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RESUMO

O veneno d@pis melliferaé uma mistura de diversos peptideos e carboidcajos principais
compostos sdo: melitina, fosfolipase, Apamina, secapina, tertiapina, adolapina, peptideo
MCD, hialuronidase e fosfomonoesterases. Algungedesomponentes associados e/ou
isolados apresentam atividades farmacoldgicas esena terapéutica vem aumentando nos
altimos anos. Porém algumas de suas substancieseapam alergenicidade, o que o torna um
composto com elevado potencial alergénico. A nmalié a fosfolipaseA&0 os peptideos mais
presentes no veneno e ampodem representar aproximadamente 70% da sua sexssaAs
enzimas fosfolipase (19 kDa), hialuronidase (38 kDa) e fosfomonoese(&88 kDa) séo as
substancias mais alergénicas presentes no venes@® apresentam uma massa molecular
muito superior a da grande maioria dos peptideeseptes no veneno, como a melitina (2,84
kDa). Dessa forma, o objetivo deste trabalho feéobma fragdo com uma menor concentragao
destes componentes mais alergénicos utilizanddrafiltacdo com membrana de celulose
regenerada de 10 kDa. Os resultados indicaram usrang@bilidade hidraulica de
aproximadamente 70% do valor apontado pelo fakiecda membrana e com valores da
fisissorcdo da membrana confirmando os resultaditisios na microscopia eletronica de
varredura. Os parametros de processos foram estadmd tendo fluxos limites de permeado
do veneno apresentado valores de 115, 85 e 5Gkgpara as concentracdes de 10, 30 e 50
g/L Na concentracdo de apitoxina de 1 g/L o proghetoneado foi caracterizado e apresentou
uma melhor permeacéo para a melitina, cerca de 6@¥#ha maior retencéo para a fosfolipase
A», cerca de 60%. A enzima fosfolipase pkesente no permeado apresentou-se de forma
inativa. Desta forma, a ultrafiltracdo mostrou-se processo potencial para ser utilizado na

reducao dos maiores alergénicos da apitoxina.

Palavras-Chave:apitoxina, fosfolipase A melitina, membrana, ultrafiltracéo.



ABSTRACT

The venom fromApismelliferais a mixture of several peptides and carbohydratesse main
compounds are melittin, phospholipasg @&amin, secapin, tertiapin, adolapin, MCD peptide
hyaluronidase and fosfomonoesterases. Some of tt@w®s@onents have pharmacological
applications and their use in therapy has beereasing in recent years. At the same time,
some of these components have allergenicity, agid phesence can result in compounds with
high allergenic potential. Melittin and phosphoBpaf are the most numerous peptides present
in Apis mellifera venom and together may constitute approximatek @ its dry weight.
Phospholipase 2e (19 kDa), hyaluronidase (38 kDa) and phosphonmsirc&se (38 kDa) are
the most allergenic substances present and each tmmdecular mass greater than the great
majority of peptides present in the venom, suchmatttin (2.84 kDa). A reduction of the
prevalence of these allergenic compounds was daatausing ultrafiltration with 10 kDa
membranes of regenerated cellulose. These mensxsaowed a hydraulic permeability value
30% below the levels defined by the membrane matwfer. The values obtained i, N
physisorption corroborated the results of the imsagbtained using scanning electron
microscopy. Established process parameters testédd flows to bee venom of 115, 85 and
50 kg/nt.h for concentrations of 10, 30 and 50 g/L respetyi The apitoxin concentration of
1 g/L was measured and showed a better permeadloitityelittin, approximately 60%, and a
better retention of phospholipase A2, at approxétyad0%. The phospholipase Aresent in
the permeate showed no activity, evidence of aiplesdenaturation of this enzyme due to its
passage through the membrane pores. This experghewed ultrafiltration to be an effective
technique for the reduction of major apitoxin ajlems.

Keywords: apitoxin,phospholipasé\., melittin, membrane, ultrafiltration.
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INTRODUCAO

A artrite € uma inflamac&o crénica, que atingertisudacoes, preferencialmente a membrana
sinovial, podendo levar a destruicdo Ossea e agiribsa provocando deformacbes e

comprometendo o movimento das articulacdes (l€ER|.,1995).

Afeta em torno de 2 milhdes de brasileiros, semddgminante entre as mulheres. O tratamento
farmacoterapéutico usual ocorre por meio do usdrdgas quimicas associadas ou ndo aos
anticorpos monoclonais (LAURINDE@ al.,2004; BRENOLet al.,2007).

O tratamento desta patologia crénica esta entmeaso da lista do SUS com o maior impacto
sobre o orcamento na saude publica brasileiraekgranos de 2000 a 2007, a despesa do
Governo Brasileiro com medicamentos, diagnOsticosr&pias para o tratamento da artrite
representaram valores acima de 140 bilhdes de regise corresponde a 10,4% dos recursos
destinados a saude no pais (CARSL, 2011).

O veneno dapis mellifera gpitoxina) € utilizado ha milhares de anos pareataiento de
diversas enfermidades no tratamento da artritecerjta com diversos trabalhos publicados na
literatura que também relatam o seu potencialiafiimatéorio, analgésico e estimulante do
sistema imunolégico levando a formacéo de célulakimicleadas, tais como: mondcitos,
macrofagos, linfocitos T e B (GROSSO e FIGUERED@)2 EUNet al, 2010; POBLETE

et al., 2011; MERLOet al, 2011; MOUSAVIet al, 2012). A apitoxina também aumenta a
permeabilidade dos vasos sanguineos, reduz a \&lamressao arterial, o débito cardiaco e a
quantidade de proteinas presentes no plasma (GR@FB&RUEREDO, 2001).

A apitoxina € uma mistura de proteinas, enzimaarigotdratos que contém como principais
compostos melitina, apamina, secapina, tertiagidalapina, peptideo MCD, fosfolipase, A
hialuronidase, fosfomonoesterases e lisofosfolp@d3©NGet al,2007).

Estudos em pacientes alérgicos ao veneno de ablethanstraram que a fosfolipase, A
fosfomonoesterase e a hialuronidase sdo os ma#@leegénicos presentes na apitoxina
(MULLER eHELBLING, 2013).
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Um estudo sobre a alergenicidade dos constitudde®neno de abelhas e vespas realizado na
Suica, em 2011, com 121 pacientes alérgicos aabelhespas, apontou que aproximadamente
78,3% destes pacientes apresentaram IgE espepHiea a fosfolipase Arecombinante
(MULLER et al.,2012). Este resultado é um indicativo de que aepigs desta proteina na
apitoxina eleva o risco dos pacientes que ja fquaxados por abelhas, a desenvolverem uma

crise alérgica.

A reducao da concentracao destes alergénicos podeadizada por técnicas cromatograficas,
centrifugacao e por processos de separacao comnawaskutilizando a ultrafiltracéo, pois ha
uma consideravel variacdo no valor das massas esothrs peptideos. As membranas sao
ideais para o fracionamento de misturas, solu¢c8esgensdes em que ha espécies de tamanho

e natureza quimicas diferentes (HABE&Tal, 2006).

Segundo a IUPAC e a Sociedade Europeia de MembrdfdsS), as membranas de
ultrafiltracdo possuem poros com diametros de @ and (KOOPS, 1995).

Portanto, nos processos de separacao por membaamasfiltracdo € a mais indicada para o

fracionamento de proteinas, por apresentar uma tExamanho de poros que abrange grande
parte das proteinas e peptideos conhecidos. Algson,déstes processos sao modulares, o que
representa uma vantagem significativa em comparacé@otros processos de separacdo de

proteinas no que se refere ao seu escalonamenkKHBA2012).

Os processos de separacao por membranas sdo geealomnduzidos em temperatura
ambiente, podendo assim ser utilizados para oofmaonento de misturas que contenham
substancias termolabeis, uma vez que nao requeraso ale temperaturas e pH elevados
(HABERT et al, 2006)

O desenvolvimento dos processos de separacdo gok&m membranas sintéticas e suas
aplicacdes industriais € considerado relativamesgente, mesmo que tais processos venham
sendo estudados ha mais de um século. Estes pegasgm sendo utilizados em diversas
areas, tais como: médica, biotecnolégica, tratamelet agua, nas indudstrias quimicas e
alimenticias (HABERet al, 2006).

E importante utilizar um modelo de operacgio querdgs com precisdo o comportamento do
processo de purificacdo para que 0s riscos tégrirmarentes ao projeto, mesmo que para um

Novo processo, sejam minimizados (GRCGEIEAI 2011).
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Neste trabalho, foi investigada a utilizacdo de bamas comerciais de ultrafiltracdo para o
fracionamento da apitoxina visando a obtencdo de @macdo contendo concentracdes
reduzidas dos principais alergénicos, tais comsfofipase A (19 kDa), hialuronidase (38

kDa) e a fosfomonoesterase (55 kDa).

A meta consiste no desenvolvimento de um novo dtietbgico farmacéutico que apresente

maior seguranca e menor carater alergénico paedaoriento da artrite e outras patologias.

Este trabalho também iniciou uma parceria entreup&de Pesquisa Separacdo através de
Membranas Poliméricas do Departamento de EngenQafiaica da UFMG com o Servico de
Imunologia Aplicada da Diretoria de Pesquisa e Beskwimento da Fundacao Ezequiel Dias.
Espera-se que esta parceria se consolide e payndggenvolvimento de outras pesquisas e

projetos voltados para a purificacdo de proteinaeptideos de interesse farmacologico.
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REVISAO DA LITERATURA

2.1 Propriedades terapéuticas da apitoxina

A apitoxina é o produto obtido da secre¢do dasdgi@s abdominais (glandulas do veneno)
das abelhas armazenada no interior da bolsa dex@eAesua apresentagdo comercial deve

estar na forma cristalina e ter umidade maxima%de massa (BRASIL, 2001).

Sendo uma toxina de grande interesse médico, apaese como um bioproduto promissor no
tratamento de diversas patologias. Estudos apomtg@e os componentes da apitoxina
apresentaram um efeito hipoglicemiante por aumemtea secrecdo de insulina devido a
reducao da inflamacéo das ilhotasLémgerhanso pancreas e também uma reducao da taxa

de colesterol em ratos com diabetes induzida potaab (MOUSAVIlet al, 2012).

Ratos transgénicos que exibiam neurodegeneracavar®tjue foram tratados com apitoxina
mostraram uma melhora na atividade motora e auntumtmédia de sobrevida de 18% em
comparacdo ao grupo controle. Houve reducdo dosisnide expressdo do marcador de
microglia (estimulante da neurodegeneracao) e p3BMAPK (estimulante da inflamacéo)

na medula espinhal e no tronco cerebral, 0 queta@oapitoxina como um potencial agente

terapéutico com efeitos anti-neuroinflamatériosreadelo animal (EUNet al, 2010).

O efeito anti-inflamatorio da apitoxina sobre a gpaglandina E (indutor de respostas
inflamatorias e que eleva a permeabilidade vascal@mperatura corpérea e a sensibilidade a
dor) foi testada em pacientes com enfermidadesidecapresentou uma reducéo 3,7 vezes
maior desta substancia em comparacdo ao grupodienfes que ndo recebeu a apitoxina
(POBLETEet al, 2011).

A apitoxina, sua fracdo contendo peptideos de nrasdar menor que 10 kDa e a melitina
apresentaram atividades analgésica e anti-inflamaagdn ratos induzidas pelo formaldeido.
Estas inibiram a transmissdo nervosa até o sistemaso central e, assim, reduziram a
excitabilidade dos receptores nociceptivos e impedia acdo e a producdo de diferentes
mediadores inflamatorios (MERLEX al, 2011). A fracdo contendo peptideos de massa molar
menor que 10 kDa apresentou uma atividade semell@dantirogas anti-inflamatérias, porém

diferente daquelas que atuam no sistema nervos@c@MERLO et al, 2011).
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Essa agcdo de analgesia da apitoxina, sua frac&enclonpeptideos de massa molar menor que
10 kDa e da melitina ndo resultou de uma ativag@oaspecifica dos mecanismos enddgenos
anti-nociceptivos, mas da acédo de diferentes coemea que inibem especificamente o
processamento nociceptivo, tanto no sistema nem@sioal quanto no periférico. Isto implica
em mecanismo bioquimico envolvido entre recept@@amas, apitoxina e seus componentes

no processo de analgesia (MERECal, 2011).

2.2Composi¢do quimica da apitoxina

A apitoxina contém uma variedade de peptideos imdumelitina, apamina, adolapina e o
peptideo MCD. Ela também contém enzimas, como, gx@mplo, a fosfolipase e a
hialuronidase; bem como outras substancias, coefapresentado na Tabela 1. Para os
ferormoénios bem como a fosfomonoesterase nao femrontrados valores percentuais na

composicao da apitoxina.

Tabela 1- Constituintes tipicos encontrados nagipia bruta, com suas respectivas massas molares e
concentracao percentual na apitoxina seca, cleasdds pelo valor de sua massa molecular — Adaptado
de LARIVIERE e MELZACK (1996) e SILV/et al, (2008)

Componente:! Massa Molewlar (Da) % Massica Apitoxina Sec:
Histamine 111 1
Ferorménios 185
Dopamin: 15% 1
Adrenalina 169 1
r-acido aminobutiric 189,6¢ 0,1z-1
Aminoacidos 100 - 200 1
Fosfolipideo 100- 40C 5
Oligopeptideos 100 - 1000 14
Carboidratos 307,14 1,5
Tertiapini 2.00C 0,5
Apamina 2.036 2a3
Peptideo MCL 2.58¢ 2
Secapina 2.660 0,5
Melitina 2.840 50
Minimida 6.00C 2-3
Inibidor Protease 9.000 0,8
Adolapine 11.50C 1
Fosfolipase A 19.000 12
Lisofosfolipas: 22.00C 1
Hialuronidase 45.000 - 50.000 2
Fosfatase acida 49.000
Fosfomonoestera 55.00C 1
a-Glicosidase 170.000 0,6
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2.2.1 Melitina

A melitina é um peptideo bésico de 26 aminoacigossui massa molar igual a 2,84 kDa,
sequéncia GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ, em hélice eaga global de +4 em sua
porcao carboxi-terminal (GLATTLét al, 2006, WANGe POLAVARAPU, 2003).

Esta presente em uma concentracdo de aproximadad@itt da massa seca de apitoxina e
pode desencadear a lise de uma ampla variedadéld@s¢c como células musculares,
leucacitos e células tronco o que pode levar, pemgplo, a liberacdo de histamina e de outros
componentes intracelulares para o tecido circueddfgtudos apontam que a lise celular &
reforcada quando a melitina € apresentada em donjom a fosfolipase A(HIDER, 1988;
STRONG e WADSWORTH, 2000; YI-R#t al.,2011).

A estrutura cristalogréfica deste peptideo foi dgpda noProtein Data BanKPDB), sob o
namero 2MLT. Dados de estudos bioquimicos apontapaema estrutura helicoidal e o estado
de agregacao dependem da concentracao de peptiddos;a idnica, do pH e da natureza dos
ions no meio aquoso. A estrutura tetramérica néstével no plasma sanguineo, sendo a

estrutura monomérica a mais ativa (TERRA, 2007).

Na Figura 01, tem-se a representacéo da formacguiea da estrutura tetramérica da melitina.
O peptideo cristalizado apresenta-se na formatdintero (a) e quando estd em solucéo de
ions cloreto a 120 mM e pH 7, observa-se a rupflesia estrutura devido a mudanca da
conformacdao e estrutura do peptideo, que se separmprimeiros 2 nano segundos (b) com o
distanciamento das cadeias apds 4 nano segundos (c)

() | cadeiaC cadeia D (c)

cadeiaA

b
~ cadeiaC
cadeiaB

cadeia A
=0 ns t=2 ns t=4 ns

Figura 01 — Estrutura e conformacédo da melitin@sgn) Estrutura Cristalina, (b) 120 mM €lpH
7,0-2nse(c) 120 mM & pH 7,0 — 4 ns. Adaptado de TERRA (2007).
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Mesmo tendo uma cadeia contendo poucos aminoac&dwselitina apresenta diferentes
conformacgdes que variam de acordo com o meio os@depeesente, Figura 02. Assim, em
funcao das propriedades do meio, pode haver formdg&struturas oligoméricas e, portanto,

impactar no processo de purificacdo, principalmeate processos de separacdo por

=

membranas.

(b) ( }2 ) PO () |
S e © “Kar
o x| . :

(f) e

N s -3F

L]

Figura 02 — Conformacéao da melitina em diverso®s) & saber, (a) forma cristalina, e as demais em
agua com as seguintes condigées: (b) pH 780ChM; (c) pH 7 e S50 mM; (d) pH 7 e CIL,2 M;
(e) pH7 e S& 1,2 M; (f) pH 11 e SE 50 mM. Adaptado de TERRA (2007).

Segundo QUAY e CONDIE (1983), a melitina tende sadeegar a medida que se reduz a sua
concentracdo no meio apresentando a cinética emhguem equilibrio entre a melitina
monomerica e a tetramérica, conforme a reacao qaimbaixo, com a sua constante de

equilibrio demonstrada nas Equacfie:

4 - melitinanon <> melitinaet,
Ka= [melitinano]*/ [melitinaed (1)

Sendo K (constante de equilibrio para reversdo da melitioabmero para tetramero) e que

pode ser também expressa em fungédo da melitina tota
[melitinalor = [melitinae] + [melitinamor ¥/Kad (2)

Uma solucéo de melitina a 10,6 g/L em tampéao fosda®,001 M, pH 7,15 na temperatura de
23 °C apresenta um valor de ¢te 2,5x 13* (QUAY e CONDIE, 1983).

22



2.2.2 Fosfolipase A

A fosfolipase A € um polipeptideo de cadeia simples contendo 4&8uwos de aminoacidos,
4 pontes dissulfeto e com um carboidrato anexadswarestrutura (LIMA E BROCHETO-
BRAGA, 2003). E uma substancia largamente distrid@im tecidos de mamiferos bem como
diferentes tipos de venenos. Esta enzima catalsdrdlise de fosfolipidios, conforme Figura
03, sendo classificada, de acordo com o sitiodi®lse, em A, A2, Ce D (FULYet al.,1997).

Fosfolipase A |
ro B o
0 'CH,— 0 d—R, . HIO\ R:—C—oH CH,—0—C—R,
R,—C—0—CH (o] » H—0—CH 0

1 I Fosfolipase A, |
‘CH:—O—lli'—O—X it
(o0 O

Fosfolipase C Fosfolipase D

Fosfolipideo Lisofosfolipideo

Figura 03— Acao catalitica da fosfolipase.AA fosfolipase Aretira hidroliticamente o residuo de &cido
graxo G de um fosfolipidio, gerando o lisofosfolipidio oespondente. As ligacfes hidrolisadas por
outros tipos de fosfolipases, que sdo nomeadasoddaacom suas especificidades. Adaptado de VOET
e VOET (2013).

Ela provoca a clivagem dos fosfolipidios de memayranduzindo a formacdo de poros e a
respectiva lise celular, sendo especifica parsg@o 2 da cadeia de glicerol de fosfolipidios,
levando a formacédo de lisolecitina e &cidos graX®s. principais fosfolipidios que séo
substratos para essa enzima sdao: fosfatidilingsitosfatidilglicerol, fosfatidilcolina,
fosfatidilserina e fosfatidiletanolamind@ET e VOET, 2013)

2.2.3 Peptideo MCD

O peptideo de degranulagédo de mastécitos, MCDneafo por 22 residuos de aminoécidos e
contém duas pontes dissulfeto, que possui atividatienflamatoria e efeito analgésico e que,
em baixa dose, induz a liberac&o de histaminappaé altas doses, age como um antialérgico
inibindo a liberacéo desta enzima (LIMA E BROCHEBRBAGA, 2003; GOODMAN £t al.,
2006; DONGet al,2007).
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2.2.4 Apamina

A apamina é um peptideo formado por 18 residuasnileoacidos e que desempenha atividade
na inibicdo do canal de Eativado por K presentes em neurdnios, musculo liso, esquelético
e cardiaco, levando a espasmos musculares, coasulssoconstricao e taquicardia. Também
€ um agente com efeito citotoxico em células tuma@a@om propriedades anti-inflamatorias e
nociceptivas (LIMA E BROCHETO-BRAGA, 2003; GOODMANt al, 2006; DONGet
al.,2007).

2.2.5 Hialuronidase

Outro alergénico conhecido é a enzima hialuronidps® hidrolisa o acido hialurénico no
tecido alvo, aumentando a permeabilidade nos vasoguineos, e, por esta razdo as
hialuronidases s&o denominadas fatores de espaltaDER, 1988; KUDCet al.,1993;
STRONG e WADSWORTH, 2000; KING e SPANGFORT, 2000).

2.3Processos utilizados no fracionamento da apitoxina

Estudos demonstraram que 0s componentes da apitquim sdo responsaveis pelos efeitos
anti-inflamatorios e analgésicos podem ser exteaéao fracfes de solventes aquosos. Sugere-
se que a fracéo purificada em membrana de ultegfdb, que apresenta massa molecular de
corte abaixo de 10 kDa, contenha a maioria dos ostop constituintes da apitoxina que séo
responsaveis pela acao analgésica ao nivel dmsistervoso periférico (YOUNE al.,2002).

Isso se d& pois esta aumenta o0 metabolismo didesdesionados favorecendo a eliminagéo
dos agentes toxicos e também por ligar-se a fpsted A e assim inibir a sua atividade na
liberacdo do acido araquidénico, substancia engtalvio processo inflamatério e na artrite
reumatoide (YOUNGet al.,2002).

A purificacdo, isolamento e/ou retirada de composta apitoxina sdo descritos ha mais de
décadas utilizando-se a filtragdo em gel ou coldeaSephadex G-25 e G50 acompanhadas de
cromatografia de troca idnica em Sephadex C-25 (BAMNt al, 1981 e MAULETet al,
1982). A centrifugacdo € uma técnica que € citpdeem com a finalidade de preparo de
amostra (JINHUEt al, 2010).
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A ultrafiltracdo foi a técnica menos utilizada mogesso de purificacdo da apitoxina nos artigos
pesquisados.

2.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia € um processo de separacao noagarostra € distribuida entre duas fases
no leito cromatografico (coluna ou placa). Uma féase estacionaria, enquanto a outra passa
através do leito cromatografico. A fase estaci@nérum material tensoativo solido, poroso,
em forma de particulas pequenas ou um filme findquédo. A fase mével pode ser um liquido
ou um gas. Se tratando de um liquido, o processmniecido como cromatografia liquida
(MEYER, 2004).

A cromatografia liquida que utiliza colunas empadas com resinas onde a fase movel € eluida

sobre elevadas pressdes é conhecida como cronfatdigraida de alta eficiéncia.

Esta pode ser classificada quanto a fase em notmalersa. Elatambém pode ser classificada
quanto a fase movel de troca ibnica, exclusdo mtaec afinidade/imunoafinidade e

particdo/adsorcéo.

A cromatografia de exclusdo por tamanho € o process que a separacdo ocorre pela
classificacdo da massa da molécula. A fase estat@oB composta de resina porosa que
favorece a entrada por difusdo de moléculas cononraio hidrodinamico para dentro de seus
poros, ficando estas moléculas retidas em um rtengpo no interior da resina. As substancias
com maior raio hidrodinamico néo irdo se difundimpletamente dentro desta resina e seréo

as primeiras a serem eluidas da coluna (MEYER,)2004

Cromatografia em fase reversa é o termo usado geserever 0 estado em que a fase
estacionaria € menos polar do que a fase movehsA éstacionaria onde o octadecilsilano
(ODS), um n-alcano com 18 atomos de carbono, estdicamente ligado a silica porosa ou
microparticulas ceramicas, é a fase estacionaimutiizada, conhecida como C18 (HEARN
et al, 1988; MEYER, 2004).
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2.3.2 Eletroforese em Gel

A eletroforese em gel € uma técnica simples, famibe reprodutivel que separa proteinas de
acordo com a sua massa molecular. Por esta téérpoasivel obter informacdes sobre a massa
molecular e a carga da proteina, bem como se a anesta pura (HAMES e RICKWOOD,
1990). O gel de poliacrilamida — dodecilsulfatesddio (SDS-PAGE) € um dos mais utilizados

para proteinas e peptideos.

O detergente SDS se liga aos aminoacidos da padi@inecendo uma carga negativa para a
proteina. Entdo a amostra é colocada em um gebldeplamida e estes sdo imersos em um

tampéao e submetidos a uma corrente elétrica. Ar@gue foi carregada negativamente migra
para o eletrodo de carga positiva e a malha dpagdibilita a separacdo das proteinas. As que
tiverem uma menor massa terdo maior mobilidadedeta a concentrar mais proximas da base
do gel (LEHNINGERet al, 2002).

Geralmente é utilizando um padréo comercial cortepnras de massas moleculares conhecidas
para que seja feita a comparagcdo com as amostisiensionar os valores de massa
aproximados de cada banda ap0s a coloracao do gel.

2.3.3 Espectrofotometria de massa

A espectroscopia de massas é um meétodo de idagéficde substancias desconhecidas ou
confirmacéo de sua identidade por meio da razdcalmsga. E possivel utilizar baixas
quantidades de amostra, da ordem de pictogrami@sidatificar e sequenciar biomoléculas,

biopolimeros, drogas, poluentes, entre outros.

Esta técnica consiste em incidir moléculas ionigat#asubstancia a ser analisada em um campo
elétrico e posteriormente em campo magnético. Asgrapelo campo elétrico, as moléculas
ionizadas sofrerdo a acdo de uma forca elétricad® saceleradas dependendo de sua massa.
Na regido com campo magnético, as moléculas ioagzadfrem deplecfes em suas trajetorias

dependendo de sua velocidade inicial nesta regioseia carga.
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Desta forma, os campos elétrico e magnético sepasaions em funcdo de sua massa-carga.
O conjunto de ions separados é chamado de esgdeatrassa. A ionizagdo das moléculas pode
ser realizada por meio de um feixe de elétronss mn laser que incide sobre a amostra
(LEHNINGER et al, 2002; JINHUIet al, 2010).

2.3.4 Ultrafiltracéo

Por ser um processo que opera em temperaturassdpeserelativamente baixas e nao exigir o
uso de aditivos quimicos, a ultrafiltracdo é comuteitilizada quando se deseja concentrar,
purificar e fracionar biomoléculas (ZYDNEY, 200@sta técnica, aléem de ser aplicada para
concentracdo de proteinas, também é utilizadagpaca de tampdes e dialise, substituindo,
em algumas ocasifes, a cromatografia de exclusédaptanho, técnica que implica em
maiores custos em uma escala industrial se compa@d a ultrafiltracdo (LIGHTFOOT e
MOSCARIELLO, 2004).

A alta retencéo de proteina € obtida através dernembrana porosa em funcédo do tamanho
das proteinas, embora estudos tenham demonstrpdtencial de explorar tanto o tamanho
quanto as interacdes eletrostaticas entre as pagteia membrana para processos aprimorados
de ultrafiltracdo (MEHTA e ZYDNEY, 2005).

Membranas de ultrafiltracdo sdo geralmente esastanisotropicas e tém uma camada de
superficie ou pele fina e porosa que esta apomiol@ $im substrato microporoso muito mais
aberto. A camada superficial finamente porosazaaldi separacdo; o0 substrato microporoso
proporciona resisténcia mecanica (BAKER, 2012).

As membranas de ultrafiltracdo sdo caracterizadisdiametro nominal de cortmélecular
weight cut off MWCO) que corresponde a massa molecular da aangsé apresenta 95% de
rejeicdo. Apresentam poros assimétricos e operamdiferenca de presséo variando de 100 a
1.000 kPa (MULDER, 1996).

A diferenca de pressao, pressao de operacdo aaéprasaves da membrand] é a diferenca
entre a pressao de entrada e a pressao de sgieanteado. A definicdo do valor da presséo
de operacdo de um processo de separacéo € fundapeat que se possa obter uma maior
vida util da membrana utilizada (HABERT al, 2006).
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Para um solvente puro, inerte em relacdo a memieraéa se tendo deformacdo da membrana
em fungéo da pressao, o seu fluxo através da membsiara diretamente associado ao valor
do diferencial de pressdo. Tragcando um graficolwamfem funcdo do diferencial de pressao
teremos uma reta onde o valor de sua inclinacadtaesa permeabilidade hidraulica da
membrana (HABEREt al, 2006).

O fluxo de &gua pura nas membranas de ultrafilicagé média, é dez vezes superior ao da
solucéo contendo as macromoléculas a serem sepdBAKER, 2012). A reducéo deste fluxo
pode ser causada por varios fatores: polarizacamodeentracdo, adsorcdo, a formacédo da

camada de gel e bloqueio dos poros (ZHOU, 2010).

Um ponto fundamental para se determinar o deseropdeh membranas de ultrafiltracdo € a
polarizacdo de concentracdo. Esta é causada péloubr de matéria na superficie da
membrana que leva a formacédo de um gradiente dmietvacdo de soluto em solucdo ou de
particulas em suspensao junto a superficie da naa{BAKER, 2012). Na Figura 04 est4
indicada a zona de polarizagédo e também indicaslfisxams no processo de ultrafiltragéo.

Membrana
A
Cm
p Fluxo
convectivo
D l./q ] \
Permeado \
LY
\
Mg
. =
- Lp
—p Escoamento
», Fluxo da solucio
Regido de " difusivo ) -
Polarizacio

Figura 04 — Representacéo do efeito de polarizdedmncentracdo. Adaptada de BAKER (2004).

A polarizacdo de concentrac@o € um processo rgeeespode ser minimizada com altera¢oes
dos parametros operacionais, como: temperaturdacagi concentracdo da corrente de
alimentacédo e diferenca de pressdo, sendo estatantw para avaliar o desempenho do
processo de ultrafiltracdo (BAKER, 2012). Porénpréica, € observado um declinio no fluxo,
mesmo com o valor da pressao mantido constante (MER, 1996).
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A incrustagdo é um fendbmeno de reducédo do fluxeyearsivel, resultando na queda da
produtividade do processo de purificacdo e na otisevida Util da membrana, sendo assim,
um dos maiores problemas associados aos procesgmsiticacdo com membranas, e que
geralmente se da por interacdes fisico-quimica® entmembrana e os varios componentes
presentes no fluido de alimentagdo (MULDER, 1998/ let al,1991).

Durante a ultrafiltracdo de proteinas, sdo obsewatiferentes tipos de incrustacdo na
superficie da membrana. Este processo pode s&daipela supersaturacdo de moléculas de
proteina na entrada dos poros devido ao elevado flanvectivo, Figura 05. Nisto implica a
importancia de se conhecer e controlar as conda@eperacéo na ultrafiltracdo (Kidt al,
1991). Nela é possivel acompanhar o aumento dm fhas pressdes pl até a p4 com a
respectiva formacdo da camada gel para uma sotogéimmolecular. No ponto p3 € atingido
o fluxo limite a partir do qual os sucessivos autogmle pressao ndo mais contribuem para o

aumento do fluxo na membrana e sim para o aumentamada gel.

Pressao P, ?,
1
i Cazel
\
i
!
C, ;
Membrana
.figua
pura
Sohigdo
macromolecular

.-'"-.--__

Fluxo na membrana, J

7, 2, z 2,
Pressio aplicada, p

Figura 05 — Efeito da pressao sobre o fluxo em @gua e uma solucdo macromolecular e a formagéo
do gel. Adaptado de BAKER (2004).
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Atualmente, ha modelos matematicos capazes deedescos processos de incrustacao.
Conhecendo suas causas e as condicbes operaditines necessarias para minimiza-las,
tem-se uma reducdo da energia gasta e também aatemgdes do processo, 0 que o torna

economicamente mais competitivo (VEleAal, 2012).

2.4Modelos para Transferéncia de Massa e Interface ddembrana

Quando se trabalha com membranas, uma variavedgbesca quantificar € o seu fluxo (J)
gue € a massa ou volume de uma substancia queipeameima area de membrana definida,
em um determinado tempo. O fluxo volumétrico é espo em L/rhh e pode ser calculado
pela Equacd8 (MULDER, 1996).

av i

J= =3 3)

Sendo: J o fluxo, em L/th; V o volume do permeado, em L; t o tempo, emsera a area da

membrana, em metros quadrados.

Outra variavel importante e que impacta no volum@ermeado € a pressao que representa a
forca motriz para operacdo do sistema. Utilizanddiferenca entre a pressao aplicada na
alimentacéo e aquela aplicada no filtrad®), em Pa, a viscosidade dinamig¢g,em Pa&, e a
resisténcia da membranay,RRm m?, o fuxo (J), em fim?s ou m/s, pode ser escrito pela lei
modificada de Darcy, apresentada na EquUAgA¥IESNER E APTEL, 1996).

AP

J = 4)

NTRm

Substituindo a resisténcia da membrana pelo invdageermeabilidade da hidraulica, Lp, onde
Lp/nT € o eficiente de permeabilidade da agua, temasxo fle agua apresentado na Equagéo
5.

Lp AP

Jw = %)

nr

A permeabilidade hidraulica da membrang) (solada é apresentada na Equag;andeAP.

_nt] ‘
L, ==5" (6)
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2.4.1 Modelo do filme

Trabalhando com modelagem do fluxo independenfaeisdo, Michaels, em 1968, propds a
primeira teoria que explicava os mecanismos defea@ncia de massa e que ficou conhecida
como modelo do filme (GROTEt al, 2011). O modelo do filme explica a transferéruza
massa na membrana com o surgimento de gradient®rdmntracdo do soluto e que foi

designado como efeito de polarizagéo de concemtraca

O efeito de polarizacdo aponta que a uma distanteasuperficie da membrana na solucéo de
alimentacdo tem-se a menor concentragéap,eCproximo a superficie da membrana, a

concentracdo é maximanaQGROTEet al, 2011), conforme Figura 06.

Alimentagao Camada Membrana

Adjacente
Cn G
Jy Gy

J.C a
I
c

i i

Ce
pSC
dx /._'{5
X a []

Figura 06 — llustracdo mostrando o efeito da camagéo de polarizacdo e as principais variaveis
envolvidas em uma membrana de ultrafiltracdo. Aatiptle BAKER (2004).

No processo de ultrafiltracéo, tem-se o fluxo cative do soluto em direcdo & membrana,

namero | da Figura 06. Com o aumento da concemrdeasolutos proximos a membrana

aumenta-se o fluxo difusivo, nimero Il, em sentdotrario a membrana e este pode ser
calculado pela lei de Fick, que corresponde a skggparcela do primeiro membro da Equacgéo
4. No estado estacionario, em que o transporteeoine € igual a soma do fluxo de permeado
com o transporte difusivo, tem-se a Equat8GROTEet al, 2011):

dc
JvC+ D§=]VCP (7)
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Integrando a Equacdbe considerando as condi¢bes de contorno: X= 0Gs;X =9, C =

Cb, obtém-se a Equac®&o

= = exp( L) ®

Cp—Cp D

Cm, Gy e G sao as concentracdes de soluto (g/L), respectivianea interface da membrana,
na alimentacdo e no permeadg,&Jo fluxo volumétrico (m/s) é a espessura da camada

adjacente & membrana (m) e D é o coeficiente deatifdo soluto em agua¥s).

A razao entre o coeficiente de difusdo e a espgstucamada adjacente é conhecida como

coeficiente de transferéncia de massa, k, (m/s3tnado na Equacdd
D
k=5 9)

Considerando os coeficientes de rejeicdo do permdade do concentrado, R, temos as

EquacbtedOell:
Cm
R=2 (10)
NP D )
R =1 C (11)

Substituindo as Equac¢66s10 e 11 na Equaca®, tem-se a Equacd®, que esta no mddulo
de polarizagdo de concentracédo ou a Equa8a&mn fungéo da rejeicdo do permeado:

lvy
Cm exp(37)
mo_ 12
Cp R’+(1—R’)exp(]TV) (12)
R= R (13)

B R'+(1-R") exp(]TV)

Considerando que todo o soluto fique retido na nmmand) &= 0 e R'=1, tem-se a Equacédo
14, que esté explicita em relacdo ao modulo de palgiiz de concentracdo ou a Equato
explicita para o fluxo (GROTEt al, 2011):

Cm Jv
e exp( p 14

Jo = k(& (15)

32



A razédo GJ/C, € chamada de modulo de polarizagdo de concentrégde fatores estédo
correlacionados com essa polarizagao e sao o fluxe, o coeficiente de transferéncia de
massa, k, como podem ser visto na Equd¢ad=ste modelo possibilita a compreenséao do

sistema de ultrafiltracdo e seu dimensionamenia gae este atenda ao rendimento desejado.

O coeficiente de transferéncia de massa pode sdop@xperimentalmente através da Equacéo
16, onde dax € 0 platd do fluxo através da membranage €a concentracdo onde se tem o
inicio da formacgao da camada gel (BAKER, 2012):

k= — — Jmax (16)

InCp—InCgey
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OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

O objetivo geral deste trabalho consiste em avadiaprocesso de ultrafiltracdo para

fracionamento da apitoxina utilizando membranaedelase regenerada de 10 KDa.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sdo destacados abaixo:

- Caracterizacéao das propriedades morfolégicasetabrana comercial de celulose regenerada

com diametro nominal de corte de 10 kDa;

- Definicdo das condi¢gbes operacionais do procdssoltrafiltracdo da apitoxina utilizando

membrana comercial de celulose regenerada com ti@naminal de corte de 10 kDa;

- Caracterizacdo do fluxo e do coeficiente de cémiem funcdo da concentracdo de

alimentacgéo e a diferencga de presséo;

- Investigagdo do produto permeado, quanto & pgas#as proteinas e dos peptideos presentes

com massa molar acima de 10 KDa;
- Definicdo de métodos de analise da apitoxinaeuogpermeado;

- Quantificagcdo da melitina e fosfolipase Aresentes tanto na apitoxina quanto em seu
permeado da ultrafiltracao.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéo da apitoxina

A apitoxina utilizada foi adquirida da CooperatiNacional de Apicultura (Conap) lote AP012.
Esta foi coletada de acordo com o protocol@deton Resumidamente, uma caixa de madeira
contendo uma base plana com fios de cobre ou &cadsss foi colocada na entrada da colmeia
de forma que as abelhas passassem pela placa stasseon nos fios ao entrar na colmeia.
Estes foram eletrificados de modo a aplicar 33vudts abelhas. As abelhas responderam com
picadas na superficie do vidro, liberando a api@XBENTONet al, 1963).

A apitoxina cristalizou-se sobre a placa de vidren&o foi raspada. O produto obtido foi
armazenado em um freezer a -20 °C (JINELAL, 2010).

Os requisitos normativos de qualidade da apitokiei@ como o teste de identidade foram
avaliados com o proposito de utilizacdo dessa cmmomo farmacéutico. Estes requisitos
incluem caracteristicas macroscopicas, fisico-qeam{umidade, teor proteico, fosfolipasg A
e microscoépicas (BRASIL, 2001).

A Farmacopéia Brasileira ndo contém nenhuma mofiagespecifica para analise da
Apitoxina, mas ela preconiza no item V.4.2.3 a #etinacdo de agua em drogas vegetais” e
aponta o método azeotrdpico indicado para amaogtiapossuem substancias volateis. Assim,
o método volumétrico de Karl Fisher foi realizado tiplicata utilizando balanca analitica
(Mettler Toledo AE 163), titulador (Metrohm 787 KIHtrino) e os reagentes: metanol P.A.
(Marca Panreac, lote 217139), reagente de KareF{dharca Fluka, lote SZBD1010V) e agua
Milli-Q (BRASIL, 2010).

4.2 Preparo da amostra

Uma amostra de apitoxina cristalizada em p6 feafde, dissolvida em agua purificada e teve
seu pH corrigido para o valor 7 utilizando solugho hidroxido de sodio 10 molar. Esta
suspensao foi transferida para agitadores para timvortexdurante 5 minutos, obtendo-se
uma solucéo de concentracdo 50 mg/mL da apitodihtHUI et al, 2010).
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A suspensao foi microfiltrada em uma membrana d@éase regenerada de 0,45 pum para
remocao de particulados e esta € armazenad@ ¢ 4NHUI et al, 2010).

Embora a Instrucdo Normativa n. 3, de 19 de jard#r@001, aponte a técnica de Bradford a
ser utilizada para quantificacéo de proteinasp@&tafoi escolhida neste trabalho, uma vez que
mais da metade da apitoxina é constituida de pEEidom massa molar abaixo de 3 kDa.
Desta forma, o método escolhido foi o de Lowrygmrmais sensivel para pequenos peptideos
e gque estao nesta faixa limite (LUCARINI e KILIKIAN999).

Neste trabalho, o método de Lowry foi utilizadogravaliacdo e correcdo das concentracdes
de apitoxina na alimentacdo. O teste consiste esturar 4cido fosférico, molibdato e
tungstato, que é chamado de reagente de Folin I@aga Essa solugdo junto com *€u
catalisador, e os aminoacidos cromogenos, tais ctrosina e triptofano, leva a formacao de

um composto que possui absorcéo na regido do high@nm (POMORY, 2008).

4.3 Caracterizacdo da membrana

A ultrafiltracao foi realizada em membranas de loski regenerada com massa molar de corte
(MWCO) de 10 kDa (Millipor€&) lote C7PN23329. Esse valor referente ao cortaerabrana

foi escolhido apGs andlise da massa molar dos coempes da apitoxina, principalmente dos
principais alergénicos e também porque a Fundagzéquiel Dias possui interesse na fracédo

da apitoxina que contém os componentes com madsa ahaixo de 10 kDa.

Tabela 2- Informacgdes técnicas da membrana deoseluégenerada de 10 kDa (Millipa2608).

Cut off 10 kDa.

Material da Pele Celulose regenerada
Material da camada suporte Polietileno UHMW
Retencéo de Dextrana 90% até 5 kDa
Espessura da pele 130pum
Permeabilidade do ar 0a 70 psi
Permeabilidade da agua 4,2 kg/nt.h /psi

Faixa de pH 2a13

Temperatura maxima de operagéo 80°C
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Foi utilizado sistema de célula agitada (Ami€asitra - 4 Millipore® Corporation, MA) de 4

mL.

Todas as membranas, antes do uso, foram submensagua deionizada por duas horas para
a retirada da camada de protecéo em glicerinapsessh agua trocada a cada 30 minutos. Foi

utilizada uma balanca analitica (Gehaka) para@aatmassa dos produtos permeados.

4.3.1 Determinacao da permeabilidade hidraulica das mamalsr

Apés a lavagem da membrana, conforme o item 4i3ddéterminada a permeabilidade
hidraulica. A célula de agitacdo contendo a men@rragua Milli-Q foi pressurizada em
diferentes pressoes, entre 49 a 392 kPa, e o fanaeterminado medindo a massa de agua

permeada em intervalo de tempo de 5 minutos. fllx dgua foi calculado utilizando a

Equacadl?.
_ @
Jw =75 (17)

Onde & é o fluxo da &gua, em kgin, Q é a quantidade de permeado, emnk@ o tempo,
em h, e A é a area efetiva da membrana, énOs ensaios foram realizados em temperatura

ambiente.

A permeabilidade hidraulica da membrang) @sta apresentada na Equagao

_nrJ
L, ="l ©)

4.3.2 Fisissorcédo de N

A fisissor¢éo de Né uma técnica empregada para determinar o tanmeahdistribuicdo de
tamanho de poros nas membranas. E determinadéupefio relativa da pressaodR sendo
a razao entre a pressao aplicada (P) e a pressadutlacdo do gas utilizadoo)PMULDER,
1996).
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O experimento foi conduzido a temperatura de edolip N, na presséo de 100 kPa. O volume
total dos poros foi determinado pela quantidadeg@e adsorvido préximo da pressao de
saturacao. A dessorcéo ocorreu quando a pressaatmida, a partir da presséo de saturacao.
(MULDER, 1996).

As membranas ap0s serem lavadas, conforme o i&rfodam imersas por uma hora em cada
um dos solventes nessa ordem: agua, etanol, dicktemo e hexano para eliminar uma
possivel contracéo dos poros em funcdo de uma rpadnsca na polaridade do solvente. A

pele foi retirada da membrana e cortada em amasiasres.

A amostra foi degaseificada e desumidificada nuéimaaca de vacuo a 75 °C, durante 14 horas
(SAIBUATONG et al, 2010). Essa temperatura foi mantida por uma anédrmica que
envolve a célula de amostra, a qual é semelhamte lango tubo de vidro de ensaio onde foi

alojado o material para analise.

Apoés o resfriamento até a temperatura ambienteouete a célula de amostra de dentro da
camara de vacuo e mediu-se a massa. Depois, ararfmsnserida na camara de analise e
mergulhada num banho de nitrogénio liquido, em ajtemperatura registrada foi de -195,7
°C. Em seguida, o processo consistiu em admiting@egs quantidades de &n etapas até que
se atingisse o equilibrio.

A partir dos dados de volume de adsorvato e das@es coletadas, foi possivel calcular, a

partir da equacao de BET (Brunauer, Emmet, Telledyrea superficial da membrana.

O teste de fisissorcate N foi feito no Departamento de Engenharia Metalurgied&scola de

Engenharia da UFMG utilizando Quantachrome NovaVénsion 10.01.

4.3.3 Microscopia eletrbnica de varredura

A morfologia das membranas, ou seja, o tamanhofa@naa dos poros, foi analisada por
microscopia eletronica de varredura. Os ensai@srfoealizados no Centro de Microscopia da
UFMG. As membranas foram preparadas com a retoladglicerina bem como imersas em
uma sequéncia de solventes em ordem decresceptéades, conforme descrito no item 4.3.2.

A pele da membrana foi retirada e cortada em aasstenores.
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A fratura das amostras da pele da membrana ocapd@siimersdo em nitrogénio liquido, a fim
de manter intacta a se¢ao transversal dos filnsasamostras foram fixadas no porta-amostra
e recobertas com uma fina pelicula de ouro (meidtiz Bal-Tec, modelo MD20) antes de
serem levadas ao equipamento. Foram realizadasimedgnto da superficie das membranas

quanto da secéo transversal com HV de 20 kV e apegdes de 1.000 a 50.000 vezes.

4.3.4 Experimento de rejeicdo — MWCO

Foi utilizado dextrana massa 10 kDa (Sigma-Aldiatie BCBM2424V), espectrofotdbmetro
(Shimadzu, modelo 1601), acido sulfarico (PA 9597% - Merck, Lote: K44311931). Foram
preparadas trés solucdes de dextrana, experimeiito dm triplicata independentes, na
concentracdo de 0,10 g/L. Parte das solu¢Bes fdintas para construcdo de uma curva
padrdo e o restante foi utilizado no teste deg&geisendo ultrafiltrado em célula agitada e esta
foi mantida a velocidade de agitacdo de 750 rpmpégatura ambiente, 25 °C e pressao de 220
kPa.

Foi utilizado o método de &cido sulfarico — UV orideL da solugédo contendo a dextrana foi

rapidamente misturada com 3 mL de acido sulfur@mentrado em um tubo de ensaio.

O tubo de ensaio foi agitado em wdrtexpor 30 segundos e, entdo, resfriado em banho de
gelo por 3 minutos. Apds esse tempo, a solucaostiew@bsorbancia determinada a 315 nm no
espectrofotdmetro. A solucéo de referéncia foi @raga da mesma forma, porém a solucéo de
proteinas foi substituida por agua Milli-Q (ALBALAKEH, et al,2012).

4.4Determinacao das propriedades de transporte das méranas

As propriedades de transporte medidas foram o fermmeado e o coeficiente de rejeicdo da
membrana. Estas foram determinadas por meio daepedn de uma solucdo contendo
apitoxina através da membrana, mostrado na FigurAries da realizacao destas foi avaliada
a compactacdo nas membranas apdés a remocao daacamaglicerina.Para isso foram
comparadas o valor do fluxo obtido na membrana atBigada com o fluxo definido na permeabilidade
hidraulicano valor deAP de 220 kPa, e as membranas de 3,46den@rea ndo apresentaram valores

significativos de variagéo de fluxo, o que aporasmpma ndo compactacdo destas na pressao utilizada
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Figura 07 — Esquema do sistema de ultrafiltrac@i@zado. VC é a valvula do cilindro, VA é a valvula
do sistema de ultrafiltracdo, ME é o0 man6metrdbcatio, w o regulador da agitacdo e T regulador da

temperatura.

4.4.1 Estudo do efeito da pressao de operacgéo

A determinacéo do fluxo permeado foi realizada mealio volume do permeado obtido em
funcdo do tempo, em uma célula com area da membuoateecida. As membranas utilizadas

foram previamente lavadas, de acordo com item 4.3.

Os testes foram realizados em triplicata, tempeaambiente, 28C, e as concentragfes das
solucbes de apitoxina testadas foram de: 50 g/Lg/BC 10 g/L. A presséo do sistema foi
variada de 49 a 392 kPa com intervalos de 49 kPeeldcidade de agitacdo no interior da

célula foi mantida constante, a 750 rpm.

4.4.2 Avaliacao do efeito do aumento da concentracadimatacao

Para avaliar o efeito do aumento da concentracapitieina na alimentagao foram testadas 9
amostras, em triplicata, de diferentes concentsgizefaixa de 10 até 50 g/L de apitoxina em

intervalos de 5 g/L entre cada amostra.

A presséao foi mantida em 225 kPa e a velocidadsgdacao no interior da célula foi mantida
constante, a 750 rpm. Todo o experimento foi radlizem temperatura ambiente °€5tendo
como produto medido a massa de permeado obtida.cBda concentracdo testada uma nova
solucdo de apitoxina era produzida para que a otmagéo da alimentacédo testada fosse

mantida.

40



4.4.3 Caracterizacao das condi¢cfes hidrodinamicas

A velocidade de rotacdo da solucdo na célula degregdo foi estudada medindo o fluxo de
permeado em funcdo da velocidade rotacional ddacétiagitacdo. A pressao foi mantida a
220 kPa. Foi utilizada uma solucdo de apitoxin@@e/L na alimentacédo e foram coletadas
amostras do produto permeado. Os testes foranzadab em triplicada. A velocidade foi

variada na faixa de 180 a 960 rpm, com intervaée$3D rpm.

4.4.4 Testes de longa duracéo

Para avaliar a incrustacdo e a polarizacdo de ntmagédo, uma membrana de celulose
regenerada de 10 kDa, previamente lavada confoteme #.3, teve sua permeabilidade
hidraulica determinada com agua Milli-Q, conforrtem 4.3.1. Essa membrana foi mantida

em operacéo, com a pressao e velocidade de agdagatantes em 220 kPa e 750 rpm.

O teste foi conduzido em temperatura ambientéC2bamostras do permeado foram coletadas
a cada 30 minutos para avaliar o fluxo do permeAgds 395 minutos foi determinada uma
nova permeabilidade hidraulica na membrana utiizd@dos os ensaios foram realizados em

triplicata.
Os parametros utilizados nos ensaios para a deiegfo das propriedades de transporte das

membranas estao resumidos na Tabela 03.

Tabela 3- Resumo dos testes realizados ha membrana dédlwitcéio com as variaveis, respectivas

faixas de avaliacéo e seus intervalos

Teste Variavel Faixa Intervalo
Presséo (kPa) 49-392 49
Pressdo de operagao Concentracéo (g/L) 10-50 20
Aumento da concentrago na alimentagdo ~ Concentracao (g/L) 10-50 5
Condigées hidrodinamicas Vel. de Agit. (rpm) 180-960 ~ 130
Presséo (kPa) 49-392 49
Teste de longa duragéo Estado Nova/Usada -
Tempo (min.) 5-395 30
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4.4.5 Determinacao da rejeicdo da melitina e fosfolipase

O estudo foi conduzido na célula de agitacdo commambranas previamente lavadas,
conforme o item 4.3, em triplicata, temperatura i@mie, 25°C, pressao e velocidade mantidas
constantes a 220 kPa e 750 rpm. Foram realizadgsedperimentos, um utilizando uma

solucéo de apitoxina de 1 g/L com uma Unica etepatdafiltracao.

O outro experimento foi realizado com uma solugéi@pitoxina com concentracéao inicial de
50 g/L, onde foram feitas 5 ultrafiltragbes em umesma amostra de apitoxina. Em cada
ultrafiltracdo, o produto retido era ressuspendidoagua Milli-Q em um mesmo volume do

seu respectivo permeado. Estes apresentaram oes/akpostos na Tabela 4:

Tabela 4 — Valores das massas dos permeados dairRgiapos a ultrafiltracéo.

Ultrafiltraco Primeira Segunda Terceira Quarta Quinta

Massa 8,390 8,449 8,60 8,8 ¢ 9,09

Os testes foram realizados em triplicata, em teatpex ambiente, 28C, e a pressao foi
mantida em 225 kPa.

Para o calculo do coeficiente de rejeicédo, foraemtificadas e quantificadas as espécies de
interesse tanto na alimentacdo quanto no permdadmmatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foi utilizada na identificacdo e determinagia concentracdo de melitina e fosfolipase

A2 na amostra de apitoxina.

Também foi utilizada a técnica de eletroforese @ndg poliacrilamida contendo dodecil

sulfato de sodio para avaliar a presenca ou auséesies componentes.

Os principais componentes da apitoxina tiveramrsejeacao (R) calculada de acordo com a
Equacadl8.

R(%) = [1 - g—i] x 100% (18)

Onde G e G\ sdo as concentragdes da substancia no permeadscdugédo de alimentagéo,

respectivamente.
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4.5 Caracterizacao do Produto

4.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para analise dos componentes do veneno e do paeriteadilizada a técnica de eletroforese
tris-tricina com gel 16% de poliacrilamida. As annas aplicadas ficaram sujeitas a eletroforese

a 180 V (volts), 70 ampéres, por duas horas.

Foram aplicados aproximadamentqg@e proteina das amostras testadas e foi utilimado
padrédo de eletroforese de baixa massa moleculgméSAldrich) M3546, lote #SLBK3308V,
com os seguintes tamanhos em Dalton: 1.060; 361960; 14.200; 17.000 e 26.600.

Também foi utilizado o padrdo melitina e fosfolipa® da Sigma-Aldrich. Todas as amostras
e padrbes foram preparados utilizando o tampaondstaa Sigma-Aldrich. O gel foi revelado

em coranteomassie blupor uma hora.

4.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

Na cromatografia foi utilizada acetonitrila (Merdkpte 1631830212, pureza 99,9%), acido
fosforico (J.T.Baker, 7664-38-2, pureza 86,2), beomo coluna cromatografica — C18
Waters® de 4,6 mm de didmetro, 100 mm de comprijpgamanho de particula depfn
(Waters® USA), além dos padrdoes melitina M4171 8882M4780V (Sigma-Aldrich) e
fosfolipase A de veneno de abelhas P9279 lote #073M4009V (Skjahach).

Foi realizada cromatografia liquida de fase revpesa deteccao e quantificacdo dos peptideos
melitina e fosfolipase Acom as seguintes condi¢cdes de operacdo: acdtndmo eluente A

e solucao aquosa de acido fosférico 0,4% como wuUgncom os gradientes de eluigdo de B:
95-48% em 15 minutos, 48-20% em 5 minutos e 20-6%beaninutos, nessa sequéncia. O
volume de amostra aplicada foi de 100 O comprimento de onda do detector foi de 220 nm
(HAGHI et al, 2013).

As amostras foram ultrafiltradas em temperaturaiantd, 25°C, pressdo de 225 kPa e

velocidade de agitacdo de 750 rpm.
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A concentragdo dos dois peptideos foi determingmata das curvas analiticas da Equat@o
para a melitina €0 para a fosfolipase Aque foram construidas com base nos resultados da
area da curva (y) em mAU.mL de concentracdes (hecdas (0; 0,025; 0,5; 0,075; 0,1; 0,125

e 0,15 g/th). Foram feitas analises da amostra da apitoxilddiaada em agua ultrafiltrada.
Ym= 1290,4x, — 5,0245 (19)

yi=1132,1x - 19,651 (20)

4.5.3 Dosagem atividade fosfolipasiga

Uma gema de ovo sem a pele foi homogeneizada enm10@e solucéo salina 0,9% NaCl
(suspensao estoque). Essa solucdo estoque fodadilll vezes em solucédo salina 0,9%

(suspensao de uso).

Foram adicionados 1 mL da suspenséo de uso e 4demalina 0,9% em um tubo de ensaio.
Este foi colocado em banho maria a 41°C por 5 mfatentdo determinada sua absorbancia

em espectrofotometro UV-visivel (Pharmacia LKB-0Ofpec IIl) a 900 nm.

Em seguida, foi adicionado 0,1 mL de amostra nzeuamacido de 1mg/mL em PBS 0,01%,
solucdo com pH ajustado para 7 e composta por M&T| KHPQs, NeeHPQOs € HO. Foram

efetuadas medidas nos tempos 0, 5, 10 e 15 minutos.

4.5.4 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa foi realizada no equipeim@BRUKER autofles [ll TOF/TOF 200.
Foram aplicados O,k das amostras e da matriz contendo padrao deagdit de peptideo de
1000 a 4000 Da (Bruker Daltonik, Bremen, Alemarbte 11.206195.350001) e padrao de
calibracdo de proteinas | de 3000 a 25.000 (Brubaltonik, Bremen, Alemanha, lote
09.206355.384001) em pocos da placa do equipamento.

A placa, depois de seca, foi colocada dentro dopamento e este emitiu um lazer que

pulverizou a matriz liberando a amostra.
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As moléculas se moveram em virtude de suas difasede potencial e suas massas foram
analisadas de acordo com o tempo que levaram petarer um determinado percurso (tempo
de voo). O controle de instrumentos, aquisicadmegasamento de dados foram realizados com
o software Flex Control 3.3

4 .6 Tratamento Estatistico das Curvas Padrbes

Foram construidas curvas padrdes para determimassa de dextrana, melitina e fosfolipase
Az para os experimentos de rejeicdo. Essas curvas favaliadas nos seguintes tessesos
dados obedeceram a curva normal (teste de Ryaar)apresentando o p-valor acima de 0,05.
Se a variancias dos residuos nao ficaram difergiésse de Brown-Forsythe). Também
verificado se ndo ocorreu desvio de linearidade@AN) entre as comparacdes das analises e
sem autocorrelacao (teste de Durbin-Watson). Tangeimouve homocedasticidade, isto &,
homogeneidade da variancia dos residuos (testevamk). A excluséo dritliersfoi realizada
utilizando o teste do residuo padronizado Jackmiféio ultrapassando 22,2% de exclusdes
(HORWITZ, 1995). As curvas padrdes e tratamenttetisicos foram efetuados utilizando o

programa Microsoft Exc&verséo 2013.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A apitoxina apresentou-se na forma de pé e seu dalmmidade foi de 11,49% com desvio
padrdo de 0,113%. O laudo de andlise completopestiente no Anexo A. Esse valor ficou
acima do limite preconizado pela Instrucdo Nornaativ 3, de 19 de janeiro de 200, maximo
3% (BRASIL, 2001). Portanto, os calculos das madsaapitoxina nos testes realizados neste
trabalho levaram e conta a diferenca no valor dielace.

5.1Caracterizacdo da membrana

5.1.1 Determinagédo da permeabilidade hidraulica das memalsr

Foram realizados ensaios com as membranas utibzagda Milli-Q com o propésito de
avaliar sua integridade, permeabilidade e resigt@necéanica (compactacao das membranas).
Os resultados obtidos sao apresentados na Figura 8.

Os pontos apresentaram um comportamento linearucowalor de Relevado. Com o valor
obtido para a inclinacdo da reta, foi possivel rdeitgar a permeabilidade hidraulica da
membrana (), igual a 0,4259 kg.raht.kPal.

Comparando este resultado com o valor de perméadidihidraulica apresentado na Tabela 2
convertido para Pascal, 0,609 kg.m'.kPa', observa-se que o valor encontrado é de
aproximadamente 70% do valor apresentado pelodedue. Tal diferenca pode ser explicada
pela variabilidade do processo de producéo das mae@b e aponta para uma necessidade em
se caracterizar a membrana que serd utilizada meegs0s de purificacdo e producdo de

produtos bioldgicos de interesse farmacéutico.
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Figura 08 — Teste de permeabilidade hidraulicazadd na membrana de celulose regenerada, massa
molar de corte de 10 kDa, com agua purificada, &2%-oram medidos 18 pontos, 6 niveis com 3

réplicas por nivel.

5.1.2 Fisissorcédo de N

Os resultados obtidos para a distribuicdo de tamaehporos séo apresentados na Figura 9,
que descreve a curva do diametro do poro em futdg&wlume do poro da pele da membrana
seca, utilizando a técnica de fisissorcdo de @Qbservou-se que a membrana analisada
apresentou uma distribuicdo de didmetros de poeo3,d a 124 nm. A amostra analisada
apresentou uma area superficial de 3@yncom 0,212 cifg de volume de poro e 22,141 nm
de didmetro médio de poro. O laudo de analise cetmpista presente no Anexo B.

Segundo a Sociedade Europeia de Membranas (EM@grabranas de ultrafiltracdo possuem
poros com diametros de 2 a 50nm (KOOPS, 1995)apiurta variacdo do diametro de poros
da membrana analisada estava acima deste valorvd@r médio da distribuicdo de poros
ficou abaixo da metade desta faixa, valor espeuwsl® vez que se trata de membranas com

baixo valorcut oft
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Figura 09 — Resultado da distribuicdo de tamanhaodes, de acordo com o teste fisissorcdo gde N

5.1.3 Microscopia eletrénica de varredura, MEV

As imagens de MEV da superficie da pele das merabraéio mostraram poros, conforme
Figura 10, mesmo utilizando ampliacbes diferentespossivel que tenha havido um
fechamento dos poros na superficie da membranaefsito da tenséo superficial. Isso pode
ter ocorrido devido ao fato de que a membrana, s@cda, pode ter sido exposta a umidade do
ar, o que foi suficiente para promover a contragés poros, levando a um aumento da

densidade da estrutura.

As estrias observadas na Figura 10, com ampliagdd000x, podem ter surgido apos a
secagem da membrana, apds a retirada da gliceonégorme metodologia de preparo da
membrana e/ou durante o processo de metalizacdmped, onde suas particulas podem ter

aglomerado, nao formando uma pelicula homogénea.

48



1.0um

CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG

Figura 10 — Imagens da pele da membrana Millipde= celulose regenerada obtidas por microscopia

eletrénica de varredura com ampliacéo de 50.008svez

As imagens de corte transversal apresentaram beukados se comparadas com as imagens
da superficie das membranas, uma vez em que rfesgassivel visualizar os poros da pele
da membrana. Nas ampliacoes de 1.000 e 2.500 eesas 11 e 12 respectivamente, a
espessura da pele e a juncao da pele com a camadaalte é mais visivel.

A pele apresentou um valor de aproximadamentenS@e espessura, conforme determinado
pelo softwareIMAGE J. Ainda na Figura 13, podem ser vistas pe@s estrias em todas as
imagens que provavelmente surgiram pelo processidiatura durante a preparacédo da
amostra e/ou da prépria porosidade da membrana.

Também é possivel distinguir a pele da camada gert®) o que permite classificar a
membrana como anisotropica.
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Pele

Camada de
Suporte

Figura 11 — Imagens da secdo transversal da meadlipore® de celulose regenerada obtida por

microscopia eletrénica de varredura com ampliagib.d00 vezes.

HV | Mag WD SpotSig HFW | —, YT
20.0 KV|2500x 9.0 mm 3.0 SE 54.08 ym __ CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG

Figura 12 — Imagens da secdo transversal da meaalipore® de celulose regenerada obtida por

microscopia eletrénica de varredura com ampliagg®. 800 vezes.
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Como as membranas sdo comercializadas com uma aateadlicerina, este glicerol foi
retirado com agua purificada, durante a prepardedamostra e a membrana passou por uma
troca sucessiva de solventes com polaridades deates para que as fibras tivessem sua
polaridade reduzida e assim evitar o efeito deamrsuperficial, que poderia levar ao
fechamento dos poros.

ApOs seca, a superficie da membrana que estavargat@com o ar pode ter sofrido com esse
efeito, uma vez que as moléculas de agua e de @asesmo nitrogénio e oxigénio podem ter
sido adsorvidas pelas fibras da superficie da mamabe, devido a tensdo superficial,
provocaram o colapso dos poros. Isso explica oiyeEsfechamento dos poros presentes na
superficie da membrana e pode ter ocorrido comerabrana analisada.

A secagem é um ponto que necessita de extremaiaternpidado para manter a qualidade das
membranas apés 0 uso, uma vez que leva a reduc@dapdaeidade de ultrafiltracdo da
membrana, se tratando de membranas reutilizadaprometendo a qualidade e desempenho
do processo de ultrafiltragao.

————10.0pm————
CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG

Figura 13— Imagens da andlise da pele em secéo transversakddrana Milliporg de celulose

regenerada obtida por microscopia eletrénica degara com ampliagdo de 5.000 vezes.
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Os poros da sec¢ao transversal da pele foram \dsdals com mais detalhes nas Figura 13, 14
e 15 onde foram feitas imagens com ampliag6esQf¥530.000 e 50.000 vezes. A Figura 14
apresentou estrias que podem ser devidas a cuErddas Figuras 14 e 15 0s poros e a matriz

ja podem ser vistos e se apresentam como umalgatnuegular e esponjosa.

g 1

B 4 5 -
HV | Mag | WD |SpotSigl HFW i .
20.0 KV/30000x/9.0 mm| 3.0 |SE 4.51 ym| __ CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG

Figura 14— Imagens da andlise da pele em secédo transversakodrana Milliporg de celulose

regenerada obtida por microscopia eletrdonica deegara com ampliacdo de 30.000 vezes.

Na Figuras 15, a matriz da pele pode ser vista goa estrutura amorfa e formando poros
irregulares. Nela pode ser visto indicados em kiscuermelhos poros de 10 nm, circulos azuis

de 22nm e circulos roxos poros com diametro de 75nm
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HV | Mag | WD |SpotSigl HFW | .
20.0 kV/50000x9.0 mm| 3.0 |SE2.70 ym| _ CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG

Figura 15— Imagens da andlise da pele em secédo transversakodrana Milliporg de celulose
regenerada obtida por microscopia eletrénica dedara com ampliacao de 50.000 vezes. Os circulos

vermelhos apontam para poros de aproximadamente10s azuis 22 nm e 0s roxos 75 nm.

5.1.4 Experimento de rejeicdo — MWCO

Para o teste de rejeicao onde se utilizou a dextrarantificada pela técnica do acido sulfarico
concentrado e espectroscopia no ultravioleta. A&ecpadrao esta apresentada na Figura 16. O

seu tratamento estatistico e esta detalhado nosoAe
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Figura 16— Curva padrdo da Dextrana de massa 10 kDa medidaspettrofotdmetro utilizando a

técnica do acido sulfurico concentrado.

No teste de rejeicdo da dextrana, o permeado ajpoeisema concentragao de 0,023 g/L com
desvio de 0,0056¢/L de dextrana. Isso represengataxa de rejeicdo de 77% para a dextrana

de massa molar 10 kDa.

Segundo dados do manual da membrana, Tabela &ngd&e da dextrana de até 5 kDa é de
90% para a membrana em questao (MILLIPORE, 2008).

Uma vez que foi utilizada uma dextrana com uma anassdar maior e foi obtida uma retencao
menor do que a padronizada no manual e com umamasar menor, o resultado indicou

uma grande variabilidade quanto ao tamanho de poaos essa membrana, e indica a
necessidade de que se realize testes para avaletifecar os parametros oferecidos pelo

fabricante da membrana.

5.2Determinacao das propriedades de transporte das mémanas

5.2.1 Estudo do efeito da presséo de operacao

O fluxo permeado foi avaliado em funcao da alteyatzidiferenca de presséo e para isso foram
utilizadas trés solucdes com diferentes concergmacid apitoxina, 50g/L, 30g/L e 10g/L,
Figura 17. Em todos os casos, observou-se que erdanda diferenca de presséo entre a
alimentacéo e o permeado promoveu um aumento Ko, fieguida por uma estabilizacdo do

mesmo.
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Nao foi detectado efeito da compactacédo na memiaténalimite de 400 kPa, uma vez que 0s
valores do fluxo encontrados nestas pressfes ma@vara de forma significativa aos valores

encontrados na permeabilidade hidraulica.

Neste ponto, conhecido como pressao de processendns na pressdo ndo levardo ao
aumento do fluxo através da membrana. Isso podexgdicado pelo fato de que o fluxo
convectivo através da membrana é compensado peto flifusivo do soluto, devido a

polarizacéo de concentracao.

A solugdo com menor concentracao de apitoxina aptes maiores valores de fluxo permeado
do que as demais, 0 que era esperado uma vezaguaemto na concentracado de alimentagcao
provoca um aumento na polarizacdo de concentraggimeaa membrana esta submetida,
reduzindo assim o fluxo. Ja a solucdo com maiocenimacdo de apitoxina apresentou um

menor fluxo de permeado para as mesmas difereegaedsao, conforme esperado.

Para a concentracédo de 30 g/L, o valoA&ese estabilizou a uma presséo de 315 kPa. Esta
estabilizacdo se deu no momento em que o fluxoemivo se igualou com o difusivo.
Portanto, os demais testes utilizando ultrafiltoaigiiam executados a uma pressao de 220 kPa

0 que representa um valor de 70% do maior val@grRiencontrado.

As curvas da Figura 17 se assemelham com a curs@luigiio de macromoléculas apresentada
na Figura 05, onde os valores de fluxo elevam nagislamente com o aumento dos primeiros
valores de pressdo, porém tendem a atingir um podtdmo e isto é devido ao efeito de

polarizacéo de concentracdo (BAKER, 2012).

Experimentos de permeacdo em membranas de utagditi de 10 kDa com soro do leite e com
velocidade de alimentacédo de 0,47 m/s apresentamawalor de fluxo maximo abaixo de 40
L/m?.h (MARCEDO,et al, 2011), valor este que préximo do encontrado experimento com

apitoxina de maior concentracéao, 50 g/L.
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Figura 17— Fluxo de permeado de apitoxina nas concentracdé,dg0 e 50 mg/mL em funcdo da
diferenca de presséo realizado em membrana deseltdgenerada, massa molar de a®te0 kDa e

velocidade de 750 rpm.

5.2.2 Avaliacdo do efeito do aumento da concentracadimetacao

Com o aumento da concentracdo de apitoxina na rao&o, tem-se a reducao do fluxo de
permeado, mantendo constantes a pressdo e a aeleai@ agitacdo, conforme exposto na
Figura 18 Isto era esperado uma vez que o fluqeedmeado em um sistema com polarizacéo
de concentracao é a diferenca entre o fluxo coiwedb solvente no sentido de atravessar a

membrana e o fluxo difusivo do soluto em direcaseio da solugéo.

Como o fluxo convectivo é mantido constante e asivo aumenta a medida que a
concentracdo de apitoxina aumenta, Equacéo 3,w@bseruma reducédo do fluxo de permeado.
A tendéncia de queda do fluxo com o aumento daerdrazao € bastante definida pela Figura
18. Os pontos de concentragéao 35, 40, 45 e 50 gksantaram um maior valor de desvio
padréo, de acordo com as variag0es locais da d@am@e concentracéo entre o seio da solucéo

e a interface alimentacdo/membrana.
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Figura 18— Fluxo permeado em fungdo das concentracdes deximgit membrana de celulose
regenerada 10 kDa, cofiP de 220 kPa, velocidade de 750 rpm.
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Figura 19- Fluxo permeado em fun¢do das concentracdes dxiagitem massa percentual utilizando

membrana de celulose regenerada 10 kDa,Ad@me 220 kPa, velocidade de 750 rpm. Equacgéoala ret
Y my—= -968,06x + 103,69 (21)

Extrapolando o valor do fluxo para zero na Equadd? 0,9791, se obtém o valor 10,71% (p/p) que
representa a concentracdo na camada gel, Figu@oih8iderando a concentragdo na alimentacdo da
apitoxina em 5% foi calculado o valor do coeficeede transferéncia de massa da apitoxina de 093 m/
a UumAP de 220 kPa, velocidade de 750 rpm, em temperamipéente e utilizando a Equacéo 14.

57



5.2.3 Caracterizacao das condi¢des hidrodinamicas

A velocidade de rotacdo da solugéo na célula degesgdo impactou diretamente sobre o fluxo
de permeado, conforme pode ser visualizado na &igQr Observou-se que o aumento da
velocidade de rotacdo provocou um aumento no flewoforme esperado. Este resultado
evidencia que o aumento da velocidade de rotagdéimgwe uma reducdo da espessura da
camada polarizada&, uma vez que aumentou a turbuléncia do fluidoimeef diminuindo
consequentemente a extenséo da polarizacao dent@pé® (BAKER, 2012). Desta forma,
foi verificado que um aumento na velocidade decéiade 180 para 960 aumentou o fluxo
permeado em mais de 100%.

Para velocidade de rotacdo acima de 750 rpm, claseer a formacéo de grande quantidade
de espuma dentro da célula de permeacio Afijicona vez que a proteina tem caracteristicas
surfactantes, com regides polares e apolares, fagaeeceu a entrada de ar no sistema, com
estabilizacao das bolhas, especialmente com aagitam altas taxas.

Nessas elevadas velocidades, a mangueira do peyrapegesentou a presenca de bolhas, o que

contribuiu para o valor mais elevado do desvio par@ontos com velocidade acima de 750

rpm.
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Figura 20- Fluxos de permeado em funcgdo da velocidade rotaloitancélula de agitacdo realizado em
membrana de celulose regenerada 10 kDa,A®rde 220 kPa, concentracdo de alimentacéo de 30 g/L

da apitoxina.
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5.2.4 Teste de longa duracao

O estudo da robustez da membrana foi realizadolaia um processo continuo de uso. Na
Figura 21 sdo apresentados os valores de fluxgu gura de uma membrana nova e outra
usada em funcédo da diferenca de pressédo aplichdar@u-se que o valor da permeabilidade
hidraulica em funcéo da diferenca de pressao racamioximadamente 27% com um desvio

padréo de 10%, para a condi¢cdo de 400 kPa. Osgoono 0 maior valor da pressao foram os
que apresentaram uma maior diferenca dos valores. \¢z que a queda da permeabilidade
foi pequena é possivel que tenha ocorrido o procdssadsorcdo de peptideos e outros
componentes organicos presentes na apitoxina. Adsiando a uma baixa reducdo da

permeabilidade hidraulica da membrana.

Os valores dos desvios padrdes dos pontos foramepeg e somente ponto da membrana
usada com valor de fluxo de 24,71 k@imnio acompanhou a proporcionalidade de

crescimento dos demais pontos.

A Figura 22 mostra um gréfico onde o fluxo permeddsolucdo aquosa de apitoxina 30 g/L
apresenta uma redugdo com o tempo durante o poodessitrafiltracdo. Uma vez que o

experimento aconteceu em um maior tempo, a memip@i@ter sido um adsorvente para as
proteinas presentes em solucéo e, portanto, diwsaude apitoxina permeada foi reduzindo

durante o tempo, tendo a maior taxa de reducapnogiros 100 minutos de uso.

Este comportamento é tipico de um sistema ond&szagdo de concentracdo esté ocorrendo,
mas néo a incrustacao, ja que o fluxo permeadbikztas em torno de 300 min. Caso estivesse
havendo sempre reducéo progressiva do fluxo, astagdo da membrana estaria caracterizada
(HABERT et al, 2006).
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Figura 21 — Fluxos de &gua Milli-Q em funcdo daspé®, realizado em membrana de celulose
regenerada 10 kDa, com velocidade 750 rpm, de P20 Membrana usada, quadrado vermelho, foi
utilizada por 400 minutos, solucéo de alimentagio concentracdo de 30 g/L da apitoxina. Membrana

nova esté representada pelo losango azul.
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Figura 22 — Variacdo do fluxo de permeado da solag@osa de apitoxina 30 g/L em func&o do tempo,
realizado em membrana de celulose regenerada 1@&BPavelocidade 750 rpm, de 220 kPa. Onze dos

quatorze niveis apresentaram elevado desvio entriplacstas.
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5.3 Caracterizacdo do Produto

5.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para avaliacdo tanto do veneno quanto do produingaelo e retido da ultrafiltracéo foi feita
uma eletroforese, conforme apresentado na Figurbl@sse resultado, observa-se a retencao
significativa das bandas |, Il, lll e IV, corresgemtes as proteinas que possuem maiores
massas moleculares. Desta forma, foi possivelie@rifue as proteinas de maior massa molar
foram retidas pela membrana de ultrafiltracdo. asdas V e VI foram observadas tanto no
permeado quanto no retido (concentrado), o0 queandue estas proteinas permearam pela
membrana, mas uma quantidade significativa pernean@tida. A banda VIl apareceu apenas

no permeado, indicando que ela apresentou baeag@&b na membrana.

Uma vez que para a eletroforese em gel da Figuregd@3oram utilizados padrdes de massa
molar conhecida, ndo foi possivel estimar os valde massa molar das respectivas bandas,

apenas a presenca ou auséncia de determinadas IpanEneno, permeado e retido.

VENENO PERMEADO RETIDO

Vi

Vi

Figura 23 — Resultado de eletroforese em gel dagrithmida 16%, tamp&o de corrida tris-tricinaQ 18
V e 40 A. Aplicado 4Qug de amostras do veneno bruto, do permeado eido dz ultrafiltracdo. Sem

a presencga de padrodes.
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No estudo de rejeicao da melitina e fosfolipaseabservou-se que no permeado na primeira
ultrafiltracdo, Figura 24, apareceu uma banda ca@ssanligeiramente acima do valor de 1,060
kDa podendo representar a apamina e/ou peptideo bdGDcomo outra banda préximo de 17

kDa sendo esta provavelmente a fosfolipase A

Na segunda, além das bandas vistas no primeirobamda entre 1,060 kDa e 3,496 kDa foi
detectada, sendo esta possivelmente a melitina.dasgla aumentou de intensidade na terceira

e quarta ultrafiltracdo e a banda para a fosfodigeseduziu a intensidade.

Isso aponta que fosfolipase ficou mais presentepnodutos permeados da primeira e na
segunda ultrafiltracdo. Os peptideos menores fitarais concentrados nos permeados da
primeira, com excecdo da melitina que teve suaerdracdo aumentada partir da segunda

ultrafiltracéo.

Como a melitina forma uma estrutura tetramera ebktdwela se rompe com a reducédo da
concentracdo de proteinas presentes na soluca@alidangue o produto retido foi sendo diluido,
uma maior quantidade de melitina teve a cinétivarkcida para a melitina livre e, portanto,

permeou pela membrana.

Marcador Quinto Quarto Terceiro Segundo Primeiro

Figura 24 — Resultado de eletroforese em gel degddmida 16%, tampé&o de corrida tris-tricina,
180V e 40 A. Foi utilizado marcador com as seggimb@assas moleculares: 1,060 kDa (l); 3,496 kDa
(I1); 6,5 kDa (111); 14,2 kDa (IV); 17 kDa (V); 26,kDa (VI1). Aplicado 2QuL de amostras do permeado
da apitoxina: Primeira, Segunda, Terceira, QuaQaiata ultrafiltracéo.
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A fosfolipase A pode ter tido sua conformacédo secundaria e texcitieradas por estar solucéo
aquosa, perdendo suas ligacdes dissulfeto. Assimgulde ser uma estrutura globular e mudou
para uma estrutura linear e assim passou com rfegidade pela membrana, conforme
ilustrado na Figura 25. Esta hipotese poderia a@pcovada por meio de testes de dicroismo
circular, mas foge ao escopo do presente trabAllppesenca da fosfolipase Ao permeado
era esperada considerando os resultado obtidoperimento de rejeicdo com a dextrana 10
kDa, onde 23% da massa deste carboidrato perménmpenbrana.

Proteina

Desnaturada Proteina

Globular

@

Pele da
V77777 \\ 777777 <« Membrana
Poros do

= Suporte

Figura 25 — llustracdo mostrando uma proteina enfema globular sendo retida pela membrana e a

mesma proteina desnaturada, na forma linear pedogseia membrana (BAKER,2004).

Para o teste de rejeicdo de uma unica ultrafitragd solucdo de apitoxina com baixa
concentracao, 1 g/L, velocidade de agitacdo depile presséo de 220 kPa, os resultados de

eletroforese em gel sdo apresentados na Figura 26.

Observou-se uma banda menor que 1,060 kDa, e lbami@a ligeiramente maior que 1,060
kDa, o que pode representar a apamina e peptiddd ¢l@ sado peptideos de menor massa

molar em comparacao com a melitina e outros deremimassas molares.
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Padrao  Perm. Apitoxina Retido

Figura 26 — Resultado de eletroforese em gel dagrithmida 16%, tamp&o de corrida tris-tricinaQ 18
v e 40 A. O gel foi corado e@omassie Blug@or uma hora. Foi utilizado marcador com as segsin
massas moleculares: 1,060 kDa (1); 3,496 kDagl;kDa (lll); 14,2 kDa (IV); 17 kDa (V); 26,6 kDa

(VI1). Aplicado 2QuL da apitoxina permeada, apitoxina bruta e apitxatida na ultrafiltracao.

Na alimentac&o e no concentrado ha uma banda a0t 7 kDa, sendo esta provavelmente

a fosfolipase Ae outra ligeiramente menor que 3,496 kDa indicadia melitina.

A membrana de celulose regenerada retsvgrandes peptideos e proteinas, uma vez que no
gel ndo foram detectadas bandas maior que 6,5Kk8a.resultado indicou que a membrana
foi eficiente em separar as substancias com mastecutar maior que 10 kDa. Porém, no
concentrado as bandas ficaram muito coradas, orgliea grande presenca de proteinas,
indicio de uma baixa recuperacdo, uma vez que epaoamente metade da apitoxina é

constituida de melitina, e esta ficou em sua gramaieria retida na membrana.

Avaliando o gel, observou-se que o permeado n&esaptou uma quantidade detectavel de
fosfolipase A e também de melitina, provavelmente devido a peguencentracao destes no
permeado se comparado com outros peptideos. iIssmfirmado tanto na alimentacdo quanto
no concentrado, que apresentaram bandas de calanégésa nas regides proximas as massas

destes compostos.
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5.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

A identificacdo e o doseamento de melitina bem cdenfosfolipase Aforam realizados pela
construcdo de curvas padrdes suas respectivasoeguda reta, conforme apresentado nas
Figuras 27 e 28, respectivamente. Os seus tratamesiatisticos estdo detalhados nos Anexos
DekE.
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X 50 y = 1434,3x - 11,606
R2=0,9912
0 . : .
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200
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Figura 27 — Curva padréo da melitina no espectiafetro com 18 pontos; 6 niveis, 3 réplicas porlnive
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Figura 28 — Curva padréo da fosfolipase no esgetirmetro com 18 pontos; 6 niveis, 3 réplicas por
nivel.

Na Figura 29 tem-se um cromatograma onde poderistero pico dos padrdes de fosfolipase
Az e da melitina. A fosfolipase-fapresentou um volume de retencgéo, 20,17mL, mar®nq
da melitina, 23,78 mL e mesmo ambos estando na enesntentracdo, a altura e area do pico

da melitina foram superiores ao da fosfolipase A
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Figura 29 — Cromatograma dos padrdes de melitioafelipase A. A linha azul mostra a leitura da
absorbancia feita em ultravioleta 220nm. A linhantpbada mostra o gradiente decrescente em

concentracdo da solucdo aquosa de acido fosfas€6 @ crescente para acetonitrila.

Na apitoxina analisada (alimentacédo), a fosfolipAsepresentou um volume de retencao,

20,16 mL, menor que o da melitina, 23,37 mL, derd@acom os padrbes destas duas

macromoléculas apresentadas na Figura 29. Mesmasaesbando na mesma concentracéo, a
altura e respectiva area da melitina foram supesi@o da fosfolipase 2Aprovavelmente

devido a sensibilidade do detector.

As respectivas concentragdes percentuais, em dudgédmassa do veneno seco foram de
61,14% de melitina e 15,36% de fosfolipase®@s valores estédo acima do valor esperado, uma
vez que a concentracdo média destas substanciessp@&ativamente 50 e 12% (LARIVIERE

e MELZACK, 1996) e SILVAet al, (2008).
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Figura 30 — Cromatograma da Apitoxina mostrandtniia azul os picos de absorbancia da melitina e

da fosfolipase A em seus volumes de retencéo, conforme determelde respectivos padrdes.
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Foram realizadas ultrafiltracbes com a apitoxingaracentracao de 50 g/L e 30 g/L, a fim de
quantificar o coeficiente de rejeicdo das macromdés. Entretanto, o permeado apresentou
uma recuperacédo, quantidade de produto que estasanpe na alimentacdo e que permeou
pela membrana, de aproximadamente 7%, muito aloiasperado. Isso pode ser justificado
devido a capacidade da melitina em formar tetrasygnincipalmente quando estd em grande
concentracdo (QUAY e CONDIE, 1983).

Foi entéo realizada uma ultrafiltracéo da apitaxdm uma concentracdo de 1 g/L, e o resultado

esta apresentado na Figura 31.
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Figura 31 — Cromatograma do permeado da ultrafdtvada apitoxina com a concentragdo do liquido

de alimentacéo de 1g/L.

O permeado apresentou uma taxa de recuperacaqtdé para a melitina e uma rejeicéo de

59,9% para a fosfolipaseA

Devido a cinética da reacdo de rompimento do tetranda melitina ligada fortemente a
concentracdo de proteinas na solucdo (QUAY e CONDIB3), uma solucdo mais diluida
como a de 1 g/L apresentou maior concentracao tturadivre e ela passou facilmente pelos

poros da membrana.

Esta estrutura tetramérica apresenta um volumerndaigue a massa de quatro melitinas
aglomeradas de forma globular e com nucleo densig, $& organiza de forma espacial
tetraédrica com um centro oco, conforme mostradeéignara 1. Portanto, era esperado que este
tetrdmero ndo permeasse pelos poros da membras@arseressario obter uma solugdo menos
concentrada para elevar o valay, lEquacédo 1, e assim aumentar a concentracao dmanel
monomerica em solucdo. Entretanto, a hipotese rdeafifio do tetramero da melitina néo foi

investigada.
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O ponto negativo de se ter com solugées com baixasentracdes € trabalhar com grandes
volumes de liquido e dificuldade e maior custo ar@concentracao.

Foram realizadas ultrafiltracdes seriadas, lavamg@ooduto retido com o mesmo volume do
respectivo permeado, partindo de uma solucéo irei&0 g/L e obtendo no final uma solucéo
de 10 g/L.

Tabela 5 - Valores percentuais da melitina e fgsisk obtidos pelo doseamento via CLAE dos

permeados em cinco ultrafiltracdes e diluicdes srgais do produto retido.

12 Ultra 22 Ultra 32 Ultra 42 Ultra 52 Ultra
Melitina 1,59% +0,11 298% +0,54 7,34%+1,25 8,06%+166 4,31% +0,03
Fosfolipase A 8,65% + 0,45 2,53% = 0,45 1,21% + 0,45 >1% > 1%
Rejeicéo Fosf. 35% 47% 46%
Rejeicdo Mel. 97% 94% 86% 83% 81%

Como pode ser visto na Tabela 5, onde nas dua®ipasnliinhas tem-se a concentracao de
melitina e fosfolipase Ano permeado e as duas ultimas linhas a rejeicitagjeque ficou no

retido da membrana.

A medida que foram feitas as lavagens com agua®ljlho mesmo quantitativo em massa do
produto permeado, teve-se a reducédo do valor éigdejda melitina. Isto se deu com a reducéo
gradual da concentracdo da melitina e outros coemes da apitoxina no liquido de
alimentacdo uma vez que permearam pela membrasajaua forca motriz (concentracao de

melitina na alimentacdo) para a permeacéo da meefibi decrescendo ao longo dos testes.

A rejeicdo da fosfolipase 2Xoi maior na segunda ultrafiltracdo em termos @etwais, e na
primeira ultrafiltragdo em massa. Na quarta e quuitrafiltracédo, ela apresentou um valor de
rejeicdo muito pequeno, Isto se explica uma vezugua maior quantidade desta ja havia

permeado nas duas primeiras ultrafiltracoes.

5.3.3 Espectroscopia de UV-visivel para dosagem atividesfelipasica A2

Na dosagem da atividade da fosfolipaseos fosfolipidios de membrana contidos na gema do
ovo sofrem digestdo enzimatica e assim valor darbBacia cai. Foi verificado que tanto o
padrdo de fosfolipase >Aquanto a apitoxina bruta apresentaram atividagtea o padrao

apresentado uma atividade maior que o veneno, emgue este contém a enzima purificada.
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Também para ambos a digestédo dos fosfolipidian&dr dos primeiros dez minutos tendendo
a reduzir apos esse tempo. Isso é explicado pela de saturacdo da cinética enzimatica de
Michaelis-Menten, onde a velocidade de reacaoetaditente proporcional a concentracao de
substrato (LEHNINGER E NELSON, 2002), Figura 32.

No permeado, a fosfolipase Ado apresentou a atividade significativa, comotrade no

gréfico, tendo a curva dele reduzido de forma gahdsso pode ter se dado por uma possivel
desnaturacao desta enzima com possivel quebrad@asntes dissulfeto o que propiciou uma
reducdo de seu volume e a permeacéo pelos pomemarana. O que mostra um resultado
animador, uma vez que a esta enzima ao passampetdrana ja ndo se encontrava em sua

forma ativa e, portanto inGcua para 0 organismoamnm
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Figura 32 — Gréfico com as absorbéncias de apagé@nmeada, apitoxina bruta e fosfolipasp@drao
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5.3.4 Espectrometria de massa

Os dados obtidos no espectro de massas aponta pa&senca de peptideos com massa molar
menor do que a da melitina presentes no permeadpun8o dados da literatura sobre os
constituintes da apitoxina e suas massas molards;$e concluir que os compostos presentes
em Il, lll e IV da Figura 32 séo respectivamentaditina, o peptideo MCD e a apamina. Eles
apresentam o mesmo valor de massa teorico e afmesarsignificativa pureza ngeolsde
amostra durante a corrida no CLAE.

Na andlise de espectrometria de massa do primgiocode cromatograma do retido, para o
volume de retencdo aproximado de 4-mL, da Figura&@®foram identificados valores de
massa acima de 1 kDa. O que aponta uma auséngaptieleos ou proteinas negsml

coletado. Isso ocorreu porque este ndo se ligoolulna& C18, pois saiu durante o ciclo de

lavagem inicial da membrana com agua e acido fasfdFigura 34.
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Figura 33 — Espectros de massas: | - padrao démaatpm o valor da massa de 2.845,88 Da e amostras
dos principais picos apresentados pelo permeaédpitixina no cromatografo liquido de alta efici@nci
nos volumes de retencdo aproximados de: Il — 24;9lin- 15 mL e IV — 18 mL e respectivos valores

da massa 2.845,747; 2.586,441 e 2.026,936 Da.
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CONCLUSAO

A ultrafiltracdo apresentou um bom desempenho a pressdo de 220 kPa e velocidade de
agitacao de 750 rpm reducéo dos agentes imunogénicos foi acima defi#l%a fosfolipase
A, substancia mais alergénica, em apenas uma Umicepcdo. Também foi verificada uma
auséncia de atividade desta enzima apés passadgsnppeos da membrana, indicando uma
possivel ruptura das pontes de dissulfeto e a tleagdo desta proteina. Fato de grande

impacto positivo na seguranca do produto permeado.

Na eletroforese, pdde se ver uma baixa quantidad®gfolipase A e também de outras
substancias com massa molar acima de 10 kDa. Eataafoi detectada e dosada com mais
precisdo na cromatografia em fase reversa bem eomelitina, que foi escolhida como um

marcador de qualidade no permeado.

A melitina apresentou uma elevada retencao, faieesperado devido a massa do peptideo ser
trés vezes menor do que o poro da membrana. Poodriorme investigado na literatura, este
peptideo tem a capacidade de se aglomerar e fastaturas tetraméricas estaveis que se
desfazem somente com a reducdo da concentracaisde [groteinas em um pH préoximo da
neutralidade. Dessa forma, a concentracao og/inL obteve um melhor desempenho para
um processo de ultrafiltragéo, onde se tem umaapgass gradual da melitina na membrana e
o deslocamento do equilibrio cinético para a ruptla estrutura tetramérica e formacéo dos

peptideos nao ligados.

Nas analises de espectrometria de massa do perm&adoram identificadas substancias com
massa semelhante a da fosfolipasen&m das demais enzimas mais alergénicas, sendo
identificadas apenas massas molares semelhantéemalitina, peptideo MCD e apamina.

Portanto, a ultrafiltracdo com membranas de 10 #€aonstrou ser uma técnica simples e
eficaz para a reducdo de componentes alergénicapittxina. Necessita, porém ser mais

estudada, principalmente quando se trata da neetgtnamérica.
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SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Avaliando as questdes levantadas durante a re@dizdgste estudo, as seguintes alternativas

sao sugeridas para trabalhos posteriores:

a)

b)

d)

Investigar a solucéo de alimentacdo através daagio de diferentes tampdes com
distintas concentracdes afim de preservando a stuatwga secundéria e terciaria da
fosfolipase A 0 que podera elevar a sua retencdo na membrana;

Avaliar o potencial zeta da melitina e fosfolipdsena permeag¢dao membrana,;

Utilizar membrana de ultrafiltracdo de 10 kDa detrasi materiais tais como
polietersulfona e polisulfona bem como outras Eamicomo a diafiltracdo afim de se
obter uma melhor retengao da fosfolipasemaior permeacéo da melitina;
Purificacdo da melitina, fosfolipase,Aapamina e peptideo MCD utilizando membranas
de ultrafiltracdo associadas com a cromatografiaida de alta eficiéncia, utilizando
membranas de fase reversa e/ou afinidade;

Elaboracéo e validacdo de uma metodologia anafitica andlise da apitoxina afim de
facilitar o registro do insumo em 6rgaos regulasaremo a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitario e Ministério da AgriculturaPecuaria.
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ANEXOS

Anexo A — Resultado do teste de umidade por Katéii

zz FUNED
Fundacao
7!7' Ezequiel Dias
TiTULO: DETERMINA(}AO DE AGUA PELO METODO DE
KARL FISCHER VOLUMETRICO

NUMERO: DI-DCQ-048-FM-0024

. IDENTIFICAGAO DA AMOSTRA :
paTA: | )i m N° PROTOCOLO: ik 2 Hﬁ
PRODUTO: ﬁ:ﬂ A /UA D e« APTH APOIL

HETAPA DA AMOSTRA O INTERMEDIARIO 1 GRANEL [ INTERMEDIARIO DE EMBALAGEM [] TERMINADO

ORIGEM: [ UNIDADE | [J UNIDADE II [J UNIDADE Il fS(OUTRO: ) F D
DETERMINACAO DE AGUA POR KARL FISCHER VOLUMETRICO /5

Data: _(_%[JI 19 e 1.5 44 Termino: 1G5 - Tempo total (h): ﬁ,.. (o54)

METODO UTILIZADO: DI-DCQ-048-MET-0206 REVISAO: 0

=
=

<
—_—

¥

ESPECIFICACAO; TE] INFORMATIVO OmAxiMO_ — % O ouTRO _
Fator de corregdo da s})!ugéo de Karl Fisher (Fc) = Zf J bo? CLg 3
By 2 iéng‘L PF1=GG|’26 q V= 51 fq/) % de agua; = JiX Fex100- / 55/

Plk)

P|z=_5jﬁ_%_ Pr2 = 6‘:/726 ? ‘V2= 4/&46 %deéguaz_.[((:’:‘LXIUO— /f 35/
Pia= 5660& Pr3 = 56)-02(%0 Va.= 5‘46?‘ %deaguaazl;;cxllzﬂ()— /,/ 5&/

{fpsa )
%deégua=%deégua1+%deaéguap%deaguaf H,‘40}'/' . DPR (%) = ,’)IO\b\ Hind
LEGENDA '
Py peso da nacele ou seringa com a amostra (g) Pr peso da nacele ou seringa vazias (g)
DPR = desvio padréo relativo V: Volume gasto da solugédo de Karl Fischer (mL)

Fc: Fator de correcdo da solugdo de Karl Fisher

OBSERVACOES ,6//!0{/1 1519116
: ool

EQUIPAMENTOS UTILIZADDS

gﬁaranga Mettler Toledo AE 163 — TAG BALFQ-03A Proxima calibragéo: __-/ﬂ/ls_
Balanca Mettler Toledo XS 205 DU — TAG BALFQ-01A  Proxima calibragdo: _ ’_::,’—/
[J Balanca Sartorius TE 214 S — TAG BALFQ-05A Proxima calibragéo: L’/__/_;_:
O Titulador Metrohm 633/E485 — TAG TITFQ-01A Proxima calibragao: / /
& Titulador Metrohm 787 KF Titrino- TAG TITFQ-02A Proxima calibragao: L’E’E
El'Gutro Préxima calibragdo: - _ =7~/ 7.
REAGENTES / SOLUGOES UTILIZADAS
. Reagente / solugdo e Marca > Lote Validade Res A)onsével
Metanol PA Yoloc, | 2 F15 A1 //200f | (4ol
Reagente de Karl Fischer T ko lazrnloill 20500 Aol ”
Agua purificada /[/wc //A {SMH f5 ﬂ/W /5
RESULTADO: :
] APROVADO [0 REPROVADO . J:Q\’NFORMATNO
f\ D ol o j
L\‘\F\Y\Q}\ : MMJCLN g QM—,nU\(h‘ “7* ot f@'

"ANALCISTA CONFERIDO POR DATA

| Revisdo 01 | 12/04/2013 |Pagina 1 de 1]

Emitido via SE Suite

80



Anexo B — Laudo de analise do teste fisissorcaN de
G@uanischroms MovaWin - Daia Acgulstiion and Reduction

Tor HOVA Instruments Quantachrome :,

Tr1534-2007, Guantachrome insfromsnts
warslon 10001

ﬁpm%ma Date:2014/1 123 %:lm

IRGTREMWREERD

D hirey puiridey b prforra e

Dafe: 11282014
Sampis 1D: HMIOI 12014 Fllanama: CMACdatEPhysisorstn_ A 20141128 1.q0s
Samples Dasc: Comensent: Valiagdo
Sample weight: 0.3187g Sampds Volums: 0Occ
Dubgas Time: 14.0 hrs OutgasTemp: Hooc
LAnalysks gas: Hibrogen Bath Temp: TTAK
Press. Toberancs: 0.1001L100 (ads/des)  Equil tma: 18007180 sec (ads'des)  Equil Bmeout 3E0EE0 see (ade/des)
Analyals Tima:  373.6 min Endd of nan: A4 126 12215226 inztrumeni: Nova Salion A
Call 1D o
MBET summary
Blope = 104,159
Infercept = 1.300e+10
Comelation coafMiclent, r= 0953920
C constant= 81116
Surface Area = 33023 nrig

Multi-Point BET

RetafivelPressure  Volume @ 5TP 1/ [W{[Po/P)-1)]] RilafivejPressure  Volums @& 5TP
[FFo] Iecig] [FPo] [ocig]
5.19740e-02 £.4515 £ TEEEE=00 1.78737e-01 58029
T E2660E-02 7.0775 5.3337e=00 2.04312e-01 21545
1.01647e-01 7.5857 1.1935e+01 2 535258-01 5.8345
1.27486e-01 £.0308 1.4557e+01 2 75285e-01 10,1387
1.53162e-01 E 4244 1.7178e=01 3.04513-01 10.5514

T [ Wi{PoiP) -1} ]

1.5781e+01
222428401
2. Ta3 e+l
30438401
3.3217e+01

Single Point Surface Area

Relative|Preasurs Volume & 5TP 11 W{{P®Po) - 1}] Slops Surl. Area
[PiPo] [ecag] [mg]
304613201 105514 3 371Te+01 108.0473 319358
= I i Report k:{B9346738:2014 1128 131017735} Page 1 of 7
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Guaniachroms MovaWin - Data Acquisiiion and Reduction
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Quantachrome |

PRETE DM a WLy

Liartmideg v bn ol vl g

Sample ID; HMZS21 12014

%m Date: 11282014

Date: 201411728
: C\RCHatEPhysisomiEtn_A 20141128 1.006

Fllename:

BJH Pore Size Distribution Desorption

Diamatar Pore Volume Pore Surf dvid) ds(d ov[logd) a5 {logd)
Area
Inm] [ecig] [ig] fecinmig] [menmig] feeig] [eeig]

37020 1.0304e-03 1.1133+00 2 5551203 2 7760e+00 2187802 2 36398401
24675 3.8350e03 37140e+00 2 5705e-03 7 30152+00 2.6301e-02 2 3549e+01
5.9370 7 9543203 5.4200e+00 2 2975803 150082400 3.0214e-02 2 0356e+01
7.2E33 1.0785e-02 7.0410e+00 2 2589203 1.21612+00 3.5901e-02 2.0849-+01
104087 2 70D9e-12 1.2600e+01 2 E0E52-03 100252400 £.1467e-02 2 3627e+01
271415 84565202 2. 375Te+01 12813203 £.92882-01 1.5571e-01 2 B310e+01
754472 2.1288e-H 305548401 1.4504e-03 77426202 2.7190e-01 1.17E5e+01
1249738 2.1283e401 3.0554e+01 0.0000e+00 0.0D00=+00 0.0000e+30 0.0000+00

o = = Repoet K {B934E738-20141128 131017735] Page S of 7
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Guanischroms MovaWin - Data Acquisition and Reducton
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wersion 10001
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“Hda
Fllename: [ rw
BJH method Desorption dV(log )

Data 2041 1728
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- i
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-
Fd

02
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|
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Qua ntachrume ]

IR T R M bR

Sample D HM293 12014

B.JH desorption summary

Surface Araa = 30254 mig
Pore Volteme = 0213 coig
Pore Dlamater Dvid) = 22 141 nm

Volume/Area summary
Surface Arsa Data

G e U L N S O D S O S U
BJH memod curmeathve d BlEfacE afed.... .o

OH method cumulative ge EUME02 ared. ..o 2 =
M DET Cusneiaiie SGREE B .

Pore Volums Data

Tolal pore wolume Tor pones with Clameter
fes6 than 120.62 nm al P'Po = ILBSS0T4... ...
BJH medod cumiEative desorplion pare wol 2
OH method cmuiaive desorplion pone voUme._...
HE miethod cumulative pore volume.......... ...
SF medod cumuiaiive pore volume.........
HLOFT mehod cumiilativs pore volime.........

A.32e+01 mrig
3.0552+01 mag
3.130e+01 mfig
2.5905e+0 Mg

2.1492-01 coig
2.1202-01 £cig
2.089e-01 toig
2030202 ooy
2 Dé4a-02 coig
7.6862-02 ccig

ANEragE e EEEEET e s 2.6032+01 nm
BJH methiod desorphion pore Diameter {Mode Cv(d)l.... R P S 2.214a:01 nem
DH method Sesorpiion pore THameter (Mode DVIEIL.... ..o et 2.2142:01 nem
HE. mefhod pore Crliametar (Mode ). ..., 431501 nm
SF medod pone Dlamet Erfh‘ﬂ-:lﬂ ..... 4.52 301 nm
MLDFT pone CHamue e (O e sttt s s 3.047a:01 nem
Average PoreSize data
Ayerage pore Dlameter=  2.60250=+01 nm
Total Pore Volume data
Total Pors Volums
Total pore wolume = 2.14%e-01 coig Tor
pores smaller fian 1306 nm (Diameten)
atPPp = 098507
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Anexo C — Tratamento Estatistico para a Curva BadkZDextrana

TESTE DE LINEARIDADE

Analito Dextrana (g/L)

Tabela de dados originais

Pontos Concentragdo  Resposta
1 0.010 0.0706 - - . -
2 0.010 0.0697 Grafico Exploratorio Inicial
3 0.010 0.0974
4 0.025 0.2649
5 0.025 02385 1.600 -
6 0.025 012368
7 0.040 0.4038 1.400 1 y =12 136x - 0.0661 .
8 0.040 0 4692 1200 - R2z=0.029 .
9 0.040 0.4126 :
10 0.055 05371 = 1.000 -
11 0.055 0.5564 8
12 0055 05355 ﬁ' 0.800 A
13 0.070 0.7015 -3
14 0.070 0.7083 0.600 1
15 0.070 0.7452 0400 A
16 0.085 09690
17 0.085 1.2856 0.200 4
18 0.085 0 8717
19 0.100 1.0483 0.000 ' ' ' ' !
20 0.100 1 3694 0.000 0.020 0.040 0.060 0.080 0.100
21 0.100 1.0368 Concentragao (g/L)
Teste do Residuo Padronizado Jacknife - Outliers
Magros pt Resumo dos resultados
deletar
Pontos X; ¥Yi : B uffg T ri h; auther

1 0.0100 0.0706 0.0 -0.74 -0.754 0.169 1 Qutliers
2 0.0100 0.0697 -0.01 -0.808 -0.817 0.169 2 No. Deletado =4
3 0.0100 0.0974 0.02 1467 1.144 0.16% 3
4 0.0250 0.2649 002 1.802 1.681 0.101 4 Normalidade
5 0.0250 0.2385 0.00 -0.113 -0.117 0.101 5 Conclusao para a = 0,05
6 0.0250 02368 000 -0.225 -0.233 0.101 6 Req = 0.98593
7 0.0400 04038 0.00 0.298 0308 0.065 7 Segue a Normal

8
9 0.0400 04126 0.01 0.889 0.896 0.065 ] Auto-correlagao
10 0.0550 0.6371 -0.02 -1.454 -1.403 0.061 10 Conclusao para a = 0,05
11 0.0550 0.5564 0.00 -0.113 -0.117 0.061 1 Nao ha auto autocorrelagao
12 0.0550 0.5355 -0.02 -1.583 -1.609 0.061 12 |
13 0.0700 0.7015 -0.02 -1.061 -1.056 0.087 13 Homogeneidade de variancia
14 0.0700 0.7083 -0.01 -0.584 -0.597 0.087 14 Ha homocedascidade
15 0.0700 0.7452 0.03 2102 1.897 0.087 15

16 Desvio de linearidade

17 A regressao é significativa
18 0.0850 08717 0.00 -0.298 -0.308 0.145 18 p < 0,001
19 0.1000 1.0483 0.01 0.974 0.976 0.235 19

20 Nao ha desvio de linearidade
21 0.1000 1.0366 0.00 0.109 0.112 0.235 21 p = 0,05

J critica t critico critico

n= i 2,145 213 0.235

Nimero de outliers retirados: . |
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Teste de Ryan-Joiner - Normalidade dos residuos

hl

Pontos ~ D q; ! a; Req = 0.9859
1 0.0362 -1.7962 -0.02 Desvio da Normal : p » 0,10
2 0.0942 -1.3153 -0.02 Conclusao
3 0.1522 -1.0272 -0.02 Os residuos sequem a Normal
4 0.2101 -0.8059 -0.01
5 0.2681 -0.6185 0.01
G 0.3261 -0.4507 -0.01 Valores Criticos de R s.. 0.2269
[ 0.3841 -0.2948 0.00 Reritico (e 0,10) = 0.9549 o 0.0
8 0.4420 -0.1458 0.00 Reritico (a: 0,05) = 0.9437 o 14.7097
9 0.5000 0.0000 0.00 Reritico (e 0,01) = 0.9152 B.. 0.9859
10 0.5580 0.1458 0.00
11 0.6159 0.2948 0.00
12 0.6739 04507 0.00
13 0.7318 0.6185 0.01 Conclusao para a = 0,05
14 0.7899 0.8059 0.01 Nao ha evidéncia para rejeitar Ho
15 0.8478 1.0272 0.02 Segue a Normal
16 0.9058 1.3153 0.02
17 0.9638 1.7962 0.03
Hipoteses

Ho: os residuos sequem a distribuigao Normal

Ha: os residuos seguem outra distribuigao de probabilidade

Grafico Q-Q
0.0400
0.0300 -
*
0.0200
0.0100
= A *
0.0000 T
* 15 20
-0.0100
-0.0200
-0.0300
=]
Max Min
003 -0.02
1.80 -1.80
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Teste de Durbin-Watson - Independéncia dos residuos

Pontos ~ e €i4 i€ Grafico de Durbin-Watson (e; X ei.4)
1 -0.01
2 -0.01 -0.01 0.00
3 0.02 -0.01 0.03 . By
4 0.02 0.02 0.01
5 0.00 0.02 -0.03 -
G 0.00 0.00 0.00 ES
T 0.00 0.00 0.01 1
9 0.01 0.00 001 . . ¢
10 -0.02 0.01 -0.03 |
11 0.00 0.02 002 | . . ¥ | &
12 -0.02 0.00 -0.02 . * - *
13 -0.02 -0.02 0.01 . 1 = *
14 -0.01 -0.02 0.01 *
15 0.03 -0.01 0.04 & &
18 0.00 0.03 -0.03
19 0.01 0.00 0.02 N
21 0.00 0.01 -0.01
Valor de e;
Max Min
0.03 -0.02
Hipoteses
Ho: nao ha autocorrelagao entre os residuos (Ha independéncia)
Ha: ha autocorrelagao entre os residuos (Nao ha independéncia)
d= 1.844559881)
o= 0.05
Correlagao Mo faEo ha Mag Correlagio
Puositiva dy conclusivo correlagio conclusivo|  4-d, Megativa
43 0 2561 : 287
-
o= 0.025
Correlacio WEL Ngo ha WET! Correlacio
Fositiva di conclusivo correlagao conclusivo|  4-d; Megativa
1.01 3 2 3 259
a= 0.0
Correlagio REL N&o ha Nao Correlacio
Positiva d conclusivo d cormelagao 4 conclusivol 4.4, Megativa
0.87 278 3.10 5 31
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Teste de Brown-Forsythe ou Levene modificado - Homoscedasticidade dos residuos

Ho: As variancias dos desvios nao sao diferentes (Ha homoscedasticidade)
Ha: As variancias dos desvios sao diferentes (Ha heteroscedasticidade)

Jroupo k=1 Groupo k=2

]

e 1i |dy | |ds |
-0.01 -0.02 0.0089 0.0142
0.0 -0.01 0.0098 0.0074
n.02 0.03 0.0179 0.0295
0.02 0.0264
0.00 0.0000
0.00 0.00 0.0017 0.0030
0.00 0.01 0.0064 0.0147
0.1 0.00 0.M52 0.0030
-0.02 0.0183
0.00 0.0000
-0.02 0.0209
Esratistica Groupo k=1 Groupo k=2
Ny 11 G
&, (mediana) -1.8E-03 -1.4E-03
d, (média} 1.15E-02 1.19E-02
saD. g 24E-04 5 03E-04
52 8.B4E-05 Conclusao
t 9.42E-02 Nao ha evidéncia para rejeitar Ho
D 058926171 Ha homocedascidade
teritico 2131449536
Grafico de Levene modificado
0
U -
[] 4
[] -
[] 4
0 T
1 2
Grupo 1 Grupo 2 t*EP
0.0 0.0 0.0
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MMQOC ou Analise de Regressao Linear (Modelo: ¥ = a + bX)

Estimativas dos parametros, seus desvios, significancia e intervalos de confianga

Estatisticas da regressdo Estatisticas auxiliares
S, 1.52E-1
RZ 0.99778 S 1.44E-02
Lo 1.62E+00
t arition 213
I 17 ol i 2145
~oeficiente Valor 5 (EP) Statt P 1C 95% inf 1C 95% sup
Linear (a} -0.0247 0.0074
Angular (b) 10.598 0.12921

ANOVA - Teste do desvio da linearidade e significancia da regressao

Fv GL 5Q QM F P Sign. Foriicn
Regressdo 1 1.61E+00 1.61E+00 6727.78 258E-21 p = 0,001 4543077
Residuo 15 3.60E-03 2 A0E-04 °
Desvio da | 5 1.12E-03 2.26E-04 0.908 &513E-01 p=0,05 3325835
Entre nivei: G Y 162E+00
Erro puro 10 248E-03 2 48E-04
Total 16 1.62E+00
Hipoteses

Ho: a regressac nao e significativa
Ha: a regressao é significativa

Conclusao
A regressao € significativa p = 0,001
Nao ha desvio de linearidade p = 0,05

Gréfico Final da Linearidade
Grafico de residuos
1.200 0.040
1.000 A 0.030 ~ i .
0.020 A
0.800 A * &
£ 0.010
2 0.600 4 T hd
e ] .
ég 0.000 % . =
1 k! | -
a4 y =10 598x - 0.0247 0.010 J .
ey
0.200 4 R2=0.9978 0,020 4 s
'0030 T T T T T
0.000 ' ' 0.000  0.020 0040 0060 0080  0.100
0.000 0.050 0.100 0.150
Concentragdo
Concentragio

0.120
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Anexo D — Tratamento Estatistico para a Curva Raded-osfolipase.

Fosfolipase A: - verificagao de linearidade (n = 18; & niveis; 3 replicatas por nivel)

Tabela de dados criginais

Pontos Massa Resposta
1 0025 0 1024 Grafico Exploratério Inicial
2 0.025 11.69589
3 0.025 12.0566 180 5
4 0.050 356141 160 _
5 0.050 409772 3
5 0.050 437221 140 3
7 0.075 h8. 4546 120
8 0.076 597126 | % 100 3 5
g 0.075  59.906 8 g
10 0.100 93.2963 &:ﬂ y =1096.7x - 17 259
11 0.100  96.8301 60 3 R?=0.9799
12 0.100 96.8801 40 3
13 0125  97.8771 P
14 0.125 123.4976 0 E
1: g}gg Egg;gg 0.000 0.050 0.100 0.150 0.200
1T 0.150 148.7055 Concentragio
18 0.150 1550162
Macros
Resumo dos Resultados

Teste do Residuo Padronizado Jacknife - Outliers

Pontos Xi Yi ei Jei ) Outliers

1 0.0 g -1.30 -0.358 1 No. deletado = 2
2 0.0 12 1.29 0.355 2
3 0.0 12 1.65 0.455 3 Normalidade
4 01 36 -2 34 -0.758 4 Req=0.9759 p=010
5 01 41 252 0.671 5 Segue a Normal
B 01 44 527 1.489 B

7 Auto-correlagao
8 01 60 -6.79 -1.983 8 Nao ha auto autocorrelagio
9 01 B0 -6.60 -1.910 g p=0.10
10 01 93 -1.25 -0.322 10
11 03 97 233 0.606 11 Homogeneidade de variancia
12 0.1 9 233 0.606 12 Ha homocedascidade

13 p = 0,05
14 01 123 0.90 0.237 14
15 01 127 4.42 1.223 15 Desvio de linearidade
16 02 146 437 -1.276 16 A regressao é significativa
17 02 149 -1.94 -0.540 17 p = 0,001
18 0.2 165 4 37 1.277 18 Nao ha desvio de linearidade

; nero de outliers deletado 2 p= 0,05
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Teste de Ryan-loiner - Normalidade dos residuos (premissa para MMQO)

n pi qi ei Req = 0.9759
1 0.0385 -1.7638 -6.79 Desvio da Normal : p = 0,10
2 0.1000  -1.2816 6.60 Concluséo| |
3 0.1615 -0.9882 -4.37 Os residuos sequem a Normal
4 0.2231 0.7618 -2 84
5 0.2846 -0.56692 -1.94
B 0.3462 -0.3857 -1.30 Valores Criticos de R
7 0.4077 -0.2335 -1.25 Rerit (oz 0,10) = 0.9529
8 0.4692 0.0772 0.90 Rerit (o 0,05) = 0.9411
9 0.5308 0.0772 1.29 Rerit (o 0,01) = 0.9153
10 0.5923 0.2335 1.65
" 0.6538 0.3947 233
12 0.7154 0.5692 233
13 0.7769 0.7618 252
14 0.8385 0.9882 437
16 0.9000 1.2816 4.42
16 0.9615 1.7688 R 2T

Hipoteses

Ho: os residuos seguem a distribuigao Normal |
Ha: os residuos seguem outra distribuicao de probabilidade

Grafico Q-Q
2
O
m]
1 i
A -
_2 T T T
-10 -5 0 5 10
ei
Max Min
177 177
527 -5.79
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Teste de Durbin-Watson - Independéncia dos residuos (premissa para MMQQO)

Obser e; B4 8i -84 Grafico de DurbinWatson (g; x ej4)
1 -1.30 N
Z 1.29 -1.30 2.60 o
3 1.65 1.29 0.36 |
4 -2.84 1.65 -4.49
5 252 -2 84 5.36 o
B 527 252 274
g -5.79 527 -12.06 Q
9 -6.60 -6.79 0.1%| ' st L :
10 -1.25 -5.60 534 o
11 233 -1.25 3.58 T ©
12 233 233 0.00
14 0.90 233 -1.43 o |
15 442 0.90 3.51
16 -4.37 4.42 -8.78 x
17 194 437 243 o 2
18 4.37 -1.94 6.31 =
Max Min
527 -6.75
Hipoteses
Ho: nao ha autocorrelagao entre os residuos (Ha independéncia)
Ha: ha autocorrelagao entre os residuos (Nao ha independéncia)
[Conclusao |
d=1.822 Nao ha auto autocorrelagao, p = 0.1
a=0.05
Correlacio MEo Mao ha Mao Correlacio
Paositiva dL conclusivo comelagdo conclusivo 4-dl MNegativa
11 2.89
1.822
a=0.025
Correlagio M3o fEo ha M3o Carrelacio
Positiva dL conclusivo dU correlagio conclusivo 4-dl Megativa
0.98 | .2 3.02
1.822
a= 0.1
Correlagao Mao Méo ha Mao Correlacio
Pasitiva dL conclusivo : correlacda conclusivo 4-dL Megativa
0.84 15 3.16
1.822
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Teste de Brown-Forsythe ou Levene modificado - Homogeneidade da variancia dos residuos

Hipoteses

Ho: as variancias dos residuos néo sio diferentes (Ha homocedascidade)
Ha: as variancias dos residuos sao diferentes [Ha heterocedascidade)

Groupo k=1Groupo k=2 | d1| | d2 | | d1]* | d2|*
-1.3031  -1.2528 12983 2.3686 1.2983 2.8686
12934 23309 1.2983 Q0152 1.2983 0.7152
16511 23309 16560 07152 1.6560 0.7152
-2.8393 2.8345 2.8345
2.5238 0.9004 25286  0.7152 2.5286 0.7152
52687 44181 h2736  2.7995 h.2735 27995

-4.3663 5.981%
57887 -19396 67839 35552 6.7834 3.5552
£.5953 43711 6.5305 27555 6.5905 2.7555

*Carrigido para ocoréncia de zero

Estatistica sroupo k=Groupo k=2 Estatistica Groupo k=1Groupo k=2
nk g 8 nk g g
ek (mediana) -4.9E-03 1.6E+00 ek (mediana) -4 9E-03 1.6E+00
dk (média} 3.53E+00 2.51E+00 dk (média) J.63E+00 2.02E+00
SQDk 3 80E+01 2 31E+01 SQDk 3. 80E+01 9.33E+00
s2p 4 36E+00 s2p 3.38E+00
tL 0.977 L 1.649
p 0.3453 p=0,05 p 0.1214 p=0,05
Concluséo| |

Nao ha evidéncia para rejeitar Ho
Ha homocedascidade

Desvio médio

Grupo 1 Grupo 2

Grupo 1 Grupo 2 =
3.533 2.513 2239
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MMQO ou Analise de Regressao Linear (Modelo: ¥ = a + bX)

Estat. da Regressdo Estat. auxiliares
Sy 3.50E+01
R? 0.9946188 Sxx 3.12E-02

Syy 3. 95E+04
terit 0,975 2144
n 16 Jent 0975 2160

ANOVA da Regressao e do Desvio da Linearidade (Falta de Ajuste)

Fv GL 5Q OMous2 F 1] Sign. Fcrit
Regressdo 1 3.93E+04 3 93E+04 258764 2 T4E17 p=< 0,001 460011
Residuo 14 2 13E+402 1.52E+M1
Desvio dal 4 1.18E+02 2 95E+01 3114 661E-02 p=0,05 3.47805
Ent.Niveis 5 3.94E+04 Observar que o GL entre nivels esta estabelecido para & nivels.
Erro puro 10 947E+01 9 4TE+00
Total 15 3.95E+04 Hipoteses

Ho: a regressac nao e significativa

Conclusao | Ha: a regressao é significativa

A regressao é significativa p < 0,001

Nao ha desvio de linearidade p > 0,05 |Ho: o modelo linear simples & correto (Nao ha desvio da linearidade)

Ha: o modelo linear simples ndo é correto (Ha desvio da linearidade)

Estimativas dos parametros, desvios, significancia e intervalos de confianga

Coefic. Valor 5 (EP) Stat t P

IC95% inf  1C95% sup

Linear -17.6424 21310 -8.279 3.A4TE

or 2221300 -13.0718
Angular 1121.91640 22.05507  50.869 3.87E-09 10v4.6130 1169.2198

Grafico Final da Linearidade

180
160
140
120
100
80
G0
40
20

Resposta

y=T1215x - 17.642
F2=0.9946

T T
0.000 0.050 0100

T
0.150

Concentragao

0.200
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Grafico de residuos
15.00
10.00 -
5.00 5 8 ° 2 o
0.00 2 3 5 . o
_ -5.00 1 o P
®.40.00 -
-15.00 -
-20.00 1
-25.00 - e
-30.00 T
0.000 0.100
Concentragao
Linhas do zero e do intervalo + tV[QMRes}
X Zero B+ B-
] ] a8 -8
120 ] a -8
Tabela de Outliers
X Outlier
0125 -24 72
0.075 -8.05
Tabela auxiliar para calculo
da Soma de Quadrado Entre Niveis ri: Residuo Studentizado (Crit: t n-2GL)
hi: Leverage (Crit: 2p/n; p=2)
Nivel IYk. nk Di: Distancia de Cook (Crit: Fs0%)
1 33 3
2 120 7 3 Pontos ri hi Di
3 120 " 2 1 -0.371 0.188 0.016
4 287 T 3 2 0.368 0.188 0.016
5 251 " 2 3 0.470 0188 " 0026
mﬁ 450 3 4 -0.771 0.108 0.036
Total 54460 15 5 0.686 0.108 0.028
6 1.431 0.108 0.123
Outros testes para outliers
8 -1.604 0.068 0.118
9 -1.753 0.068 0.111
— 7y : 10 -0.333 0.068 0.004
b= LrM D, ... 11 0.619 0.068 0.014
" S pQ-h) 12 0619  0.068 0.014
Leverage Distancia de Cook
14 0.245 0.108 0.004
15 1.199 0.108 0.087
7, =6)%e) Ha)=afi=h 16 1243 0188 0.179
Residuo studantizado EP (residuo) 17 0.552 0.188 0.035
18 1.245 0.188 0.179
V Crticos 2145 0.250 0.729
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Anexo E — Tratamento Estatistico para a Curva PadizdVielitina.

MELITINA - Verificagio de linearidade {n = 18; 6 niveis; 3 replicatas por nivel)

Tabela de dados originais

Pontos  Conc. Resposta
1 0075 27 4167 Grafico Exploratorio Inicial
2 0.025 31.507
3 0.025 30.5031 300
4 0.050 49 9984 ]
5 0.050 603875 250 A o
B 0.050 61.7721 ]
7 0.074 93.3367 200 /
8 0075 92022 | <= ] a
g 0075 965047 | 2 150 5
10 0100 177877 &:ﬂ :
11 0100 126.7184 100 5 -
12 0.100  104.0001 ] y=14293x - 13173
13 0125 1757968 50 1 W=
14 01256  159.2452 0 ]
15 0125  170.6667 ' : =
T 0120 243 B033 0.000 0.050 0.100 0.150 0.200
17 0150 2085267 Concentraggo
18 0150  169.2096
Macros
para Resumo dos Resultados
Teste do Residuo Padronizado Jacknife - Qutliers| del=ia
Pontos Xi Yi ei Jei outliers |Outliers
1 0.0 22 -1.84 -0.331 1 No. deletado = 4
2 0.0 32 725 1417 2
3 0.0 31 625 1.183 3 Normalidade
4 0.1 50 -10.11 -2.024 4 Req = 0.9898 p=0,10
5 01 60 0.28 0.047 5 Segue a Normal
B 0.1 62 1.66 0.285 6
7 0.1 93 -2.63 -0.446 T Auto-correlagio
Gl 0.1 92 -3.94 -0.676 8 Nao ha auto autocorrelagao
g 0.1 o7 054 0.090 g p= 0.10
10
11 0.1 127 5.1 -0.900 11 Homogeneidade de variancia
12 Ha homocedascidade
13 0.1 176 g.11 1.603 13 p = 0,05
14 0.1 1589 -8.44 -1.683 14
15 01 171 298 0.538 15 Desvio de linearidade
16 A regressao é significativa
17 0.2 209 495 1.011 17 p = 0,001
18 Nao ha desvio de linearidade
O niimero maximo de outliers deletados é 4 p = 0,05
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Teste de Ryan-Joiner - Normalidade dos residuos (premissa para MMQQ)

n pi qi i Req = 0.9898
1 0.0433 17076 -10.11 Desvio da Normal : p = 0,10
2 01140  -1.2053 -5.44 Concluséo| |
3 01842  -0.899%4 511 Os residuos seguem a Normal
4 0.2544  -0.660OB -3.94
5 0.3246 04530 -2.63
6 0.3947 02670 -1.84 Valores Criticos de R
7 04649  -0.0881 0.28 Rerit (o 0,10) = 0.9481
g 0.5351 0.0881 0.54 Rerit {o: 0,09) = 0.9351
9 06053  0.2670 1.66 Rerit {e: 0,01) = 0.9061
10 06754  0.4550 2.98
" 0.7456  0.6608 4.89
12 08158  0.89%4 6.25
13 0.8860  1.2053 7.25
14 0.9561 1.7076 8.11

Hipoteses

Ho: os residuos sequem a distribuigdo Normal |
Ha: os residuos sequem outra distribuigao de probabilidade

Grafico -Q
2
m]
11 &
a
.E_ U N
A A
[m]
'2 T T T T
-15 -10 -5 0 5 10
ei
Max Min
1.1 -1.71
11 -10.11
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Teste de DurbinWatson - Independéncia dos residuos (premissa para MMQO)

Obser e; ey g -84 Grafico de Durbin-Watson (e; X e.4)
1 -1.84 _
2 7.25 -1.84 9.09 o
3 6.25 725 .00 % o
4 -10.11 625 -16.36 ]
5 0.28 =101 10.39 L o
6 1.66 0.28 1.38 T o
7 263 166 429| ' ' TS m
8 -394 -2 63 -1.31 o
9 064 384 448 {° o
k| -5 0.54 -5.64
13 8.1 -5 13.22 o
14 3.44 811 -16.55 i
15 298 -8.44 11.42
17 499 298 200 L
Max Min
811 -10.11
Hipoteses
Ho: nao ha autocorrelagéao entre os residuos (Ha independéncia)
Ha: ha autocorrelagéo entre os residuos (Nao ha independéncia)
[Conclusio |
d = 2.660 | Nao ha auto autocorrelagéo, p = 0.1
a=0.05
Correlacio MNao Ngo ha Nao Correlacio
Positiva dL conclusivo dU coirelagdo conclusivo 4-dL Megativa
1.05 {35 2.95
2.660
a = 0.025
Correlacio MNao Néo ha MNao Correlacio
Positiva dlb conclusivo dl comelagdo| Al conclusivo A-dL Megativa
0.92 .22 3.08
2.660
a=0.01
Correlacio MNao Néo ha MNao Correlacio
Positiva dl conclusivo comelagio 4-dU conclusivo 4-dl Megativa
077 .06 2.94 323
2.660
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MMQO ou Analise de Regressao Linear (Modelo: Y = a + bX)

Estat. da Regressdo Estat. auxiliares
Sxy 3. 3E+N
R 0.991236 Sxx 2 3E-02

Syy 4 TIE+04
terit 0,975 2179
fi 14 Jderit 0878 2201

ANOVA da Regressao e do Desvio da Linearidade (Falta de Ajuste)

v GL 50 QM ou s2 F P Sign. Fcrit
Regressdo 1 4 75E+04 4.75E+404 135727 1.03E13 p=<0,001 4747225
Residuo 12 4 20E+02 3.50E+01
Desvio dal 4 1.33E+02 3.33E+01 0929 493E-01 p=0,05 3837553
Ent MNiveis 5 4 V6E+04 Observar que o GL entre niveis 314 estabelecido para § nfvsis,
Erro puro 8 2 87TE+02 3.58E+N
Total 13 4 TI9E+04 Hipoteses

Ho: a regressao nao e significativa
Conclusao | Ha: a regresséo & significativa

A regressao e significativa p < 0,001

Nao ha desvio de linearidade p = 0,05 |Ho 0 modelo linear simples é correto (Nao ha desvio da linearidade)
Ha: o modelo linear simples ndo é correto {Ha desvio da linearidade)

Teste de Brown-Forsythe ou Levene modificado - Homogeneidade da variancia dos residuos

(premissa para MMQO)

Hipoteses

Ho: as variancias dos residuos ndo sio diferentes (Ha homocedascidade)
Ha: as variancias dos residuos sao diferentes [Ha heterocedascidade)

Groupo k=Groupo k=2 | d1| | g2] | d7]* |dz|*

-1.8353 27131 2113
72550 51068  B.9772 8.0900 6.9772 8.0900
6.2511 59733 5:9733

101113 8.1139 103891 51307 10.3801 51308
0.2778 -84377  0.0000 114209 0.2595 11.4209
1.6624 29832  1.3846 0.0000 1.3846 2.0029
-2.6307 29085 2.9085

-3.9448  4.9861 42226  2.0029 4.2226 2.0029
0.5373 0.2595 0.25395

*Carrigido para ocomréncia de zero

Estatistica sroupo k=Groupo k=2 Estatistica Sroupo k=1Groupo k=2
nk 9 £ nk g 5
gk (mediana) 2.8E-01 3.0E+00 &k (mediana) 2.8E-01 3.0E+00
dk (médiay 3.80E+00 5.33E+00 dk (mediay  3.83E+00 5.73E+00
SQDk  949E+01 8.42E+01 S0QDk 9 29E+01 6.61E+01
s2p 149E+01 s2p 1.33E+01
tL -0.708 i -0.934
p 04924 p=0,05 p 0.3685 p=0,05
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Concluséao |
Nao ha evidéncia para rejeitar Ho
Ha homocedascidade

12

Desvio médio

Grupo 1 Grupo 2

Grupo 1 Grupo 2 ' EP
3.803 £.329 4 695

Estimativas dos parametros, desvios, significancia e intervalos de confiancga

Coefic. Valor 5 (EP) Stat t p IC95% inf  IC 95% sup

Linear -11.6057  3.3817 -3.432 4.97E03 189737 -4.2377
Angular  1434.30881 38.93224  36.841 2.6TE-08 1349.4827 1519.1349

Grafico Final da Linearidade
250.000 1
200000
£0.000
£ ]
@ ]
o i
l:}:ﬁm.mm ]
. ; y = 1434 3x - 11.606
A0 R2=0.9912
0.000 . . .
0.000 0.050 0.100 0.150 0.200
Concentragao
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Grifico de residuos
50.00
40.00 A 2
30.00 1
20.00 A
10.00 A
A (8] = ﬁ o
-10.00 1 o o
[ ]
-20.00 -~
-30.00 1 ® N
-10.00 T
(.000 0.100
Concentragao
Linhas do zero e do intervalo + t+{QMRes}
* Zero B+ B-
0 0 13 -13
120 ] 13 -13
Tabela de Qutliers
S QOutlier
0.15 40.06
0.15 -34.33
0.1 -27.83
01 -14.04
Tabela auxiliar para calculo
da Soma de Quadrado Entre Niveis ri: Residuo Studentizado (Crit: t n-2GL)
hi: Leverage (Crit: 2p/n; p=2)
Nivel XYk. nk Di: Distancia de Cook (Crit: Fzo%)
1 T r 3
2 N g T 3 Pontos ri hi Di
3, T ggm TR 1 -0.356 0.241 0.020
g, ™ ogop 0o 2 1408 0.241 0.314
h 506 3 3 1.213 0241 T 0233
B = 4 -1.835 0.132 0.257
Total 54460 15 5 0.050 0.132 0.000
G 0.302 0.132 0.007
Outros testes para outliers 7 -0.463 0.078 0.00%
3 -0.695 0.078 0.020
9 0.095 0.078 0.000
1 (X, —X’)ﬂ‘ ook
h=—t D ==—= ;
Y= T =) 1 0.899 0.078 0.034
Leverage Distancia de Cook 33 1473 0.132 0.165
14 -1.532 0.132 0.17%
s(e) =5H 15 0.541 0.132 0.022
Residuo studantizado EP (residuo) 1w 0.967 0.241 0.148
WV Criticos 2179 0.286 0.735
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