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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo a produgio de lipase a partir de Pseudomona cepacia por fermentacao liquida em biorreator do tipo
Bioflo ITI. As fermentagdes foram conduzidas a 150 rpm durante 96 horas a 30 °C. Analisou-se a atividade enzimatica em diferentes condigoes
de temperatura (20 a 50 °C) e pH (3,0 a 11,0), e obtiveram-se 37 °C e 8,0, as condi¢des 6timas, respectivamente. Para avaliar a estabilidade
térmica, a enzima foi incubada em temperaturas de 40, 50 e 60 °C durante 120 minutos. Em uma segunda etapa, foram realizados experimentos
preliminares para verificar as condigdes adequadas de parti¢ao da enzima, bem como sua estabilidade e condigdes 6timas de hidrdlise frente
as modificagoes de temperatura e pH. Foram preparadas solugdes de PEG 1500, 4000 e 6000 a 50% p/p e solugdes tampao fosfato de pHs 6,
7 e 8. Foi feita a caracterizagdo de um sistema bifésico aquoso (SBA) a partir da preparacao de solu¢des estoques de PEG com massas molares
de 1500, 4000 e 6000 (50% w/w) e tampao fosfato pH 6,7 e 8,0 (20% w/w de KH2PO4/K2HPO4). Esta caracterizagido do SBA posteriormente
podera ser utilizada para parti¢do de lipases, bem como de biomoléculas que estejam dentro dessa faixa de pH.

Palavras-chave: Pseudomonas cepacia; lipase; purificagdo.

Abstract

In this work, Pseudomonas cepacia was used for fermentation in bioreactor Bioflo III at 150 rpm, at 30 °C to 96 hours. Fermentation was
conducted at 150 rpm for 96 hours in 30 °C. We analyzed the enzyme activity under different conditions of temperature (20 to 50 °C) and pH
(3.0to 11.0). The optimum activity values obtained were 37 °C and 8.0, respectively. To evaluate thermal stability, the enzyme was incubated in
temperatures of 40, 50 and 60 °C for 120 minutes. Preliminary experiments were carried out to verify the appropriate conditions that should
be used after the enzyme partition. Some tests were performed to determine some optimal conditions of lipase, including temperature and
pH and tests of thermal stability using temperatures of 40, 50, and 60 °C. Next, the characterization of aqueous two-phase systems (ATPS)
with PEG molar weight of 1500, 4000, and 6000 and phosphate varying pH 6 to 8 was made. Stock solutions of PEG 1500, 4000 and 6000
(50% w/w) and phosphate (20% w/w KH2PO4/K2HPO4) were prepared at the appropriate pH. This study on the characterization of the

ATPS can be used for posterior partition of lipase, as well as of biological products within this pH range.

Keywords: Pseudomonas cepacia; lipase; purification.

1 Introdugao

As lipases (triglicerol acil-hidrolases E.C. 3.1.1.3) sdo
enzimas responsaveis pela catdlise de reacdes que envolvem
hidrolise e sintese de éster a partir do glicerol e dcidos graxos de
cadeias longas. Tais reagdes fazem com que estas enzimas sejam
consideradas como um importante grupo de biocatalisadores
(CASTRO; ANDERSON, 1995). As lipases podem ser obtidas
a partir de diferentes fontes, dentre elas plantas, animais,
fungos e bactérias. Do ponto de vista econdmico e industrial, as
lipases microbianas apresentam vantagens devido a facilidade
de obtencdo por processos fermentativos (BORGSTROM;
BROCKMAN, 1984; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Dentre
os microrganismos produtores de lipase, destacam-se os fungos

dos géneros Rhizopus, Aspergillus e Mucor, bactérias do género
Pseudomonas e leveduras do género Candida (KORDEL et al,,
1991).

Os avangos biotecnoldgicos na producéo industrial das
lipases vém proporcionando sua aplica¢do nos diferentes
segmentos industriais e biotecnologicos. Embora ainda hoje a
maior aplicagdo industrial destas enzimas seja na formulagao
de detergentes (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002),
sua capacidade hidrolitica faz com que algumas industrias
de papel e celulose utilizem-na para a remog¢ao de material
hidrofébico da madeira, indesejaveis na manufatura do papel
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(JAEGER; EGGERT, 2002). As lipases também sdo utilizadas no
tratamento de efluentes de industrias, restaurantes e residéncias.
Outra aplica¢do das lipases tem sido na hidrélise seletiva de
triacilglicerdis com a consequente liberagdo de acidos graxos,
atuando como flavorizantes em alguns produtos lacteos, bebidas
alcodlicas, achocolatados e sobremesas (HASAN; SHAH;
HAMEED, 2006; PANDEY et al., 1999; JAEGER; EGGERT,
2002).

Devido a diversidade de aplicacdes das lipases, vérios
estudos relacionados as suas propriedades vém sendo realizados
com o intuito de determinar o perfil de atividade catalitica
em diferentes condi¢oes de reagdo (PANDEY et al., 1999).
A temperatura e o pH sdo alguns dos fatores de extrema
importancia nas reagdes catalisadas pelas lipases. Tais condi¢des
podem favorecer a velocidade de reagdo por um determinado
tempo (SHARMA et al., 2002).

Com o crescimento do mercado, alguns segmentos
industriais exigem uma etapa de purificagdo de enzimas para
aumentar seu grau de pureza. As lipases microbianas sdo
normalmente purificadas utilizando métodos convencionais,
porém podem apresentar a desvantagem do baixo rendimento
final. Devido a esta observagao, alguns métodos de separac¢do sio
mais indicados para a separagdo de produtos biotecnoldgicos. A
particdo de biomoléculas em sistemas bifasicos aquosos (SBA) é
um dos métodos que vem sendo utilizado de forma eficiente na
extragdo de proteinas, enzimas e acidos nucleicos (BRADOO;
SAXENA; GUPTA, 1999; SHARMA et al.,, 2002; PESSOA JR.;
KILIKIAN, 2005).

Os SBAs podem ser formados por uma solu¢do aquosa de
dois polimeros hidrofilicos ou pela adi¢do de um polimero e
um sal. A separagdo das fases ocorre acima das concentragdes
termodindmicas criticas desses componentes. Quando essas
concentragdes excedem determinado valor, ha a formagdo
das duas fases aquosas, formando um meio capaz de manter
a atividade bioldgica de macromoléculas, para posterior
particdo (ALBERTSSON, 1971; CABEZAS, 1996; PESSOA JR ;
KILIKIAN, 2005).

A fim de representar os dados termodindmicos de um
SBA como composicdes das fases e concentracdes das misturas
polimero-polimero ou polimero-sal, necessarias para a
separacdo das fases, faz-se uso de um diagrama de equilibrio
de fases. A determinac¢do do diagrama de equilibrio de fases
é a primeira etapa para caracterizar os sistemas bifdsicos
aquosos que contém informagdes de concentra¢des de PEG
e sal necessarias a formacao das fases, composigdo das fases
em equilibrio e previsdo qualitativa da particdo de moléculas
(BADR; CABEZAS, 1996; ZUNIGA et al., 2003). Neste trabalho,
aescolha do PEG se deve a formagao eficiente de fases em meio
aquoso sem provocar a diminui¢do da atividade funcional de
biomoléculas. Outra vantagem do uso do PEG ¢ devido a sua
biodegradabilidade e ndo toxicidade (HARRIS, 1992). Embora
existam diversos sais que formem duas fases com o PEG, a
escolha do sal fosfato de potéssio foi baseada no seu baixo
custo e alto coeficiente de parti¢do de biomoléculas em relagdo
a outros sais (ALBERTSSON, 1971). Em um diagrama de fase,
também sao representadas as linhas de amarragédo ou tie-lines.
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Estas linhas ligam pontos no diagrama, capaz de representar a
composi¢ao das duas fases em equilibrio. Qualquer ponto sobre
a linha de amarragao fornecera fases superiores e inferiores
(fase de topo e fase de fundo) com a mesma composicéo final,
porém com diferentes relagdes de volumes entre as fases (DA
SILVA; LOH, 2006).

Pastore, Costa e Koblitz (2003), em estudos de produgcéo e
purificagdo de lipase utilizando Rizopus sp. por fermenta¢ido em
meio contendo azeite de oliva, obtiveram fator de purificagdo
proximo de 5% e recuperagdo da atividade abaixo dos 3%.
Os sistemas de purificagio empregados no processo foram
fracionamento com sulfato de amoénio e cromatografia em
resina SEPHADEX. Estudos realizados por Sharma et al. (2002)
mostram que a purificacdo de lipase de Bacilus sp. RSJ.1 foi
possivel empregando etapas de centrifugacgdo, precipita¢ao
com sulfato de amonio, didlise, cromatografia de troca ionica e
filtragao em gel, obtendo fator de purificagao acima dos 200%
e recuperacao da atividade da enzima inferior a 20%. Trabalhos
semelhantes de precipitacdo e cromatografia também foram
estudados por Kordel et al. (1991) e Lin et al. (2003), utilizando
lipase de Pseudomonas sp. e Pseudomonas pseudoalcaligenes
F-111, respectivamente.

Estudos de purificagao de lipases neutras e acidas de Bacillus
stearothermophilus SB-1 com SBA PEG/ fosfato foram realizados
por Bradoo, Saxena e Gupta (1999), utilizando mistura de sal
fosfato e NaCl. Os resultados encontrados pelos pesquisadores
mostram o bom potencial deste método (5,27 e 15,25 para as
lipases acida e neutra, respectivamente). Tendo em vista estas
observagdes, o presente trabalho teve como objetivo produzir
e determinar as condi¢des 6timas de hidrdlise da lipase de
Pseudomonas cepacia e caracterizar o sistema bifasico aquoso
PEG/fosfato para posterior purificacio desta enzima.

2 Material e métodos

2.1 Material

Microrganismo

Foi utilizada a cepa de Pseudomonas cepacia, obtida da
Fundagdo André Tosello, mantida em tubos de ensaio a 4 °C,
no 4gar nutriente.

Equipamentos

Para garantir condigdes estéreis de crescimento dos
microrganismos, dos meios sdlidos de propagacéo, do indculo
e de produgdo, utilizou-se a autoclave a 121 °C durante
15 minutos. O agitador orbital utilizado para a analise lipolitica
e caracterizagdo enzimatica foi o TE-421 da Tecnal e, para
producdo enzimdtica, usou-se o reator BIOFLO III da New
Brunswick Scientific.

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza
analitico. A acetona, alcool etilico, fosfato monobdsico de sodio,
fosfato dibasico de sddio, fosfato monobdsico de potassio, fosfato
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dibasico de fosfato , sulfato de magnésio, bicarbonato de sédio,
carbonato de sodio, hidroxido de sddio, acido acético, acetato
de sédio e o polietileno glicol com massa molar de 1500, 4000 e
6000 foram adquiridos pela Synth (Diadema-SP). A goma
arabica, agar-agar, extrato de levedura e peptona bacteriologica
foram obtidos da Oxoid (Londres, UK). Os 6leos de soja (Liza)
e azeite de oliva (Gallo) foram obtidos no comércio local com
acidez méxima declarada pelos fabricantes de 0,3 e 0,5%,
respectivamente. A albumina de soro bovino (BSA) com 98% de
grau de pureza foi adquirida da Sigma (EUA).

2.2 Métodos

Preparo do inéculo e sistema fermentativo

O microrganismo foi transferido a partir de tubos de
ensaio com agar inclinado para Erlenmeyers de 125 mL
contendo extrato de levedura (3 g.L'), peptona (3 g.L'), K,PO,
(4 g.L") e MgSO, (0,2 g.L'") e 3% de 6leo de soja. A adaptagio
do microrganismo foi realizada durante 48 horas a 30 °C e
150 rpm. Apods adaptagdo do microrganismo, o indculo foi
transferido para biorreator tipo Bioflo III (com volume util de
5000 mL contendo 3000 mL de meio). O ar foi fornecido por
compressor, esterilizado por filtro de 14 de vidro e a vazao foi
controlada por meio de rotametros. O meio de cultivo estudado
por Castiglioni e Monte Alegre (2007) apresentou as mesmas
concentragdes preparadas para o indculo, porém com 6% (v/v)
de 6leo de soja para induzir a produgéo dalipase. A fermentagao
foi conduzida a 30 °C, pH 7,0, aeragio de 1,5 vvm e agitagdo de
150 rpm durante 96 horas.

Obtengdo do extrato enzimdtico

Ap6s as 96 horas de fermentagio, o meio foi coletado e
centrifugado a temperatura ambiente durante 10 minutos a
2016 g. O sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico,
uma vez que a Pseudomonas cepacia produz lipase extracelular
(KORDEL et al., 1991).

Determinagio da atividade lipolitica

A atividade dalipase foi determinada segundo a metodologia
descrita por Macedo, Park e Pastore (1997). As caracteristicas da
enzima foram estudadas com o extrato bruto. Para a avaliacao
da atividade da lipase em diferentes condigdes de temperatura,
foi utilizado agitador orbital a 20, 25, 30, 35, 37, 40, 45 e 50 °C.
Ja para a determinac¢do da estabilidade térmica foi utilizado
paralelamente sistema em banho-maria a 40, 50 e 60 °C, com
coletas de amostras em intervalos de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos.
O pH 6timo de atuagio da lipase foi determinado com tampao
citrato (pHs de 3,0 a 5,0), tampdo fosfato (pHs de 6,0 a 8,0) e
tampdo carbonato-bicarbonato (pHs de 9,0 a 11,0).

Determinagdo do teor de proteinas totais

A concentra¢do de proteinas no extrato enzimatico foi
determinada segundo a metodologia descrita por Bradford
(1976), tendo como padrio a albumina de soro bovino.
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Determinagdo do diagrama de equilibrio de fases

A construgio dos diagramas de fases foi realizada utilizando
diferentes composi¢des de PEG e sal, segundo a metodologia
descrita por Albertsson (1971). Solucdo de fosfato a 20% foi
adicionada lentamente a temperatura ambiente em solug¢do de
PEG até atingir a turbidez. O mesmo procedimento foi realizado
para obtencdo dos resultados com alta concentragdo de PEG
em solugdes a 50%. As diferentes composi¢des permitiram a
constru¢ao da curva binodal do sistema para cada condigdo
de processo.

Determinagdo das linhas de amarragdo

Os pontos que deram origem as linhas de amarrac¢ao
(tie-lines) foram obtidos para cada condi¢ao de pH a partir
da massa de solu¢do concentrada de PEG (50% w/w) e sal
fosfato (20% w/w), em que observou-se a formagédo das fases
superior (fase topo) e inferior (fase de fundo) de igual volume.
A determinagdo das composi¢des das linhas de amarracéo foi
feita utilizando-se o método dos minimos quadrados.

3 Resultados e discussao

3.1 Caracterizagdo bioquimica da enzima

Na Figura 1, sdo apresentados os resultados da atividade
lipolitica para essas diferentes condi¢des de temperatura
utilizadas na determinagdo da temperatura étima de reacéo.

Com base nos resultados, observou-se que a 37 °C a
atividade da lipase apresentou valor maximo (1,85 U.mL™),
correspondendo a uma atividade especifica de 29,30 Umg™.
A maior variagdo encontrada para os valores de atividade foi
de 17% (entre 20 e 37 °C). Algumas enzimas podem perder
sua atividade com pequenas variagdes na temperatura, pois
a mudanc¢a em sua conformacdo faz com que seu sitio ativo
perca a especificidade de reagir com o substrato. Pela variagdo
dos resultados da atividade lipolitica é provavel que a lipase
produzida por Pseudomonas cepacia tenha um ou dois sitios
ativos, pois, dependendo da mudanga conformacional da
molécula, a enzima nio perde totalmente sua atividade.
A temperatura 6tima de reagdo da lipase de Pseudomonas
cepacia encontrada neste trabalho foi a mesma encontrada por
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Figura 1. Atividade relativa de lipase produzida por Pseudomonas
cepacia utilizando diferentes condi¢des de temperatura.
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Pencreac’h e Barrati (1996). Valores semelhantes (40 °C) foram
encontrados por Makhzoum, Apenten e Knapp (1996), para
lipase de Pseudomonas fluorescens e Pastore, Costa e Koblitz
(2003), utilizando lipases de Rhizopus sp.

As condigoes 6timas de atuagdo, bem como a estabilidade
enzimatica em bioprocessos, é um dos fatores de grande
importancia na escolha de enzimas. Em condi¢bes normais, a
enzima apresenta uma estrutura nativa e ativa, mantida por um
balan¢o de forgas ndo covalentes (pontes de hidrogénio, for¢as
ionicas, intera¢des hidrofobicas, forcas de Van der Waals, etc.).
Em elevadas temperaturas ou outras condi¢des extremas, todas
estas forcas, com exce¢io das interagdes hidrofdbicas, diminuem
e aenzima perde atividade por adquirir uma conformagio mais
desordenada. Na estrutura tridimensional nativa da enzima,
o centro ativo consiste em diversos aminodcidos préximos
entre si. Assim, o desdobramento da estrutura resulta na
perda da atividade do sitio ativo da enzima (BORGSTROM;
BROCKMAN, 1984).

Um outro fator que pode influenciar na inativacgio
enzimatica é o coeficiente de condutividade térmica do meio em
que a enzima esta exposta. Tendo isso em vista, experimentos
foram realizados com temperaturas de 40, 50 e 60 °C utilizando
sistema com maior eficiéncia de troca térmica (banho-maria)
para avaliar a estabilidade da lipase. Durante esta avaliagdo
o tratamento a 40 °C por 2 horas apresentou diminui¢do da
atividade lipolitica em 15%. No entanto, temperaturas de 50 e
60 °C afetaram significativamente a atividade lipolitica durante
a primeira hora de exposigdo. A inativagdo da lipase durante
60, 90 e 120 minutos para 50 e 60 °C foram respectivamente 34,
33 e 45%. De um modo geral, a atividade enzimatica diminui
exponencialmente ao longo do tempo, obedecendo a um modelo
de inativagdo de 12 ordem (Equagdo 1).

——=K,.A (D
a ¢

Integrando (Equagéo 2):

A= A4,.exp (—Kd.t) (@)
Aplicando a propriedade de logaritmo (Equagéo 3):

lnAi;) =—K,.t 3)

Para determinar o tempo de meia vida da lipase nas
condi¢des estudadas, foi considerado que a concentragio de
enzima (A), ap6s o tempo de exposicdo apresenta metade
da concentragdo inicial (A)). A partir disso, pela Figura 2
determinou-se o valor de k, referente a cada condigdo. Os
resultados encontrados durante a primeira hora de exposi¢do
se aproximaram bastante do modelo proposto (Equagio 1),
apresentando um bom ajuste para o modelo de primeira ordem.
Em tempos superiores a 60 minutos, o efeito néo foi significativo
na perda da estabilidade da lipase. Os valores de K, encontrados
foram 0,0015, 0,0051 e 0,0052 para as temperaturas de 40, 50 e
60 °C, respectivamente. Com isso tem-se que os tempos de meia
vida foram respectivamente, 462,10, 135,91 e 133,30 minutos
para 40, 50 e 60 °C.
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Na etapa de determinagdo da atividade enzimatica em
diferentes condi¢des de pH, foi observado que entre os pHs 5,0
e 7,0 aproximadamente 80% da atividade maxima encontrada
foi mantida, sendo o pH 8,0 o melhor resultado encontrado
(2,38 U.mL" e atividade especifica de 25,35 U.mg'). Pequenas
variagdes na atividade da enzima foram encontradas em pHs
mais dcidos, porém em condigdes basicas observou-se maior
sensibilidade da lipase. Perda de 80% de atividade da enzima foi
verificadaa pH 11,0. Os resultados estdo mostrados na Figura 3.
Desta forma, assim como os estudos realizados por Makhzoum,
Apenten e Knapp (1996), pode-se verificar que a lipase de
Pseudomonas cepacia é caracterizada como alcalina e analoga
a lipase de Pseudomonas fluorescens. Resultados semelhantes
foram encontrados por Sharma et al. (2002), apds produgio
e purificagéo da lipase de Bacillus sp. Bradoo, Saxena e Gupta
(1999) encontraram como pH 6timo para a lipase do Bacillus
stearothermophilus valores entre 3,0 e 6,0.

3.2 Diagrama de equilibrio de fases

Os diagramas de fases referentes aos PEG 1500, 4000 e
6000 para os pHs 6, 7 e 8 sdo mostrados respectivamente, nas
Figuras 4, 5 e 6. Albertsson (1971) menciona que quanto menor
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Figura 2. Lineariza¢ao dos resultados da cinética de inativagao
enzimatica em fun¢ido do tempo de exposicdo da lipase.
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Figura 3. Atividade relativa de lipase produzida por Pseudomonas
cepacia utilizando diferentes condi¢des de pH.
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a massa molar do polimero, maior a concentragdo necessaria
para a formacao de fases. Tendo em vista estas observagdes, no
presente trabalho optou-se por realizar uma analise comparativa
com PEG de diferentes pesos molares. Padilha et al. (2007)
verificaram que o comportamento desses sistemas em diferentes
valores de pHs apresentou um deslocamento nao significativo
das binodais. O que leva a concluir que a estabilidade destes
sistemas frente as variacdes de pH e seu efeito sobre os SBAs
ndo possuem caracteristicas proprias (DIAMOND; HSU, 1992;
FERREIRA et al., 2007).

3.3 Linhas de amarragdo

A partir da caracterizacdo dos diagramas de fases, foram
obtidas as linhas de amarragdo para posterior purificagdo das
enzimas. As linhas de amarragido para as diferentes condigdes
de pH e massas molares de PEG séo apresentadas na Tabela 1.
A partir dos resultados, é possivel verificar que ndo hd variagdo
significativa entre as composi¢oes das tie-lines para os diferentes
pesos molares do PEG em relagdo a variagdo de pH do sistema.
Existem muitos fatores que podem influenciar na partigdo de
biomoléculas, dentre elas, a natureza quimica dos componentes
formadores dos SBAs, pH, temperatura, massa molar e
concentra¢do do polimero. Caracteristicas como a estrutura,
hidrofilicidade, peso molar, concentragdo e propriedades
funcionais das moléculas também sio fatores importantes que
devem ser levados em consideragido nos sistemas de parti¢do
(DA SILVA; LOH, 2006). Muitos pesquisadores tém observado
bons resultados utilizando SBAs na parti¢do de biomoléculas.
Tais afirmagdes reforcam que o uso de SBAs é uma alternativa
vidvel nas etapas preliminares de separagéo, principalmente no
que se refere a minimizag¢do do tempo de operagdo e nimero de
etapas de purificagdo de biomoléculas (ANDREWS; HUENUPI;
ASENJO, 1999).

4 Conclusoes

Na etapa de caracteriza¢do da enzima, os resultados
apresentaram condi¢des 6timas de atividade a 37 °C e pH 8,0.
Sua estabilidade a 50 e 60 °C foi afetada significativamente
durante a primeira hora de exposigio, seguindo um modelo de
inativagdo de primeira ordem. A inativagdo da lipase durante
60, 90 e 120 minutos a 50 e 60 °C foram respectivamente, 34,
33 e 45%. Os estudos de pH e temperatura sio importantes na
etapa de purificagdo da lipase, impedindo a perda de atividade
pelo uso de condigdes que favorecam sua inativagdo e redugdo
da eficiéncia do método de purificagio.

Para a caracterizacdo dos sistemas bifasicos aquosos, em
relagdo a massa molar do PEG, pode-se concluir que menores
concentragdes de solugdes sdo necessarias para a formagao de
fases com PEG de maior massa molar. Foi observado que nido
houve um deslocamento significativo da binodal em relagao
aos diferentes pHs estudados, assim como sua pouca influéncia
nas composi¢des das linhas de amarragdo. Desta forma, o uso
dos SBAs para purificacdo da lipase de Pseudomonas cepacia
pode ser empregado evitando a desnaturagdo enzimatica pela
predominéncia de dgua no meio reacional.
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Tabela 1. Composi¢io total do sistema com diferentes massas molares de PEG e pHs.

pH  Tie-line Composigao total do sistema (% m/m) Composigao da fase superior (% m/m) Composi¢do da fase inferior (% m/m)
PEG SAL H,O PEG SAL H,0 PEG SAL H,0
PEG 6,0 1 17,8 12,9 69,3 31 5,6 63,4 5 19,5 75,5
1500 2 16,6 12,7 70,7 27,2 7 65,8 6,5 17,9 75,6
3 14,8 12,6 72,6 21 9,3 69,7 9 16 75
7,0 1 19,3 12,3 68,4 37,5 3,1 59,4 1,5 21 77,5
2 16,3 12,3 71,4 31 4,6 64,4 2 19,4 78,6
3 14,7 11,7 73,6 25 6,6 68,4 4,5 16,5 79
8,0 1 17,9 12 70,1 35 3,2 64,8 0,7 20,5 78,8
2 16,8 11 72,2 33 3,6 63,4 0,6 18,7 80,7
3 15,8 10,6 73,6 29 4,4 66,6 1,9 16,8 81,3
PEG 6,0 1 16,7 13,3 70 32 4,6 63,4 1,4 21,7 76,9
4000 2 11,4 13,8 74,8 21 7,9 71,1 1,5 19,5 79
3 5,7 15,3 79 12,5 9 78,5 2 17,9 80,1
7,0 1 16,2 13,5 70,3 26 53 68,7 6,4 22 71,6
2 12,4 13,4 74,2 21 6,6 72,4 3,3 20 76,7
3 8,5 13,5 78 18,5 2,1 79,4 8,3 14,5 77,2
8,0 1 19,5 11 69,5 19,5 2,2 78,3 2,4 37 60,6
2 17,1 10,1 72,8 33 3 64 0,3 17 82,7
3 14,7 9 76,3 28,5 4 67,5 1 14 85
PEG 6,0 1 19 12,3 68,7 36 3,4 60,6 1,7 21 77,3
6000 2 13,1 12,6 74,3 25 6 69 1,3 18 80,7
3 9,7 12,3 78 17 8,5 74,5 2,2 16 81,8
7,0 1 21 11,6 67,4 38,5 2,3 59,2 4,2 21 74,8
2 17,5 11,1 71,4 34 3,3 62,7 1,2 18,5 80,3
3 14,6 10,8 74,6 29 4,2 66,8 0,3 17,5 82,2
8,0 1 23,7 10,5 65,8 43,6 1,4 55 20 3 77
2 21,1 10,1 68,8 39 2 59 19 1,8 79,2
3 18,3 9,9 73,5 35 2,8 62,2 18 0,5 81,5
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