que o segundo estagio apresenta em todos os
casos respostas tipicas de um sistema de 1* ordem. Para o primeiro estagio foi observado

um comportamento ndo linear.

As respostas sdo de maneira geral bastante alteradas com as perturbagdes chegando
a acréscimos (no segundo estigio) e decréscimos (no primeiro) da ordem de 80%. As
respostas sdo ainda bastante lentas, ndo atingindo novo regime permanente antes de 40

horas em nenhum caso.

Estas informacdes sdo lteis para trabalhos futuros de estratégias de controle, e a
modelagem matematica sera utilizada no proximo capitulo de estudo prévio de otimizagao

de processos através de simulagdes.
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5. Otimizac¢ao do Processo

5.1. Introducao

O estudo da otimizag@o do processo foi feito através de técnicas de planejamento
fatorial e analise de superficies de resposta utilizando o modelo deterministico
desenvolvido no capitulo 4. As condigdes operacionais para obtengdo de rendimento,
produtividade e retengdo enzimdtica maximos foram investigadas, analisando inicialmente
sete varidveis independentes: tempos de residéncia de sélidos e hidraulicos nos dois

reatores, fragdo de liquidos e concentragdes iniciais de sacarose, dextrana-sacarase € NaCl.

Com o grande nimero de varidveis envolvidas e a complexidade do sistema em
estudo, a otimizacdo do processo através de uma metodologia de tentativa e erro além de
ndo levar em conta os efeitos de interagdo entre os pardmetros, seria bastante complicada
do ponto de vista operacional. Assim a andlise de superficies de resposta e as simulagdes a
partir de um modelo deterministico mostram-se como importantes ferramentas no

planejamento e otimizag@o de bioprocessos, como citado por Kalil, (2000).

Assim, a otimizago do processo poderia ser feita através de planejamento fatorial
completo, envolvendo neste caso 128 ensaios, apenas para o modelo linear, ja que sete
vari4veis seriam analisadas. Mesmo langando mdo de simulagdes de operagdo através do
modelo desenvolvido, o nimero de ensaios seria bastante grande e poderia ser diminuido
por um “screening design”, ou seja, selecionar as varidveis que apresentam maior efeito
sobre as respostas em estudo. Esta selegdo foi feita pelo método de Plackett & Burman,
(1946) sendo as variaveis selecionadas, com maior influéncia sobre o sistema, utilizadas

num planejamento fatorial completo.

A analise dos resultados através da ANOVA (anélise de varidncia) permitiu elaborar
um modelo matematico para correlacionar as respostas desejadas em fungéo dos pardmetros

estatisticamente significativos, gerando entfio superficies de resposta que forneceram



informagdes sobre as faixas mais adequadas das variaveis que conduziam ao maximo de

rendimento e reten¢do se prejuizo da produtividade.

S.2. Sele¢ao das variaveis — “Screening Design”

A metodologia de “screening design” desenvolvida por Plackett & Burman (PB)
(1946), foi utilizada na selegdo das varidveis mais importantes do processo. Os
planejamentos mais usuais propostos neste método, envolvem a execugio de 12, 20, 24 , 28
ou 36 ensaios, podendo ser usados para qualquer niimero de varidveis de entrada, sendo
conveniente realizar pelo menos quatro ensaios a mais que o numero de variaveis,

aumentando os graus de liberdade e consequentemente determinando o erro padrio.

Para o processo em estudo neste trabalho, foram consideradas 7 variaveis, cujos
efeitos sobre rendimento, produtividade e retencio enzimatica, deveriam ser avaliadas:
tempo de residéncia de sélidos nos reatores (ts), tempo de residéncia da por¢do liquida no
reator 1 e 2 (tn; € ), fragdo de liquido (g), concentragdes de enzima (Co), sacarose (So) e
NaCl (Eo) na alimentagéo. Neste caso um planejamento completo a 2 niveis correspondetia
a 128 ensaios ( 2’ ). Foi usado entdo um planejamento Plackett-Burman de 12 ensaios,
sendo estabelecidas as faixas de trabalho das varidveis, com nivel inferior (-1) e superior

(+1), como mostra a Tabela 5.1.

74



Tabela 5.1: Faixas de estudo das varidveis em anélise: tempo de residéncia de sélidos nos
reatores (ts), tempo de residéncia da porgo liquida no reator 1 e 2 (t; € Th2), fragdo de

liquido (g), concentragdes de enzima (Co), sacarose (So) e NaCl (Eo)

Varidveis
Niveis wth)  wi(h) wn2(h) £ Co(g/L) So(g/l) Eo(molL)
-1 50 1 0,2 0,8 4 75 0,4
+1 400 3 0,6 0,9 12 125 0,6

Os valores das varidveis apresentados na Tabela 5.1 foram baseados em
experiéncias anteriores no trabalho com a produc@o de dextrana. O tempo de residéncia
hidraulico no 1° reator foi estimado entre 1 ¢ 3 horas, que é o tempo necessario para se
obter rendimento méximo para concentragéo de enzima na faixa indicada (Co). No segundo
reator, como teoricamente ndo ha reagdo enzimatica, o tempo de residéncia imposto, foi o
julgado suficiente para que se atingisse o equilibrio no processo de dessorgdo, segundo
ensaios realizados. A fragdo de liquidos foi imposta numa faixa, em que a quantidade de
s6lidos ndo fosse muito pequena e nem muito grande, permitindo a circulagio da resina no
sistema. A concentragdo de sacarose foi escolhida numa faixa onde a inibi¢do pelo

substrato ndo se tornasse evidente e a de NaCl, baseada em ensaios anteriormente relatados
(Capitulo 3)
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Tabela 5.2: Planejamento Experimental baseado no Plackett-Burman de 12 ensaios e

respostas obtidas de rendimento, produtividade e retengio enzimatica.

Varidveis

Ensaio 7, 1, Th2 £ Co So Eo Rend Prod  Ret
(%) (&L.h) (%)

1 +]. -1 +1 et SN | -1 94 260 13
2 +1 -1 +1  +1 +1 -1 -1 41 38 27
3 -1 41 | +1 -1 -1 -1 92 46 65
4 1 4] +1] -1 -1 -1 +1 81 40 66
5 +1  +1 -1 -1 -1 +1 -1 94 140 38
6 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 80 200 26
7 -1 -l -1 +1 -1 +1 +1 84 140 10
8 -1 -1 ], -1 +1 +1 -1 44 35 62
9 -1+l -1 1 +1] -1 1 97 260 28
10 +1 -1 %] | -1 *] +1 43 24 13
11 -1+l ] -1 +1 +1 +1 87 68 i)
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 82 120 33

A Tabela 5.2 mostra as respostas obtidas em cada ensaio para rendimento,
produtividade e reten¢do enzimaética, através de simulagdes do modelo anteriormente

desenvolvido.

Com os resultados obtidos foram calculados através do aplicativo STATISTICA,

versdo 5.0, os efeitos das varidveis investigadas sobre as respostas de interesse (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3: Estimativa dos efeitos das variaveis sobre as respostas: rendimento,

produtividade e reteng@o enzimatica

Efeitos
Varidveis Rendimento Produtividade Retengdo Enzimadtica
T -8.83 5,50 -15,30*
Thi 28,50* 42,83* 19,30*
Tha -23,83* -144,30* 27,00%
£ -2,83 27,50 24,30*
So -5,50 58,50* 1,30
Co -4,50 -6,17 -5,30
Eo 4,17 15,50 -3,00
Média 76,60 114,30 38,2

(*) Valores estatisticamente significativos a 95% de confianga (p<0,05).

Pelos resultados obtidos na tabela pode-se verificar que o tempo de residéncia
hidraulico no 1° reator tem influéncia em todas as respostas, assim como o tempo de
residéncia hidraulico no 2° estagio. O tempo de residéncia de solidos s6 influi
significativamente sobre a retengdo da enzima no sistema, da mesma maneira que a fracdo

de liquidos. A concentrago inicial de sacarose s6 afeta a produtividade.

Assim, dentro da faixa estudada verifica-se que as variaveis Co e Eo, ndo alteram as

respostas de interesse, sendo entdo eliminadas do planejamento experimental.

A seguir foi realizado entio um planejamento experimental completo levando em
conta as variaveis T, Thi, Tha, € € S0, com 0 objetivo de aumentar o rendimento, a retengao
enzimética e a produtividade. Como geralmente as condigoes de operagdo que levam a um
aumento no rendimento ocasionam um decréscimo na produtividade, foi definida uma

fungdo denominada resposta otimizada (RO), através da qual foi possivel estabelecer faixas
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adequadas de operagdo, para obtencdo de niveis tdo altos quanto possivel de rendimento,

retencdo e produtividade. A resposta otimizada é representada pela Equagédo 5.1.

RO =REND x PROD x RET (5.1)

S.3. Planejamento Experimental e Analise de Superficies de Resposta

Os meétodos de planejamento experimental mais conhecidos s&o o simplex, o
planejamento fatorial fracional e o fatorial completo. O método simplex e suas derivagdes
sdo mais adequados para ensaios rapidos, ja que as condi¢des em que devem ser feitos os

ensaios, dependem da resposta do ensaio anterior (Box et al.,1978).

O método de otimizag@o por analise de superficies de resposta tem como base o
planejamento fatorial. Consiste num grupo de técnicas usadas para o estudo empirico das
relacdes entre uma ou mais respostas como rendimento e produtividade, que possam ser
medidas analiticamente, e um numero de varidveis de entrada que possam ser controladas.
Através destas técnicas pode-se avaliar como uma resposta numa regido de interesse €
afetada por um conjunto de variaveis de entrada, ou ainda que conjunto de varidveis de
entrada resultardo em respostas dentro de especifica¢des desejadas ou no melhor valor para

uma resposta especifica.

Para aplicar o método de andlise de superficies de resposta € necessario
primeiramente programar ensaios através de um planejamento fatorial. Para tanto um
numero fixo de niveis devem ser selecionados para cada varidvel de entrada , sendo
realizados experimentos com todas as combinagdes possiveis. Para reduzir o nimero de
experimentos a0 minimo possivel, um planejamento com 2 niveis (+1 e -1) mostra-se
eficiente. Num sistema onde serdo analisadas n variaveis de entrada, deverdo ser realizados

2" ensaios para investigar todas as combinagdes possiveis. Para estimar o erro experimental
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devem ainda ser realizados ensaios em triplicata nas condi¢des intermedidrias a cada nivel

(nivel zero ou ponto central do planejamento) (Box et al., 1978).

Com os dados obtidos € possivel calcular os efeitos simples e de interagdo das
variaveils sobre as respostas, determinar quais s3o os efeitos mais significativos,
comparando o valor do efeito com o do erro experimental estimado, através dos intervalos
de confianga e teste p, e ajustar um modelo de primeira ordem para correlacionar variveis

€ respostas.

Caso se deseje outras condi¢des experimentais ndo previstas pelo planejamento ou
se o0 modelo de 1* ordem ndo estiver bem correlacionado com os valores experimentais,
pode-se complementar o planejamento fatorial inicial realizando ensaios segundo a
configuracdo estrela (Khuri & Cornell, citado por Rodrigues, 1993), para obter um modelo
quadratico. Neste caso, se o numero de variaveis for g, deverdo ser feito 2xg experimentos
distribuidos rotacionalmente a uma distdncia o do ponto central (pontos axiais), onde o é

dado por

a=42¢ (5.2)

Para avaliar se os modelos empiricos apresentam grau de ajuste adequado aos dados
experimentais, Box et al. (1978) indicam a andlise estatistica baseada no coeficiente de

correlagdo da regressdo e no valor estimado para o teste F, descritos a seguir.

O coeficiente de correlagdo € um pardmetro estatistico que compara a variancia dos
pontos experimentais em relagdo ao modelo proposto, com a varidncia da propria
populagdo de pontos experimentais. Quando o valor do coeficiente € 1, a correlagdo entre
os valores previstos pelo modelo e os valores experimentais € perfeita e quando o valor for
zero, ndo ha correlagdo. De maneira simplificada, em termos qualitativos, quanto mais
préximo da unidade estiver o valor do coeficiente de correlagdo, melhor serd o ajuste do

modelo aos pontos experimentais.
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Comparando o valor estimado do teste F a partir dos dados experimentais com o
valor tabelado para uma distribui¢do de referéncia, € possivel verificar a relevancia

estatistica dos fatores experimentais no valor das respostas.

O fundamento do teste F consiste em verificar se existe relagdo entre as variaveis €
a resposta. Segundo Barros Neto et al. (1995), quando ndo ha essa relagdo pode-se
demonstrar que a razdo entre as médias quadraticas da regressdo e dos residuos (MQR /
MQr) segue uma distribui¢do F (hipdtese nula). Neste caso, a variagéo nos valores dos
resultados foi devido exclusivamente a fatores aleatérios. A hipétese nula pode ser testada
pelo valor efetivamente calculado de MQgr (média quadratica da regressdo) / MQ; (média
quadratica do residuo) para comparagdo com o valor de F tabelado. Se os valores forem
proximos pode-se afirmar que o modelo ndo é significativo estatisticamente e se MQR /

MQ); for maior que o valor de F tabelado a regresséo ¢ significativa.

Segundo Box & Wetz (1973), para assegurar que o modelo além de estatisticamente
significativo € também preditivo o valor da razdo MQg / MQ; deve ser 4 a 5 vezes o valor

de F tabelado.

Como citado no item anterior, foi feito um tnico planejamento com cinco variaveis,
englobando as trés respostas; rendimento, produtividade e retengfo enzimatica. Assim
foram executados 2’ ensaios para verificagio de um modelo linear e mais 10 ensaios
distribuidos rotacionalmente (pontos axiais), a uma distdncia o do ponto central. Para o
trabalho em questdo, utilizando a equagdo 5.1 com g = 5 tem-se o = 2,38, portanto para o

modelo quadratico serdo incluidas as faixas —2,38 e +2,38.

Na Tabela 5.4 sdo apresentadas as faixas das varidveis utilizadas para o

planejamento fatorial completo.
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Tabela 5.4: Faixa de valores das varidveis, usadas no planejamento fatorial

Varidaveis
Niveis %(h) Tni(h) Th2(h) £ So(g/L)
-2,38 50,0 1,0 0,2 0,8 75,0
-1 1515 1,6 0,33 0,83 89,5
0 225,0 2,0 0,4 0,85 100,0
+1 298,5 2,4 0,48 0,87 110,5
+2,38 400,0 3,0 0,6 0,9 125

Definidas as faixas, foram obtidos as respostas para os 43 ensaios, sendo 32

correspondentes ao modelo linear (2°), mais 10 ensaios para completar o modelo quadratico

e 1 ensaio no ponto central. As condigdes dos ensaios e seus resultados estdo apresentados

na Tabela 5.5, e foram obtidos assumindo o volume de liquido igual a 1 litro nos dois

reatores.

Pelos resultados apresentados na Tabela 5.5, pode-se observar que o valor maximo

da funcio RO (resposta otimizada) € obtido no ensaio 19 e ndo coincide com o méaximo de

nenhuma das outras trés respostas, no entanto ¢ maior produto das trés, ou seja os maiores

valores possiveis para as trés respostas.
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Tabela 5.5: Planilha do planejamento fatorial completo com valores codificados das

variaveis e respostas obtidas por simulagdo

Ensaio ¢, s Tz £ So  REND PROD  RET  ROxIO®

1 -1 -1 -1 -1 -1 81 93 40 3,01
2 1 -1 -1 -1 -1 81 93 38 2,86
3 -1 1 5| e | 1 88 100 45 3,96
4 1 1 -1 -1 1 88 100 42 3,70
5 -1 -1 1 -1 -1 72 55 52 2,06
6 -1 1 -1 -1 71 55 50 1,95
7 -1 1 1 -1 -1 83 63 57 2,98
8 1 1 1 1 -1 82 63 54 2,79
9 -1 4] -1 1 S| 82 98 29 2,33
10 1 1 -1 1 -1 81 98 27 2,14
11 -1 1 -1 1 -1 89 110 34 3,33
12 1 1 -1 1 -1 88 110 32 3,10
13 -1 -1 1 1 -1 73 57 42 1,75
14 1 -1 1 1 -1 72 57 39 1,60
15 -1 1 1 1 -1 83 66 47 2,57
16 1 1 1 1 -1 82 66 44 2,38
17 -1 -1 -1 -1 1 81 110 40 3,56
18 1 -1 -1 -1 1 81 110 38 3,39
19 -1 1 -1 -1 1 88 120 45 4,75
20 1 1 -1 -1 1 88 120 42 4,44
21 -1 -1 1 -1 1 72 67 52 2,51
22 1 -1 1 -1 1 71 67 50 2,38
23 -1 1 1 -1 1 83 77 57 3,64
24 1 1 1 -1 1 82 77 54 3,41
25 -1 1 -1 1 1 81 120 29 2,82
26 1 -1 5 1 1 81 120 27 2,62
27 -1 1 <1 1 1 89 130 34 3,93
28 1 1 = 1 1 88 130 32 3,66
29 -1 -1 1 1 1 72 71 42 2,15
30 1 -1 1 1 1 71 71 39 1,97
31 -1 1 1 1 1 83 81 47 3,16
32 1 1 1 1 1 82 81 44 2,92
33 -2,38 0 0 0 0 85 86 53 3,87
34 2,38 0 0 0 0 81 86 42 2,93
35 0 -2,38 0 0 0 61 64 34 1,33
36 0 2,38 0 0 0 88 93 47 3,85
37 0 0 2,38 0 0 91 190 22 3,80
38 0 0 2,38 0 0 73 51 55 2,05
39 0 0 0 2,38 0 81 81 54 3,54
40 0 0 0 2,38 0 82 91 28 2,09
41 0 0 0 0 -2,38 82 64 43 2,26
42 0 0 0 0 2,38 82 110 43 3,88
43(C) 0 0 0 0 0 82 86 43 3,03
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Com os resultados de cada ensaio, o aplicativo STATISTICA versdo 5.0 foi mais
uma vez utilizado para verificar os efeitos das variaveis, os coeficientes de regressdo do
modelo quadrético, a analise da varidncia do modelo e as superficies de resposta através das

quais foi feita o estudo da otimizagdo do processo.

A Figura 5.1 apresenta os valores dos efeitos principais das varidveis sobre as trés
respostas, que correspondem a média dos efeitos na resposta devido a mudanga da variavel
da faixa +1 para -1. Isto significa por exemplo que se tp; passar de 0,33 para 0,48 h, a

resposta, produtividade cai em média 43%.

Efeitos das Variaveis
25

10 .
= KX

- I—

20 b {

-35
) REND
EE PROD

-50

TAUS TAUH1 TAUHZ EPSILON S0 BA RET

Figura 5.1: Efeitos das variaveis sobre o rendimento, a produtividade e a retengao

enzimatica

Analisando cada resposta pode-se perceber que no caso do rendimento afetam
significativamente a resposta apenas os tempos de residéncia hidraulicos nos dois reatores
Th; € The. Um aumento no primeiro causa um aumento no rendimento € um aumento no
segundo um decréscimo de mesma magnitude. E possivel verificar a concordancia destes

resultados com os obtidos do Plackett-Burman (Tabela 5.4).
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Para a produtividade, nota-se que tém influéncia mais marcante, 1, So, T € €,
nessa ordem. O aumento no tempo de residéncia hidraulico do segundo reator, acarreta uma
diminui¢do acentuada na produtividade. Aumentos de So e T implicam em aumento de
produtividade. A varidvel € ndo aparece como significativa no PB e pode-se perceber que
no planejamento fatorial completo, sua influéncia ndo € muito grande, podendo ser

desprezada sem prejuizo na estratégia de otimizagdo.

Ainda analisando a Figura 5.1 € possivel perceber que como previu o planejamento
de Plackett-Burman as varidveis Ty, Th2, € € Ts tem efeito significativo sobre a retengdo da
dextrana-sacarase no sistema. Um acréscimo no valor de ¢ (diminuigdo na quantidade de
adsorvente), faz com que mais enzima seja perdida, o que € légico do ponto de vista do
processo. Um aumento no tempo de residéncia de sélidos, traz um pequeno decréscimo na
retencdo e ndo afeta nenhuma das outras respostas. Assim como nas demais respostas
estudadas, o aumento do tempo de residéncia hidraulico no primeiro reator incrementa a
retencdo enzimatica. O tempo de residéncia hidraulico no 2° reator, entretanto tem um
comportamento oposto, enquanto seu aumento diminue o rendimento e a produtividade,
aumenta a reten¢@o da dextrana-sacarase. Neste caso € marcante a importancia da anélise
das superficies de resposta para que se possa determinar faixas de operagio que possam

trazer resultados razoaveis para as trés variaveis.

Além dos efeitos principais das variaveis sobre as respostas, descrito acima, existem
os efeitos de interagdo, ou seja variagdes que surgem nas respostas em conseqiiéncia da

interagao de duas ou mais varidveis.

Serdo apresentados a seguir os resultados obtidos do planejamento fatorial
completo, para cada uma das varidveis, apresentando os coeficientes de regressdo para o
modelo quadratico obtido, a tabela de Analise de Variancia ou ANOVA, um grafico com os

valores preditos pelo modelo e os observados e as superficies de resposta.
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¢ Rendimento

Na Tabela 5.6 encontram-se os coeficientes de regressdo para o modelo quadratico
para predigio do rendimento. E importante salientar que os pardmetros obtidos sdo para o
modelo codificado, ou seja, os valores das varidveis ndo assumem seus valores reais, mas
os codificados, dentro da faixa estudada. Os valores expostos sdo os estatisticamente

significativos a 95% de confiancga.

Tabela 5.6: Coeficientes de regressdo para o modelo quadréatico - RENDIMENTO

Varidvel Coeficiente Erro 1(37) p -95, %Lim. +95, % Lim.
Regressdo Padrao Conf. Conf.
Med/Inters. 82,22 0,157 523,67 0,000 81,900 82,534
(1) 15 (L) -0,474 0,116 -4,100 0,0002 -0,708 -0,240
(2) T (L) 4,784 0,116 41,407 0,000 4,550 5,018
1 (Q) -1,346 0,105 -12,811 0,000 -1,559 -1,133
(3) ey (L) -3,782 0,116 -32,7334 0,000 -4,016 -3,548
2L por 3L 0,906 0,134 6,742 0,000 0,634 1,179

Onde:

L é o coeficiente do termo linear e Q do termo quadratico.

O modelo obtido pela regressdo, que relaciona o rendimento com Ts, Thi € Th2, € O

seguinte:

REND = 82,22 - 0,47 15+ 4,78 Tn1 — 3,78 T2 +0,91 Ty Tn2 —1,35 Thi (5.2)

Para avaliacio do desempenho do modelo, conforme colocado por Barros Neto et al.
(1995), inicialmente analisa-se os desvios das observagdes com respeito a media global.

Isto pode ser feito pela Soma Quadrética Total (SQr), expressa como segue:
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SQr = I(valor obs — valor médio) (5.3)

SQt compreende a soma quadratica devido a regressdo (SQgr) e devido ao residuo
(SQ:). Estes resultados, bem como os graus de liberdade, a média quadratica e o teste F

calculado encontram-se na tabela ANOVA (tabela 5.7).
A porcentagem de variagé@o explicada ¢ dada por:
% de variagdo explicada = SQgr / SQ; 5.4

A Figura 5.2 mostra os valores observados versus os previstos pelo modelo,
podendo-se observar que o modelo pode ser aplicado em toda faixa de estudo, pois os

pontos observados, estdo bem proximos da reta dos valores previstos. O valor da % de

variancia explicada foi 98,78%.
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Figura 5.2: Valores previstos vs. observados — RENDIMENTO
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Tabela 5.7: Tabela ANOVA para o RENDIMENTO

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variac¢ao Quadrdtica Liberdade Quadrdtica
Regressao 1741,77 5 348,35 602,46
Residuo 21,39 37 0,578
Total 1763,16 42

% de variagdo explicada = 0,9878
F 099.5,37= 3,56

De modo a verificar se 0 modelo explica adequadamente a variagdo nos dados
experimentais ou de simulag@o, ou seja se o modelo € preditivo, foi utilizado o teste F de
significAncia. Para isto, é feita a comparagdo entre o valor de F estimado com o valor
tabelado de uma distribuigdo de freqiiéncia de referéncia Fs. ji1, s ( & é o nivel de
significdncia, j é o numero de pardmetros no modelo e s € o niimero total de observagdes).
O fundamento consiste em verificar se a hipotese nula é valida, ou seja se as modifica¢des
introduzidas nas condi¢des experimentais nfo tiveram nenhum efeito nos resultados obtidos

e as variagdes nos valores destes resultados foram devido exclusivamente a valores

aleatorios.

O valor tabelado para F a 99% de confianga foi 3,56, bem inferior ao valor obtido
com o modelo, assim a hipétese nula € rejeitada a um nivel & de significancia e pode-se
afirmar que a quantidade de variagdo devido ao modelo ¢ significativamente maior que a

variacdo nfo explicada, e o0 modelo € considerado valido.

Sendo o modelo obtido valido, é possivel gerar as superficies de resposta para todas
as combinagBes possiveis de varidveis, que serdo analisadas para verificar as faixas de

operagdo que levam a otimizag¢do do rendimento.
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As superficies de resposta representam a variacdo da resposta com as varidveis
selecionadas duas a duas, enquanto as demais estdo no ponto central. As Figuras 5.3

apresentam as superficies de resposta para o rendimento em fun¢o de Th,Ths € Ts.

As Figuras 5.3 (a) e (b) mostram que o rendimento € maior para valores baixos de
Th2 € altos de th1, quando o primeiro estd no limite minimo e o segundo em torno de 2,5 h, o
rendimento um maximo, da ordem de 90%. Verifica-se ainda que para valores baixos de Tn,
o rendimento varia pouco com o aumento de T, passando de 80 a 90%, o mesmo néo
acontece para valores altos de 1y, quando a variagdo de ty de 1 para 3 horas causa um

acréscimo no rendimento de algo em torno de 40% para 85%.

Pelas Figuras 5.3 (c) e (d) € possivel verificar que tanto para valores altos como
baixos de 1) 0 rendimento praticamente ndo se altera com a variagdo de t,. De maneira
inversa, para valores altos ou baixos de 15 o rendimento varia consideravelmente com o

tempo de residéncia hidraulico no 1° reator, passando de 60 para 85%.

A observacédo das Figuras 5.3 (e) e (f), leva a conclusdo de que a variagdo de T, ndo
influencia significativamente no rendimento, para t,; no limite minimo ou maximo da faixa

estudada. A diminuigdo de T, de 0,6 para 0,2 h, faz com que o rendimento passe de 70 para

90%.

Assim, a maximiza¢do do rendimento esta associado a valores altos do tempo de
residéncia hidraulico no 1° reator, em torno de 2,5 h, e valores baixos do tempo de

residéncia hidraulico no 2° reator, abaixo de 0,2 h.
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e Produtividade

Assim como foi feito para o rendimento, a partir dos resultados do planejamento
apresentado na Tabela 5.8, foi feita a otimizagdo da produtividade, partindo da obtengéo de
um modelo quadratico. A Tabela 5.8 apresenta os coeficientes de regressdo estatisticamente

significativos para 95% de confian¢a.

Tabela 5.8: Coeficientes de regressdo para o0 modelo quadrético — Produtividade.

Varidvel Coeficiente Erro 137) P -95, %Lim.  +95, % Lim.
Regressio Padrao Conf. Conf.
Med/Inters. 82,845 0,978 84,734 0,000 80,864 84,8261
(2) ; (L) 5,102 0,720 7,091 0,000 3,644 6,560
(3) 1 (L) -23,5168 0,720 -32,984 0,000 24,975 22,059
T (Q) 6,364 0,654 9,726 0,000 5,039 7,690
4) & (L) 2,766 0,720 3,844 0,0005 1,308 4,223
(5)So (L) 8,713 0,720 12,110 0,000 7,256 10,171

Com os valores da tabela 5.8 foi obtido o modelo codificado para predi¢do da

produtividade em fungdo de 1y, Th2, € € So, sob a forma da equagéo 5.5.
PROD = 82,85 + 5,10 T —23,51 To + 2,77 € + 8,71 So + 6,36 T (53]
A Figura 5.4 mostra os valores observados, obtidos por simulagéo e os previstos

pelo modelo acima. Novamente houve um 6timo ajuste, sendo obtido uma % de variéncia

explicada (R?) de 97,4%.
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Figura 5.4: Valores previstos versus observados - PRODUTIVIDADE
A andlise de varidncia para o modelo encontra-se na Tabela 5.9, onde pode ser

observado o valor de F = 274,9, mais de 77 vezes maior que o valor tabelado, 3,56, o que

indica que foi obtido um modelo preditivo.

Tabela 5.9: Tabela ANOVA para a PRODUTIVIDADE

Fonte de Soma Quadratica Graus de Média Teste F
Variagéo Liberdade Quadratica
Regressdo 30822,52 5 6164,50 2749
Residuo 829,67 37 22,42
Total 31652,19 42

% de variagdo explicada = 0,9738
F 099.5,37= 3,56
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As Figuras 5.5 (a) até (1) apresentam as respostas de produtividade para variagdes

dos parametros envolvidos no modelo, duas a duas.

As Figuras 5.5 (a) e (b), mostram que as produtividades alcangadas com valores
mais altos de So sdo maiores. Para concentragdo de sacarose de 75 g/L a produtividade
passa de 55 para 73 g/L.h, um aumento de pouco mais de 30%, quando passamos de 0,81
para 0,90 a frag@o de liquidos nos reatores. Usando So na faixa de 120 g/L, a produtividade
passa de algo em torno de 98 g/L.h para mais de 111 g/L.h, um aumento de apenas 13%. A
superficie indica que dentro da faixa estudada das variaveis, a produtividade é méaxima para
valores elevados de So e de €, embora este Gltimo ndo apresente uma influéncia tdo grande

quanto o outro.

As Figuras 5.5 (c) e (d) tem um comportamento semelhante & anterior, envolvendo
no entanto a fragdo de liquidos e o tempo de residéncia hidraulico no 1° estagio. Sdo obtidas
produtividades mais elevadas para valores mais altos de € e . O acréscimo em € para
qualquer faixa de 74;, ocasiona uma alteragdo menos pronunciada na produtividade. Para
tempos de residéncia proximos a 3 horas a produtividade gira em torno de 90 a 100 g/L.h,

para qualquer valor de «.

Analisando-se a variagdo da produtividade com a fragdo de liquido e tempo de
residéncia hidrdulico no 2° reator (Figura 5.5 (e) e (f)), pode-se perceber que a
produtividade varia muito com Tsy, sendo méxima para valores pequenos, em torno de 0,2
h. O parametro €, tem pouca influéncia, ou seja, a produtividade praticamente néo se altera

com a variagdo da fragdo de liquidos.

A produtividade atinge um valor muito baixo quando o tempo de residéncia €
superior a 0,4 h, como pode ser também constatado pela Figura 5.5 (g). Para valores em
tormo de 0,2 h, a produtividade atinge seus valores mais altos, principalmente para

concentracdes de sacarose altas, embora sua influéncia ndo seja muito marcante.
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Analisando-se a varia¢do da produtividade com So e 1y, através das Figuras 5.5 (1)
e (j), observa-se um maximo de produtividade em altas concentragdes de sacarose e grandes
tempos de residéncia no primeiro estagio. O aumento da produtividade com o aumento do
tempo de residéncia é da ordem de 50% para concentragdes baixas, sendo atingido um
valor méaximo de 80 g/L.h , com 75 g/L de sacarose e tempo de residéncia de 3 horas. No
limite oposto, com So = 125 g/L o acréscimo é menor, mas o0 maximo de produtividade é

atingido com 3 h de tempo de residéncia, ao redor de 120 g/L.h.

Assim para se atingir altas produtividades (120 g/L.h), concentragdes de sacarose da

ordem de 125 g/L devem necessariamente ser alimentadas no sistema.

O 1ltimo par de varidveis a ser analisado quanto a sua influéncia na produtividade
sdo os tempos de residéncia hidraulica no 1° e 2° reatores. Da Figura 5.8 (b) pode-se
concluir que Ty, tem uma importdncia muito maior que T,;, em se tratando da
produtividade. Desde que valores baixos de th, sejam verificados, a produtividade sera alta,

para qualquer valor de 1.

Através das superficies de resposta analisadas até aqui ja se pode afirmar que tanto
rendimento quanto produtividade sdo favorecidos por tempo de residéncia de liquidos baixo

no 2° reator (th2) € alto no 1° (tny).

e Reten¢iao Enzimatica

Assim como foi feito para o rendimento e a produtividade, a partir dos resultado do
planejamento apresentado na tabela 5.6, foram feitas as analises de superficies de resposta
para a reten¢do enzimatica, partindo da obten¢do de um modelo quadratico. A tabela 5.10
apresenta os coeficientes de regressdo estatisticamente significativos para 95% de

confianga.
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Tabela 5.10: Coeficientes de regressdo para o modelo quadratico - RETENCAO

ENZIMATICA.

Varidvel Coeficiente Erro t(37) P -95, %Lim. +95, % Lim.
Regressdo Padrdo Conf. Conf.
Med/Inters. 42,060 0,299 140,658 0,000 41,459 42,667
(1) = (L) -1,528 0,127 -12,120 0,000 -1,786 -1,270
1, (Q) 0,983 0,123 7,587 0,000 0,687 1,190
(@) (L) 2,468 0,127 19,424 0,000 2,210 2,726
T (Q) -0,300 0,124 -2,418 0,021 -0,550 -0,0480
(3) e (L) 6,337 0,127 49,866 0,000 6,079 6,595
T (Q) 0,653 0,124 -5,277 0,000 -0,904 -0,401
(d)e (L) -5,306 0,127 -41,7546 0,000 -5,564 -5,048

Com os valores da Tabela 5.10 foi obtido o modelo codificado para predigéo da
reten¢do da dextrana-sacarase no sistema em fung@o de Tni, Tha, Ts€ €, sob a forma da

equagdo 5.6.

RET = 42,06 -1,53 1 + 2,47 Ty + 6,34 152 — 5,31 £ + 0,94 12 =0,30 tp1” — 0,65 2" (5.6)

A Figura 5.6 mostra os valores observados, obtidos por simulag@o e os previstos
pelo modelo acima. Novamente houve um 6timo ajuste, sendo obtido uma % de variancia

explicada de 99,3%.

A analise de varidncia para o modelo encontra-se na tabela 5.12, onde pode ser
observado o valor de F = 691,98, quase 200 vezes maior que o valor tabelado, 3,21, o que

indica que foi obtido um modelo preditivo.
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Tabela 5.11: Tabela ANOVA para a RETENCAO ENZIMATICA

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacdo Quadrdtica Liberdade Quadrdtica
Regressdo 3387,92 ¥ 6164,50 483,99
Residuo 2424 35 22,42
Total 3412,40 42

% de variagdo explicada = 0,993

F 0.99.7.35 = 3,21

As Figuras 5.7 (a) a (1), apresentam as respostas de retencdo enzimadtica para

variagOes dos parametros envolvidos no modelo, dois a dois.
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Observando a Figura 5.7 (a) e (b) para verificar a influéncia de 1y € € na retengdo da
dextrana-sacarase no sistema, podemos perceber que neste caso a fragdo de liquidos tem
influéncia significativa sobre a reten¢o, sendo esta tanto maior quanto menor €. A enzima

fica mais retida no sistema quanto maior for o tempo de residéncia hidrdulico no 2° reator.

Pela Figura 5.7 (c) e (d), pode-se comprovar a influéncia de € na retengdo, sendo
esta favorecida por valores pequenos de €, ou seja maior quantidade de sélidos. Quanto ao
tempo de residéncia de sélidos, surge aqui um comportamento curioso devido ao termo
quadratico. Utilizando valores baixos de €, pode-se obter méaximos de retengio tanto abaixo

de 150 h de 15, como acima de 300 h.

Através da Figura 5.7 (a) e (b), fica confirmado que a otimiza¢do da retengdo
enzimatica estd associada com valores baixos de €. Assim pode-se dizer que se forem
usados quantidade de resina de maneira que a fragdo de liquido fique em torno de 80%,

tem-se condigOes de obter valores 6timos de rendimento, produtividade e retengao.

Examinando a Figura 5.7 (c) e (d), mais uma vez percebe-se que ao contrario do
rendimento e da produtividade, ty, deve ser tdo grande quanto possivel para otimizar a
reten¢do enzimatica, sendo grande a dependéncia desta resposta em relagdo a este tempo de
residéncia. Isto fica definitivamente comprovado com a Figura 5.7 (g) . Assim é possivel
concluir que os valores de tempo de residéncia hidrdulico no 2° reator que maximizam
rendimento e produtividade (em torno de 0,2 h) conduzem a muita perda enzimatica. E
impossivel obter um valor 6timo para as trés respostas concomitantemente. Na pratica, €
necessario que se opte por quais respostas otimizar, ou que sejam utilizados valores que
levem a respostas com valores abaixo do 6timo, mas aceitaveis do ponto de vista
econdmico. Uma alternativa para este impasse € a otimizagdo da fungéo resposta otimizada,
citada anteriormente, onde pode-se fazer o estudo da otimizagdo do produto das trés

respostas.

As Figuras 5.7 (i) a (I) confirmam mais uma vez a forte dependéncia entre a

retengdo da enzima e os tempos de residéncia, ficando claro que ) deve ser da ordem de 3
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h, valor este que leva & otimizagdo das trés respostas. Quanto ao tempo de residéncia de

solidos podem ser usados valores abaixo de 150 h ou maiores que 375 h.

Dessa maneira, podemos resumir as verificagdes anteriores, analisando como cada

variavel influi nas trés respostas estudadas.

So : Sua variagdo s6 causa mudangas importantes na produtividade, como ja
havia sido constatado pelo algoritmo de PB. O valor que otimiza a produtividade

dentro da faixa estudada é 125 g/L.

g: Apesar de estar incluido no modelo da produtividade, seu efeito é muito mais
significativo sobre a retengdo enzimatica, devendo permanecer no valor 0,8 para
otimiza-la, como constatado pela anélise das superficies de resposta. Este valor

pode trazer efeito prejudicial para a produtividade se T, for alto ou 141 baixo.

1s: Seu efeito mais significativo € mais acentuado sobre a retengdo enzimatica,
trazendo efeitos negativos para esta apenas na faixa entre 150 e 300h. Fora desta
faixa resultados mais baixos de rendimento podem ser obtidos se o valor de T

for alto (acima de 0,3 h), ou t; for pequeno (abaixo de 2 h).Um valor razoavel

seria 75 h.

Th1: Esta varidvel tem importéncia na otimiza¢a@o das trés respostas, devendo ser

da ordem de 3,0 h para otimiza-las.

T2t Como ja citado anteriormente, esta € a variavel mais controvertida, pois
mantida em valores baixos (0,2 h), otimiza rendimento e produtividade e em

valores altos ( 0,55 — 0,6 h), otimiza a reteng@o.

Para melhor visualizagdo dos resultados das trés respostas utilizando os valores

colocados acima, usaremos o modelo deterministico (capitulo 4) e o probabilistico

(Equagdes 52, 5.5 e 5.6) para calcular a produtividade, o rendimento e a reteng@o

enzimatica. Além dos valores acima serdo feitos calculos com Ty intermediario em 0,4 h.



Os valores de ts, € € So foram 50 h, 0,8 e 125 g/L respectivamente. A Tabela 5.12

apresenta os resultados obtidos.

Tabela 5.12: Valores calculados para rendimento, produtividade e reten¢do enzimatica,
pelos modelos deterministico e probabilistico, para diferentes valores de tn. Os valores
utilizados para a concentragdo de dextrana-sacarase e NaCl na alimentagdo foram: Co

= 8,0 g/l e Eo = 0,5 mol/L

Thi Th2 Rend Prod Ret

(h) (h) Det. Prob Det Prob Det Prob
3,0 0,2 95,0 91,0 220 214 48 49
3,0 0,6 86 83 81 89 76 79
3,0 0,4 91 87 110 109 67 68

Pode-se perceber pela Tabela 5.12 que a variagdo de tTp; ndo altera muito o
rendimento, mas afeta bastante a reten¢do e a produtividade. O rendimento apresenta nos
trés casos, um valor bastante razoavel, ndo sendo inferior a 86%, passando da faixa 6tima
para a intermediaria (tp; = 0,4 h), o rendimento sofre um pequeno decréscimo, de 95 para
91%, o que € bastante razoavel, levando em conta o ganho na retengdo da enzima no
sistema, da ordem de 40%. A produtividade no entanto sofre uma queda da ordem de 50%,

para essa diminui¢@o no tempo de residéncia no 2° reator.

Dependendo da estratégia que se adote na operagdo do sistema, fazendo uma
reposicdo constante de dextrana-sacarase no sistema, ou opera¢do em ciclos ndo muito
longos, pode-se optar por quais das condi¢des de operagdo € a melhor. Assim, uma decisio
de qual das trés condigBes € a mais interessante na pratica, depende de uma avaliagdo

econdmica e operacional do processo.
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e Resposta Otimizada:

Uma outra estratégia para encontrar as faixas de operagdo que levem aos valores

mais elevados de rendimento, reten¢do enzimadtica e produtividade € otimizar a funcdo

objetivo definida anteriormente como resposta otimizada (Equagéo 5.1).

Os coeficientes de regressdo estatisticamente significativos a 95% de confianga,

para o modelo quadratico obtido a partir dos resultados da Tabela 5.6 estdo apresentados na
Tabela 5.13.

Tabela 5.13: Coeficientes de regressdo para o modelo quadratico — RESPOSTA

OTIMIZADA
Varidvel Coeficiente Erro t(37) p -95, %Lim. +95, % Lim.

Regressdo Padrio Conf. Conf.

Med/Inters. 2,925 0,0266 109,843 0,000 2,871 2,980
(1)oxs (1) -0,126 0,150 -8,439 0,000 -0,157 -0,0959
1, (Q) 0,080 0,140 5,709 0,000 0,051 0,108
(2) ™1 (L) 0,499 0,150 33,338 0,000 0,469 0,529
T (Q) -0,064 0,140 -4,590 0,000 -0,092 -0,036
(3) T2 (L) -0,405 0,150 -27,089 0,000 -0,435 -0,375
@ e (L) -0,287 0,150 -19,511 0,000 -0,317 -0,256
(5) So (L) 0,292 0,150 19,511 0,000 0,261 0,322
2L por 5L 0,045 0,174 2,556 0,015 0,009 0,080
3L por 4L 0,0784 0,174 4,503 0,000 0,043 0,114

< i

O modelo quadratico obtido para a resposta otimizada foi expressa pela Equagdo

RO =2.92 - 0,13 15 + 0,08 7> + 0,50 Th1 — 0,06 > — 0,411h2 — 0,29 € + 0,29 So +

0,05 1t So + 0,08 T2 € (5.7
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A tabela ANOVA para este modelo encontra-se na Tabela 5.14 e novamente foi

obtido um modelo preditivo, sendo o F calculado mais de 100 vezes maior que o tabelado.

Tabela 5.14: Tabela ANOVA para a RESPOSTA OTIMIZADA

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacao Quadratica Liberdade Quadradtica
Regressao 26,70 9 2,97 304.88
Residuo 0,32 33 0,01
Total 27,09 42

% de variagdo explicada = 0,988
F 099;9,33 = 3,02

Do que foi exposto anteriormente, com relacdo a influéncia das varidveis nas
respostas estudadas, percebeu-se que a varidvel 1y tem efeitos discordantes em relacdo a
retengdo enzimatica e a produtividade. Assim, analisando as superficies de resposta que
relacionam esta variavel as demais (Figura 5.8) foi possivel determinar um tempo de

residéncia no 2° estagio que leva aos melhores resultados para as trés respostas.

Pode-se observar que os valores das varidveis que levam ao maximo da resposta
otimizada, coincidem com aqueles ja definidos anteriormente na andlise individual de cada
resposta, ou seja, ts de 50h, Ty, de 3h, € de 0,8 e So igual a 125 g/L, como esperado.
Examinando ainda as figuras 5.8 de (a), até (h), pode-se verificar em todas elas, que para
otimizar a RO o valor de x> deve ser da ordem de 0,2h. Portanto se o que se deseja € obter
valores tdo altos quanto possivel para as trés varidveis, deve-se operar nas faixas
estabelecidas acima, obtendo rendimento da ordem de 91-95%, produtividade em torno de

220 g/L.h e retengdo enzimatica de 49%, como mostrado na Tabela 5.12
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5.4.Conclusoes

Do exposto neste capitulo, ficou claro a importéncia, praticidade e confiabilidade do
uso planejamento de Plackett-Burman na seleg¢do prévia das varidveis estatisticamente mais
importantes no processo. Foi possivel a sele¢do entre as 7 varidveis estudadas, com 12

ensaios de simulago.

Uma vez determinadas as varidveis mais importantes para as trés respostas
desejadas (rendimento, produtividade e retencdo enzimatica), realizou-se um planejamento
completo, com niimero de variaveis reduzido de 7 para 5, diminuindo o total de ensaios de
128 (27), para 32 (2°), mais os do ponto central e pontos axiais, totalizando 43 ensaios para

os estudos de otimizagéo.

Mesmo em se tratando de obtengdo de resultados por simulagdo, esta redugdo €
bastante significativa, evidenciando a importincia destas ferramentas em trabalhos

experimentais.

A otimizag#o por anélise de superficies de resposta possibilitou além da escolha de
valores adequados de operagdo, um conhecimento importante do processo frente a
variacdes das variaveis. Além disso os modelos obtidos para célculo das respostas, forneceu
valores bastante préximos daqueles obtidos pelo modelo deterministico apresentado no

capitulo anterior.
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6. Operacao do Sistema

6.1. Introducio

Nos capitulos anteriores foi elaborado um modelo deterministico para o sistema de
produgdo de dextrana proposto, a partir de pardmetros de adsorg¢do e dessor¢do obtidos
experimentalmente e realizado o estudo de otimiza¢do do rendimento, produtividade e
reten¢do enzimatica. Neste capitulo foram realizados testes preliminares para a verificagio
da operacionalidade do sistema em duplo estigio para sintese de dextrana. Assim o
processo proposto foi montado em escala de laboratério, com volumes de reagdo da ordem
de 500 mL.

Foram feitos varios testes preliminares com o intuito de verificar os equipamentos
mais apropriados para o processo em pequena escala, as vazdes mais adequadas, do ponto
de vista operacional e finalmente ensaios usando os reagentes necessarios, primeiramente
na auséncia de sacarose, para evitar aumento de viscosidade e posteriormente com sua

utiliza¢do para verificar a formagdo de dextrana.

6.2. Descricao do Sistema

Tomando como base o processo apresentado anteriormente, esquematizado na
Figura 3.1, foi montado no laboratério um conjunto de equipamentos que pudessem

implementar o funcionamento de tal sistema.

Foram usados dois reatores graduados com capacidade de 1000 mL cada, equipados
com agitador magnético, para os estagios de dessorgdo e adsorgao. Os reatores tinham uma
tampa de silicone maleavel, com varias perfuragdes onde foram adaptados termémetros
para monitoramento da temperatura nos estégios e tubos ligados a mangueiras de silicone

de didmetro adequado para proporcionar as vazdes de operagdo. Estas mangueiras faziam a
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ligagdo entre os estagios (reciclo) e permitiam a entrada e saida de solugdes, através de
bombas peristélticas com ajuste fino de vazdo. A temperatura de 25°C foi mantida através

de banho termostatizado.

A clarificagdo da corrente de saida do segundo reator, para impedir a saida de resina
foi feita através de um filtro tangencial de fibra oca, com membranas de porosidade de 2

um, fornecido pela Microdyn Modulblau Gmbh & Co.

A Figura 6.1, traz um esquema dos equipamentos utilizados e a Figura 6.2 uma

fotografia da montagem do sistema em operacéo.

? ?____» F1+F2
FILTRO T
F, F
F, /

Figura 6.1 — Esquema da montagem do processo bifésico duplo estagio para produgéo

de dextrana
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Figura 6.2: Fotografia do sistema em duplo estdgio para produg&o de dextrana em

operacao.

Antes de iniciar a operagdo foram necessarios vérios testes para verificar qual o
filtro mais adequado para esse sistema. Foram testados filtros com varias capacidades,
todos com filtracdo tangencial, pela necessidade de retorno dos sélidos para o sistema.
Filtros de membrana plana, ndo forneceram bons resultados, pois mesmo com vazoes muito
altas, havia muita retengio de solidos e conseqiientes entupimento e queda na vazdo de
saida, que deve permanecer constante para manter regime permanente. O melhor arranjo foi
obtido com o filtro tubular de fibra oca, embora tenha sido necessdrio utilizar na sua
alimentagio uma bomba peristaltica de alta capacidade, para conseguir altas pressoes na

entrada e diminuir a possibilidade de entupimento.
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Entre cada operagd@o o filtro teve que passar por um procedimento de limpeza que
incluia lavagem com solugdo de NaOH e celulase, para eliminar residuos de resina (DEAE

CELULOSE) dos poros do filtro e impedir a diminui¢&o na vazio de saida.

As demais vazdes foram determinadas em fun¢fo da vazdo maxima de saida do
filtro e de uma circulagdo adequada da suspensdo através das mangueiras sem provocar

entupimento ou deposi¢@o do sélido, de maneira a tornar ndo homogénea os contetdos dos

reatores.

6.3 Metodologia Experimental

Serdo descritos a seguir os procedimentos analiticos utilizados para monitoramento
do processo, assim como da operagdo propriamente dita. A metodologia analitica € a

mesma ja descrita no capitulo 3.

6.3.1 Metodologia analitica:

Durante a operagéo do sistema foram retiradas amostras, na primeira hora de 15 em
15 minutos, depois de 1 em 1 hora. As amostras foram coletadas do 1° reator, do 2° e da
saida do filtro, centrifugadas e analisadas conforme a metodologia indicada abaixo, para
obtencdo dos perfis de concentragdo de sacarose, dextrana-sacarase livre (itens 3.3.2.2 a
3.3.2.4) e NaCl e agticar redutor para evidenciar a ocorréncia da rea¢do enzimatica e

produgdo de dextrana, que também pode ser constatada através da cromatografia liquida

114



6.3.1.1 Determinacdo de sacarose e frutose por cromatografia liquida

Devido a limitagdo na quantidade de amostra, a sacarose e a frutose foram dosadas
por cromatografia liquida. A fase mével utilizada foi dgua purificada pelo sistema Milli-Q
Plus, com um fluxo de 0,6 mL/min e um volume de injeg¢do de 98ul. Foi usada pré coluna
IONPACK da SHODEX e coluna KS801, mantida a 60°C. Foi usado detetor de indice de

refracao.

A quantificagdo foi feita através do aplicativo MILLENIUM
CHROMATOGRAPHY MANAGER - Waters, usado para aquisi¢do e processamento dos
dados da cromatografia liquida. Foram injetados padrdes de glicose, frutose e sacarose, em
varias concentragdes, obtendo-se uma curva padrdo, associada ao tempo de retencdo de

cada um dos padrdes, como pode ser observado na figura 6.3.
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Figura 6.3: Cromatograma dos padrdes de sacarose(A), glicose (C) e frutose (B)
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6.3.1.2 Detecgdo de dextrana por cromatografia de permeacio em gel (GPC)

Como no item anterior, foi utilizada 4dgua como fase movel, num fluxo de 1,0
mL/min e mesmo volume de injegfio. Foram usadas um conjunto de trés colunas e uma pré
coluna Varian série Micropak em série, cujas caracteristicas sdo apresentadas na Tabela

6.1. As colunas foram mantidas a 40°C assim como o detetor de indice de refracéo.

Tabela 6.1: Caracteristicas das colunas utilizadas para as anélises em GPC

Colunas TSK-Gel Faixa de Exclusdo Comprimento (cm) Didametro (cm)
G 3000 PW 1x10° 30 0,75
G 4000 PW 3x10° 30 0,75
G 6000 PW 1x 10’ 30 0,75
Pré coluna = 7,5 0,75

Foram injetados como padrdes solugdes de dextrana de diferentes pesos

moleculares, para localizagdo da faixa de peso molecular da dextrana formada no processo.

Um exemplo tipico de cromatograma do padrio de dextrana é o apresentado na

figura 6.4.
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Figura 6.4: Cromatograma do padréo de dextrana DXT 5000 K, de peso molecular médio 5

x10° daltons.

116



6.3.1.3 Curva padrao para proteina utilizando albumina bovina

Foi utilizada a mesma curva apresentada na Figura 3.3, para correlacionar resultados
de atividade enzimética (UDS/mL) obtidos, com valores correspondentes para a
concentra¢do de albumina bovina, que foi usada como proteina de referéncia e serviu de

base para calculos.

Em virtude da solugdo a ser analisada ser multicomponente, podendo conter
sacarose, dextrana e a enzima dextrana-sacarase, foi feita uma anélise de varredura em
espectrofotdmetro, para verificar as possiveis interferéncias na regido de comprimento de
onda de 280 nm. A absorbancia observada quando solugdes de dextrana sdo submetidas a
diferentes comprimentos de onda pode ser observada na Figura 6.5. A Figura 6.6 mostra a
evolucdo da absorbancia em vérios comprimentos de onda para uma solugdo de dextrana-

sacarase contendo atividade de 25 UDS/mL ou 0,8 g/L.

Através deste dois graficos podemos perceber que a melhor faixa para detecgdo da
enzima € entre 240 e 280 nm pois a dextrana-sacarase apresenta nessa faixa um pico de
absorbancia, enquanto as solugdes de dextrana apresentam leitura bastante baixa, ndo

interferindo nas determinagdes de enzima.
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Figura 6.5: Varredura de solugdes de dextrana em espectrofotdmetro em vérios
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Figura 6.6: Medida da absorbancia de solugéo de dextrana-sacarase contendo 25UDS/ml,

em varios comprimentos de onda.
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6.3.1.4 Determinacio da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada como descrito no item 3.3.2.2. no capitulo

6.3.1.5 Determinac¢ao da concentra¢ao de NaCl:

A determinagido da concentragdo de eletrélito foi feita por titulagdo com nitrato de

prata e dicromato de potéssio como indicador.

Um volume de amostra variando de 1 a 5 mL, dependendo da concentragdo de
cloretos presente, foi titulada com solugdo padronizada de AgNO; 0,05 mol/L, até viragem
do indicador K,CrOy4. devido & presenca de CaCl,, foi feito um branco e a concentragdo, em

mols/L de NaCl pode ser obtida pela expressdo:

[NaCl] = 1,07 x Volagno:

6.3.2. Operacio

Como ja citado anteriormente, antes do inicio dos ensaios com o sistema, foram
necessarios varios testes preliminares para escolha do filtro mais adequado para o processo,
procedimentos para sua limpeza e em fungdo de sua vazdo maxima escolha das demais
vazdes. As vazdes de alimentagdo dos dois reatores e a de reciclo (Fy, F» e F;), foram
definidas tendo em vista o objetivo de obter uma vazdo homogénea téo alta quanto possivel
para evitar deposi¢do de material sélido e entupimento das mangueiras, que eram de
didmetro pequeno. Assim ndo foi possivel operar nas condigbes Otimas, definidas no

capitulo 5, como era a primeira intengéo deste trabalho.
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Além disso a fragdo de liquidos teve que ser bastante alta, ou seja foi utilizada
pequena quantidade de resina, para evitar entupimentos tanto nas mangueiras como do
filtro. A concentragio enzimética utilizada foi de 40 UDS/mL, equivalente a 1,6 g/L, com

um volume total nos reatores de 400 mL em cada um.

Os primeiros ensaios foram feitos sem a adi¢io de sacarose, para verificar a
dindmica do processo sem a preocupagdo de entupimentos devido ao aumento de
viscosidade pela formagdo de dextrana. Por esse mesmo motivo quando a sacarose foi

utilizada, uma concentragéo baixa foi mantida, da ordem de 50 g/L.

A Tabela 6.2 traz as condi¢des de operagdo usadas nos ensaios, onde F; € a vazio de
saida do filtro, igual 4 soma das vazdes F; e F>. A partir das vazdes foram calculados os
tempos de residéncia hidraulicos e de sélidos, resultando em t; = 0,6 h, T =0,25het =
24 h.

A partida no processo foi dada assim que a enzima foi adicionada ao primeiro reator
que ja continha solugdo de CaCl, a 0,05 g/L e DEAE CELULOSE, nas mesmas

quantidades que no segundo reator.

Tabela 6.2: Condigoes das variaveis utilizadas na operacdo do sistema

F; =6 mL/min
F, =14 mL/min
F; =4 mL/min
F; =20 mL/min
Co=1,6g/L
e=0,97
So=50g/L
Eo= 0,5 mol/L
Vi =V,=400 mL
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Temendo que a alta concentragéo salina pudesse trazer uma perda acentuada de
enzima, interferindo nos resultados obtidos, foi feito ensaio de estabilidade da enzima em
solugdo de CaCl; a 0,05 g/L e NaCl 0,5 mol/L. A dextrana-sacarase foi incubada nessa
solugdo a 25°C, sob agitagdo, sendo retiradas amostras periodicamente. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Figura 6.7.
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Figura 6.7: Perda de atividade da enzima dextrana-sacarase em solug@o de NaCl 0,5 mol/L
e CaCl; 0,05 g/L.

Pode-se perceber que nessas condigdes, passadas 12 horas s3o perdidas

aproximadamente 30% da atividade inicial.

O tempo méaximo de operacdo alcancado foi de 10 horas. Terminado cada ciclo o
filtro tangencial foi submetido & lavagem por recirculagdo com solugdo 5% de celulase
aquecida a 40°C e pH entre 4,8 e 5,0 por 2 horas. A seguir para inativar a celulase foi feito

tratamento com solu¢do de NaOH 7%, por aproximadamente 1 hora seguida de agua até pH

neutro.
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6.4. Obtencdo dos perfis de concentracio e compara¢ao com os dados

obtidos por simulacio

Como citado anteriormente os primeiros ensaios foram feitos sem utilizagdo da
sacarose, para verificar apenas o mecanismo de adsorgdo, seguidos de outros, onde a

formag@o de dextrana pode ser verificada.

6.4.1.Ensaios na auséncia de sacarose

Estes ensaios foram realizados nas condigdes descritas na tabela 6.2, com excecao

da sacarose, que ndo foi utilizada.

Os resultados tipicos destes ensaios estdo representados na figura 6.8, onde se
encontram a variagdo na concentragdo de enzima livre, de NaCl e no volume para o 1°

estagio durante a operagdo. A figura 6.9 mostra os mesmos parametros para o 2° estagio.
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Através das figuras podemos perceber uma grande flutuagdo nos volumes dos
reatores, principalmente no segundo reator. Isto se deve a grande dificuldade na
manutengdo das vazdes dentro dos valores estipulados. Por serem vazdes bastante baixas,
houve dificuldade em manté-las além disso frequentemente os solidos em suspensdo
obstruiam as mangueiras e até que o problema fosse detectado e sanado, os volumes
reacionais ja tinham se alterado consideravelmente. Com isto nas nove horas de operagao
ndo foi possivel atingir condi¢des de regime permanente ¢ um tempo maior nio pode ser
alcancado pela diminuigdo constante na vazio de saida do filtro devido ao depésito da
resina. Outro fato observado durante a operagdo que deve ser levado em conta na analise
dos resultados € a ndo uniformidade da quantidade de sélidos nos dois estagios, ou seja,
devido aos constantes entupimentos e retencdo da resina nas mangueiras e no filtro, foi

possivel perceber uma concentragio maior de adsorvente no 1° reator.

Assim podemos perceber que aparentemente o 1° reator sofreu menos as inimeras
perturbagdes no sistema, havendo um concentragdo de enzima em torno de 0,2 g/L no final

do processo € uma concentragdo relativamente estavel de NaCl, permanecendo em torno de
0,35 mol/L.

No segundo reator, apesar das oscilagdes observadas nos parimetros,
acompanhando a variagdo de volume, podemos perceber uma concentracdo enzimatica
menor que no 1° entre 0,15 ¢ 0,05 g/L, 0 que é coerente em se tratando do estagio de
adsor¢do. Da mesma maneira a concentragéo de NaCl, menor que no primeiro estagio ficou

em torno de 0,15mol/L.

6.4.2. Ensaios com sacarose

Tendo adquirido maior experiéncia na operagéo do processo, foi entdo introduzida a
sacarose, para observagdo das formag@o de dextrana. As condi¢es de processo foram as

mesmas apresentadas anteriormente (Tabela 6.1).
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As Figuras 6.10 e 6.11 apresentam os perfis de concentragdo obtidos para o primeiro
e segundo reatores respectivamente, possibilitando a observacdo da variagdo do volume,

bem menor desta vez no 1° estdgio, mas ainda grande no 2°.
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Figura 6.10: Perfis de concentragio de dextrana-sacarase, NaCl, frutose e de variagao de

volume no 1° reator.
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Figura 6.11: Perfis de concentra¢do de dextrana-sacarase, NaCl, frutose e de variaco de

volume no 2° reator.

Devido a maior estabilidade no volume, as concentragdes ficaram mais estaveis
depois de 4 horas de processo. Em torno de 1 hora, pode-se perceber um pico na
concentragdo de frutose, que coincide com o pico na concentragdo enzimadtica, indicando
que nesse periodo a concentragdo de dextrana foi méxima, j4 que a concentragio deste
agucar € proporcional a dextrana formada. Observa-se a seguir, que embora a concentracio
de enzima ndo caia drasticamente a de frutose cai bastante, isto pode ser devido a uma
perda de atividade enzimaética. Embora a perda de atividade seja inferior a 5%, com quatro
horas de exposigdo ‘a altas concentragdes de NaCl (Figura 6.7), o processo de adsor¢do e

dessorgdo pode interferir na atividade enzimaética.

Na Figura 6.12, podemos verificar através do cromatograma da amostra retirada do

1° reator no tempo correspondente a0 maximo de frutose, um pequeno pico com tempo de
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retencio em torno de 18min. Este tempo de retengdo ¢é bastante proximo daquele

apresentado pelo padrdo de dextrana mostrado na Figura 6.5, confirmando a formagéo de

dextrana durante o0 processo.

. P ey

S R e T AT

Figura 6.12: Cromatograma de amostra , onde (A), € pico correspondente a dextrana.

As Figuras 6.13 e 6.14 mostram os perfis de sacarose, dextrana-sacarase € NaCl nos
dois reatores, em comparagio com os valores previstos por simulagdo do modelo obtido no

capitulo 4.

No 1° estagio pode-se observar um bom ajuste para a concentragéo de NaCl, o
mesmo nio acontecendo para a concentragéo de sacarose ¢ de dextrana-sacarase. Embora
aparentemente o comportamento de ambas previsto pelo modelo, seja semelhantes ao
observado, os valores experimentais sdo aproximadamente 10% maiores para a sacarose €
quase 10 vezes maiores para a enzima. Apesar dos problemas citados na operagdo do
sistema, estes valores s3o reprodutiveis, pois sdo muito semelhantes aos obtidos na
operagdo sem sacarose, indicando que o modelo precisa de alguns ajustes, principalmente
no que diz respeito ao processo adsortivo, para que seja mais representativo da situa¢@o
real. A concentracdo de sacarose maior que o previsto pode ser consequéncia ainda de

queda na atividade enzimética.
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Figura 6.13: Valores de concentra¢gdes da enzima dextrana-sacarase, sacarose € NaCl,

obtidos experimentalmente e previstos pelo modelo deterministico, no 1° estagio.

No 2° estagio, as observacdes sio bastante semelhantes ao que ja foi dito para o 1°

estagio, levando em conta ainda que este estagio sofre mais com a variagdo das vazdes. O

comportamento de variagdo dos parametros € bastante semelhante ao previsto pelo modelo,

mas ficam bem acima dos valores preconizados, embora bastante semelhantes aos obtidos

no processo realizado na auséncia de sacarose.
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Figura 6.14: Valores de concentragdes da enzima dextrana-sacarase, sacarose e¢ NaCl,

obtidos experimentalmente e previstos pelo modelo deterministico, no 2° estagio.

6.5. Conclusoes:

Pelos resultados obtidos neste capitulo verificou-se a viabilidade da utilizagdo deste
sistema para a produgdo de dextrana. No entanto, muitos problemas quanto a operagao do
sistema foram detectados tais como: oscilagdo das vazdes, entupimentos nas linhas e filtro.
Uma alternativa que podera solucionar grande parte das questdes levantadas € a operagao
do sistema em escala maior, resultando em menores flutuagdes de vazdes e

consequentemente diminui¢do de entupimentos.
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Ficou claro ainda a necessidade de ajustes no modelo matematico, provavelmente
no que diz respeito ao processo de adsorgdo e dessor¢do. E importante alertar ainda para o
fato de que durante o desenvolvimento do trabalho, mais de um lote de resina foi utilizado,

0 que pode explicar parte dos desvios observados.
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7. Conclusoes

» A metodologia proposta por Chase (1984) para obtengdo dos pardmetros de adsorgdo e
dessor¢@o mostrou-se bastante eficiente para o sistema estudado. O estudo da variagéo
dos parametros com a concentragédo de NaCl mostrou que o aumento desta causa um
deslocamento do equilibrio no sentido da dessor¢@o ndo podendo ser desprezada, no
entanto, a taxa de adsor¢do, mesmo em altas concentragcdes de NaCl. O valor da

constante de adsor¢do k; permanece aproximadamente constante e igual a 2,22 L/g.h.

» A determinacdo experimental destes pardmetros possibilitou a obtengéo de um modelo
matematico mais condizente com a realidade pratica. O modelo desenvolvido através de
balancos de massa e equagdes cinéticas forneceu importantes informagdes sobre o
comportamento do processo no estado dindmico, mostrando ainda que o sistema nao
atinge o regime estacionario, devido a perda constante de dextrana-sacarase. Além disso
¢ uma ferramenta extremamente util para a selegdo de varidveis importantes do

processo bem como a otimizagdo do mesmo.

» A metodologia baseada na metodologia de Plackett & Burman (1946) foi muito
importante para estabelecer previamente as varidveis mais relevantes para otimizagéo
do rendimento, retengdo enzimatica e produtividade do processo. Das sete varidveis
inicialmente investigadas foram selecionadas cinco: tempo de residéncia de solidos (),
tempo de residéncia hidraulico no 1° estdgio (tn1), tempo de residéncia hidraulico no 2°
estagio (tny), fracio de liquidos (g) e concentrag@o de sacarose na alimentagéo (So).

O método de planejamento experimental fatorial e analise de superficies de resposta
mostrou-se util no estudo da otimizagdo do processo. Através dele foi possivel
estabelecer as condicdes de operagdo para obtengdo de rendimento e produtividade
elevados com boa porcentagem de retengdo da dextrana-sacarase no sistema.
Utilizando uma fragio de liquidos de 0,8, tempo de residéncia de sélidos de 50 h, tempo
de residéncia hidraulico no 1° estagio de 3 h e no 2° de 0,2 h, com concentragdes de

sacarose, NaCl e dextrana-sacarase na alimentagdo de 125 g/L, 0,5 mol/L e 8 g/L
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respectivamente obtém-se um rendimento de 91%, produtividade em torno de 220 g/L.h
e quase 50% da enzima permaneceu retida no sistema depois de 40 h de operagéo. Estes
resultados foram confirmados pela otimizag@o da resposta otimizada. Para obter valores
mais elevados de retengdo enzimatica (em torno de 79%), deve-se manter um tempo de
residéncia no 2° estagio de 0,6 h, havendo neste caso pequena queda no rendimento, para
85%, € uma diminuigdo bastante significativa da produtividade para 81-89 g/L.h. Esta
metodologia possibilitou ainda prever as respostas em termos de rendimento,
produtividade e retengdo da enzima frente a alguma perturbagéo do sistema. Isto € muito
interessante nao s6 para melhorar o conhecimento do processo, como também para

fornecer informagdes Uteis a trabalhos futuros como estratégias de controle operacional.

® A operacio do sistema foi bastante importante para a verificagdo da viabilidade de sua
utilizagdo para sintese de dextrana. Muitos problemas foram encontrados durante os
testes preliminares, mas foi possivel chegar a um conjunto de equipamentos bastante
adequados ao funcionamento do processo. Grande parte dos problemas encontrados na
operacdo do sistema poderdo ser solucionados com um aumento de escala, que
possibilitara condi¢des mais estaveis de vazdo e menos problemas com entupimentos.
O processo mostrou-se vidvel para produgdo de dextrana, sendo uma alternativa bastante
interessante pela possibilidade de reutiliza¢do da dextrana-sacarase, insumo de alto custo

de produgao e que ndo pode ser obtida comercialmente.



8. Sugestoes para Trabalhos Futuros

Testar outras resinas para retencdo de dextrana-sacarase e obtencdo dos

pardmetros de adsorcdo e dessorgao

Testes de operagdo em escala ampliada.

Estudos sobre perda de atividade da enzima durante o processo em tempo

prolongado de operagao

Estudo de estratégias de controle do processo
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APENDICE A

Tabela A .1: Dados experimentais da adsor¢do em batelada de dextrana-sacarase em DEAE
CELULOSE a 25° C em solugéo de CaCl2 0,05 g/L e pH 5,2, com diferentes
concentra¢des de NaCl (Figura 3.5)

Sem NaCl [NaCl]=0,1 mol/L  [NaCl]=0,25 moV/L  [NaCl]=0,5 mol/L

CXg/L) q*(g/Lres) C*g/L) q*(g/lres) C*@E/L) q*(g/Lres) C*(/L) q*(g/Lres)
0,043 100,34 0,14 20821 0,15 12039 0,127 57,09
0,063 151,47 024 35832 0,16 141,78 039 129,64
0,00 20479 034 42828 028 20514 054 160,56
0,2 268,17 036 53844 036 32065 075 162,19
0,08 348,15 049 62837 044 34866 0,73 286,48
020 44823 053 72849 066 47699 092 32283
028 51816 069 76830 0,79 590,53 1,02 393,12
0,32 64491 0,85 96839 088 609,01 140 376,90
038 724,89 091 676,56 1,54 489,48
048 784,77

0,59 98144
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Tabela A .2: Dados de C/Co experimentais e ajustados com valores estimados de k;, em

fun¢@o do tempo, nas varias concentragdes de NaCl (Figura 3.7)

Tempo(min) sem NaCl [NaCl]=0,1 mol/L [NaCl]=0,25 mol/L  [NaClj=0,5 mol/L

150 150 300 300 150 150 300 300 150 150 300 300 150 150 300 300

Exp Aj. Exp A. Exp A Exp Al Exp Aj. Exp A. Exp A Exp Aj

0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
1,2 0,80 o080 078 079 08 080 083 071 085 080 09 081 098 096 094 093
2.4 0,63 065 062 064 060 065 053 055 064 066 067 068 091 093 0,88 0,88
3,6 051 054 052 054 047 054 041 045 055 057 0,56 060 0,87 090 0,84 0,85
4.8 044 046 045 046 042 047 035 039 050 0,51 051 054 085 088 0,82 0,82
6,0 039 040 040 040 039 041 032 035 046 047 048 0,50 0084 086 080 0,80
8.4 036 035 036 035 037 037 031 033 045 045 047 047 082 084 0,79 0.80
9.6 034 032 033 032 036 034 030 031 043 023 046 045 081 083 0,78 0,78
10,8 029 028 031 030 035 032 030 031 043 042 045 044 081 0,81 0,78 0,77
12,0 0,28 027 029 028 034 031 029 030 042 041 044 043 0,80 0.80 0,77 0,77
13,2 0,26 025 028 026 034 030 029 030 042 040 044 043 080 079 077 0,77
14,4 026 024 026 025 034 028 029 030 042 040 044 043 080 079 0,77 0,76
15,6 025 023 025 024 034 028 028 030 042 040 044 042 0,79 078 0,77 0,76
16,8 025 022 024 024 033 028 0,28 029 041 040 044 042 0,79 077 0,76 0,76
18,0 024 022 024 023 033 027 028 029 041 039 043 042 0,79 0,77 0,76 0,76
19,2 024 021 023 023 032 027 028 029 041 039 043 041 078 076 0,76 0,76
204 023 021 022 022 032 027 028 029 041 039 043 041 078 076 0,76 0,76
22.8 022 020 022 022 032 027 028 029 041 039 043 041 0,78 0,76 0,76 0,76
24,0 022 020 021 022 032 027 028 029 041 039 043 041 077 0,75 0776 0,76
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