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RESUMO

SARAIVA, Sérgio Henriques, D.S., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2003. Modelagem e Simulacio de Processos de Cromatografia
Preparativa. Orientador: Luis Antonio Minim. Conselheiros: Jane Sélia dos
Reis Coimbra e José Antonio Marques Pereira.

Neste trabalho foi desenvolvido um programa computacional, com
interface amigavel ao usudrio, que simula os processos cromatograficos de
adsor¢do em tanque agitado, adsor¢do em coluna de leito fixo e exclusdo
molecular em coluna de leito fixo. O programa utiliza modelos de transferéncia
de massa que consideram resisténcia a transferéncia de massa no filme, difusdo
dentro da particula e, no caso de processos em coluna, dispersdo axial. Nos
processos de adsor¢do, o modelo utilizado pelo programa considera equilibrio
instantdneo entre a particula e o liquido dentro da particula. O modelo de
equilibrio usado ¢ o modelo de Langmuir ndo competitivo. O programa foi
utilizado para o estudo do processo de adsor¢cdo das proteinas do soro, o-
lactoalbumina e B-lactoglobulina, por uma resina de troca i6nica empacotada em
uma coluna de leito fixo, € mostrou-se eficiente na simulagdo desse processo. Por
meio do programa também foi possivel simular, com boa precisdo, o processo de
purificacdo dessas proteinas por cromatografia de exclusdao molecular apds estas
terem sido fracionadas por sistemas aquosos bifasicos. Além disso, o programa
possibilitou a simulagdo da cinética de transferéncia de massa do processo de
adsor¢do dessas mesmas proteinas por uma resina de troca idnica utilizando o
modelo de adsor¢do em tanque agitado. A interface grafica e a visualizagdao do
processo de separacdo ou de adsor¢do sdo caracteristicas que tornam o programa
especialmente atrativo para profissionais que trabalham com cromatografia

preparativa.
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ABSTRACT

SARAIVA, Sérgio Henriques, D.S., Universidade Federal de Vicosa, May 2003.
Modeling and Simulation of Preparative Chromatographic Processes.
Advisor: Luis Antonio Minim. Committee members: Jane Sélia dos Reis
Coimbra and José Antonio Marques Pereira.

In this work was developed a computational program with a friendly user
interface that simulates the chromatographic processes of adsorption in stirred
tank, adsorption in fixed bed column and size exclusion in fixed bed column. The
software uses mass transfer models that consider mass transfer resistance in the
film, diffusion inside of the particle and, in the case of processes in column, axial
dispersion. The models used for the software in the adsorption processes consider
instantaneous equilibrium between the particle and the liquid inside of the
particle. It was used the noncompetitive equilibrium model of Langmuir. The
software was used for the study of the adsorption process of whey proteins, o-
lactalbumin and B-lactoglobulin, by an ionic exchange resin packed in a fixed
bed column, and the model revealed efficient in the simulation of this process.
By means of the software also it was possible to simulate accurately the
purification process of these proteins by size exclusion chromatography after
these to have been fractionate by aqueous two-phase systems. Moreover, it was
possible to simulate the mass transfer kinetic of the adsorption process of these
same proteins by an ionic exchange resin using the adsorption model to stirred
tank. The graphical interface and the visualization of the adsorption or separation
processes are characteristics that become the software especially attractive to

professionals who work with preparative chromatography.

X



Introducao geral

Cromatografia ¢ um processo de separacdo bastante utilizado pelas
industrias quimica, farmacéutica, petrolifera e de alimentos. E a técnica de
purificacdo mais empregada na industria biotecnologica. Cromatografia tem sido
amplamente utilizada na purificagdo de antibioticos, aminoacidos, peptideos,
proteinas, hormonios, anticorpos monoclonais, vacinas e outros materiais
biologicamente ativos. O processo de cromatografia tem encontrado aplicacdo na
area de alimentos tais como o tratamento de sucos de frutas, vinhos e o6leos
vegetais. Cromatografia tem sido usada na purificagdio de produtos como
vitaminas e &cido citrico.

O processo de cromatografia deve ser modelado com boa precisao,
objetivando uma melhor compreensdo da dinamica do processo, para otimizagao
e aumento de escala. O intervalo de validade do modelo deve ser amplo o
suficiente para a aplicacdo especifica. Estudos experimentais utilizando
cromatografia em escala preparativa sdo caros e complexos. A simula¢do desses
sistemas usando programas computacionais pode ser um método eficiente e
econOmico para otimizagdo e aumento de escala. Embora alguns experimentos
sejam requeridos, o uso da modelagem computacional e da simulacdo numérica
pode reduzir bastante o nimero de experimentos necessarios, contribuindo assim
para a economia de tempo e dinheiro.

Neste trabalho foi desenvolvido um programa computacional com
interface grafica amigéavel ao usuario que simula os processos cromatograficos de
adsorcdo em tanques agitados, adsor¢do em leito fixo e cromatografia de
exclusdo molecular em leito fixo. Avaliou-se o processo de adsorcdo das
proteinas do soro, o-lactoalbumina e B-lactoglobulina, por uma resina de troca
ionica em uma coluna de leito fixo. Estudou-se também o processo de
purificacdo destas proteinas por cromatografia de exclusdo molecular. Além
disso, estudou-se a cinética de adsor¢do dessas proteinas em uma resina de troca

10nica por meio da simulagcdo de um processo de adsor¢dao em tanques agitados.



Modelagem e Simulacao do Processo de Adsorcao das
Proteinas do Soro, o-Lactoalbumina e B-Lactoglobulina, em
Coluna de Troca Ionica

Resumo

Implementou-se um programa computacional com um procedimento
numérico para a solu¢do do modelo de adsor¢do por troca idnica em leito fixo. O
modelo foi capaz de simular, com um tempo de simula¢do variando de 30
segundos a pouco mais de trés minutos, a adsor¢do simultanea das proteinas do
soro o-lactoalbumina (o-la) e B-lactoglobulina (B-lg) em uma resina de troca
16nica. A simulagdo de curvas de ruptura para diferentes valores de vazao da fase
movel e de concentracdo dos solutos na alimentagdo mostrou que o modelo foi
capaz de predizer de forma adequada o processo de adsor¢do, quando comparado
com as curvas de ruptura experimentais. Correlagdes empiricas foram utilizadas
para estimar os parametros de transferéncia de massa envolvidos no modelo.
Uma analise paramétrica mostrou que uma estimacao acurada do coeficiente de
difusdo e do coeficiente de transferéncia de massa ¢ importante para uma

eficiente simulagdo do sistema cromatografico estudado.

Summary

A computational program with a numerical procedure to obtain the
solution of the ionic exchange adsorption model in fixed bed was implemented.
The model was capable to simulate, with a simulation time varying of 30 seconds
to few more than three minutes, the simultaneous adsorption of whey proteins o-
lactalbumin (o-la) and B-lactoglobulin (B-Ig) in an ionic exchange resin. The
simulation of breakthrough curves for different values of flow rate of the mobile
phase and volues of concentration of the solutes in the feeding showed that the
model was capable to predict adequately the adsorption process, when compared
with the experimental breakthrough curves. Empirical correlations were used to
estimate mass transfer parameters involved in the model. A parametric analysis
showed that a accurate estimation of the diffusion coefficient and of the mass
transfer coefficient is important for an efficient simulation of the studied

chromatographic system.



Introducio

O soro de queijo ¢ um produto bioldgico proveniente das industrias de
laticinios e possui em sua composi¢cdo substancias como peptideos, aminoacidos,
lactose, acido lactico, proteinas, residuos de caseinas e de gordura do leite e
minerais. A principal aplicagdo para o soro do leite tem sido na alimentagdo
animal, no entanto, alguns trabalhos tém sido dedicados na recuperagdo de
importantes componentes do soro, como as proteinas, que uma vez separados e
purificados adequadamente, podem ser utilizados nas industrias de alimentos e
farmacéutica (Carrére, 1993). As induastrias de alimentos exploram as
propriedades funcionais e fisico-quimicas das proteinas tais como absor¢do e
liga¢do de dgua, capacidade de formagao de gel, elasticidade, emulsificag@o entre
outras, na producao de alimentos processados como carnes, paes, biscoitos,
cereais matinais, massas, produtos de confeitaria, queijos, iogurtes e sorvetes
(Cayot e Lorient, 1997).

A Tabela 1 apresenta a composicao protéica do soro bovino. As proteinas
que ocorrem em maior quantidade sdo a o-lactoalbumina (o-la) e a J-
lactoglobulina (B-1g). Elas representam aproximadamente 70% da quantidade de
proteinas no soro e sdo responsaveis pelas propriedades de hidratacao, formagao
de gel e propriedades relacionadas a atividades superficiais (propriedade

emulsificante e espumante) (Cayot e Lorient, 1997).

Tabela 1 — Composicao protéica do soro de leite bovino

Proteina Concentra¢ao média no Massa Molar Ponto
soro (g/L) (kDa) isoelétrico
B-Lactoglobulina 3-4 18,4 52
o-Lactoalbumina 1,5 14,2 4,7-5,1
Albumina do soro 0,3-0,6 69 4,9
Imunoglobulinas 0,6-0,9 150-900 5,8-7,3
Lactoperoxidase 0,06 78 9,6
Lactoferrina 0,05 78 8,0
Protease-peptona 0,5 4-20

Fonte: McKenzey (1970).



Indtstrias em todo o mundo processam anualmente milhdes de toneladas
de produtos protéicos gerando uma grande quantidade de residuos ricos em
proteinas que, por apresentarem alto valor biologico, tém despertado uma
crescente necessidade de aproveita-los para fins de nutrigdo humana ou animal.
Além disso, a produgdo de proteinas com fungdes terapéuticas, entre outras,
revela a necessidade de se desenvolver, a custos cada vez menores, processos
biotecnolodgicos eficientes para a recuperacdo, separacdo e purificagdo dessas
proteinas a partir do meio onde foram produzidas (Atkinson e Sainter, 1982).

A grande maioria dos processos de purificagdo de proteinas envolve pelo
menos um passo cromatografico. Geralmente, cromatografia ¢ a etapa chave para
o sucesso de um processo de purificagdo (Simpson, 1994). O grande sucesso das
separagOes cromatograficas de proteinas ¢ a sua habilidade de atingir elevado
grau de pureza a partir de misturas com reduzidas concentragdes dos compostos
de interesse (Boschetti e Coffman, 1994). O desenvolvimento de métodos e
técnicas para a separagdo e purificacdo de macromoléculas bioldgicas, como as
proteinas, tem sido um pré-requisito importante para muitos dos avancos feitos
pela biociéncia e pela biotecnologia nos ultimos anos (Ersson et al., 1998).
Cromatografia ¢ uma técnica de purificacdo bastante utilizada pelas industrias
quimica, farmacéutica, petrolifera e de alimentos. E a técnica de purificacdo mais
empregada na industria biotecnoldgica (Ghose e Cramer, 2001). Essa técnica tem
sido muito utilizada na purificagdo de antibioticos, aminoacidos, peptideos,
proteinas, hormodnios, anticorpos, vacinas e outros materiais biologicamente
ativos. O processo de cromatografia tem encontrado aplicagdo na éarea de
alimentos tais como o tratamento de sucos de frutas, vinhos e 6leos vegetais € na
purificacdo de xarope de frutose obtido do amido de milho por tratamento
enzimatico. Ela tem sido usada na purificagdo de produtos como vitaminas, acido
citrico e produtos agricolas (Shuey, 1990; Spieker et al., 1998).

Virios métodos de cromatografia preparativa para o fracionamento de
proteinas do soro tém sido relatados. Cromatografia de troca anidnica em QMA-
Spherosil foi usada para concentrar as proteinas do soro e separé-las da lactose,
por meio da eluicdo das proteinas adsorvidas usando acido cloridrico (Skudder,

1985). Hahn et al. (1997) fracionaram as proteinas do soro utilizando



cromatografia de troca cationica. Ye et al. (2000) isolaram lactoferrina,
lactoperoxidase, o-la e B-lg do soro bovino usando um trocador catiénico ¢ um
trocador anidnico em seqiiéncia.

Quando se aplica uma operagdo cromatografica para um novo sistema ou
quando se deseja aumentar a escala do processo, ¢ comum a realizacdo de
numerosos experimentos. Como geralmente os produtos sido valiosos e
disponiveis somente em pequenas quantidades, os experimentos sdo caros para
serem conduzidos. Isto € especialmente verdadeiro para a separagdo de proteinas.
Dessa forma, torna-se necessario predizer o desempenho do processo por meio da
modelagem matematica e da simulagdo computacional para minimizar o nimero
de experimentos requeridos (Kempe et al., 1999). Estudos experimentais usando
solutos biologicos sdo caros e complexos. A simulacdo desses sistemas usando
modelos computacionais pode ser uma alternativa eficiente e econdmica para
propostas de otimizagdo e de aumento de escala. Embora alguns experimentos
ainda sejam necessarios, a modelagem computacional e a simulacdo numérica
podem reduzir amplamente o nimero de experimentos (Spieker et al., 1998).

O objetivo desse trabalho ¢ modelar o processo de adsor¢ao das proteinas
do soro, o-la e B-lg, pela resina de troca anidnica Accel Plus QMA® empacotada

em uma coluna de leito fixo.

Modelo matematico

O processo de cromatografia envolve uma intricada combinagdo de
fenomenos complexos de origens hidrodindmica, termodinamica e cinética, que
freqlientemente interagem entre si. O modelo da taxa geral considera
simultaneamente todas as possiveis contribuicdes a cinética de transferéncia de
massa, que sao a dispersdo axial, a resisténcia a transferéncia de massa no filme
externo, a difusdo intraparticula e a taxa de adsor¢ao-dessor¢ao (Guiochon et al.,
1994). De acordo com Gu et al. (1993), um modelo de taxa geral
multicomponente consiste de um sistema de equagdes diferenciais parciais
acopladas com dois conjuntos de equagdes de balanco de massa na fase mével e

na particula para cada componente, respectivamente. O sistema transiente de



equacdes diferenciais parciais torna-se nao linear se qualquer isoterma nao linear
ou cinética ndo linear estiver envolvida nele.
As seguintes consideracdes sao necessarias para a formulacdo do modelo:
1) O processo multicomponente em leito fixo € isotérmico.
2) O leito ¢ empacotado com adsorventes porosos que sdo esféricos e de
tamanho uniforme.
3) Os gradientes de concentracdo na dire¢do radial do leito sdo
desprezados.
4) Existe equilibrio local para cada componente entre a superficie dos
poros e o fluido estagnado nos macroporos.
5) O coeficiente de transferéncia de massa e o coeficiente de difusdo sao
constantes e independentes dos efeitos de mistura dos componentes.
Com essas consideracoes, as seguintes equagdes podem ser formuladas a
partir do balanco de massa diferencial para cada componente na fase movel e na

particula, respectivamente:

a2Cl. aCi aCl, 3ki(1_8 )
- D,, azzb +v azb + atb + R b (Cbl.—Cpl.’Rsz):o 0
acsi aCz 1 a aCZ
=€) e, ‘Spr{E75§{R2 aé)j]zo )

com as seguintes condigdes iniciais e de contorno:

t=0=C, =C,(0,2) ©)
t=0=C,=C,(0,R,Z) 4)
aC,, v
Z=0= " =_—(C,—C,(t
=y Dbi( b —Cp(0) (5)



Z:L:>acbi:0 (6)
0Z
aC .
R=0=—2=0 (7)
oR
R=R =>acf”'— ki (C, —C ) 8
P aR Epri bi pi,R=R, ( )

As Equagdes (1) e (2) séo acopladas via C, ,_p que ¢ a concentra¢do do

componente i na superficie da particula. Na Eq. (2), C,; € a concentragdo do

componente i na fase solida do adsorvente com base na unidade de volume do
solido, excluindo os poros. Ela estd diretamente associada com as isotermas de
adsor¢ao que estdo acopladas ao sistema de equagdes diferenciais parciais com

base na considerag@o (4). As concentragdes C,;, ¢ C,; sdo baseadas na unidade

de volume da fase movel.

Utilizando os termos adimensionais:

Cb' Cpi s C[Sn R VA vt

Coi =—5 Cp=—"y Cp=——) r=—7; z=—; T=—;

Co: Co,; Co; R, L L

po, <L, g KR 8Dl _3Bind-e,)
Li Dbl- > i Spri ’ i R;V > i Eb

O sistema de equacgdes diferenciais parciais pode ser transformado nas

seguintes formas adimensionais:

2
1 97, N dc,, N dc,, N

“Pe, 027 0z ot S (cbi = Cpir=l ): 0 )
Li




J } 1 o ,9c,
g[(l_sp)cpi+8pcpi]_ni|:r—28—r(l”2 a: )]=0 (10)

Com as seguintes condigdes iniciais e de contorno adimensionalizadas:

1=0=c, = ¢, (0,2) (11)

t=0=c¢, =c¢,(0,r,2) (12)
dc,. C,(1)

z=0= b =Pe |c, ——L 13
aZ Ll( bi COI» ( )

so1m % g (14)
0z
dc,,

r=0= =0 (15)
or
c,; )

r=1=—~ =Bi,(¢); =€) (16)
r

A condi¢dao de contorno na entrada da coluna (equacdo 13) depende do
modo de operacao da coluna.

Para adsorcao frontal:

C,(7)
C,;

1

=1 (17)

Para eluigao:



C,(7) I, se 0<t<7t,, (18)
Cy; 0 em caso contrario

Para deslocamento, apds a introdu¢do da amostra (na forma de adsorcao

frontal):

C, (1) {O, se i é um componente da amostra (19)

1, se i ¢ um deslocador

Todas as concentragdes adimensionais sdo baseadas em C;, que ¢ igual

ao valor maximo do perfil de alimentag¢do C (7).

Estratégia de solucio numérica do modelo

A Equacgdo (9) foi discretizada, em relacdo a coordenada espacial z,
utilizando a técnica de diferencas finitas centrais com n nds ao longo de z. A
equagdo (10) foi discretizada, em relacdo a coordenada espacial r, pelo método
da colocacdo ortogonal, utilizando os polindmios simétricos definidos por
Finlayson (1980), com dois pontos de colocagdo interior. Essas discretizacoes
geraram as seguintes equacoes diferenciais ordinarias:

Para a fase movel:

o NO na entrada da coluna:

acbl.| _ 2
ot |, Pe,, Az’

32 2 2
Cbi|2 +&, Cpi|1 +E+Peu _(—2+§i +E+P6Li Jcbi|1 (20)

Pe,; Az

o Nos interiores da coluna (j =2; 3; ...; n - 1):



dey| (1 Y I U T
ot ‘j PeLiA22 Az bilj1 PeLiAzz Az bilj i €pil

(21
2
—| —=—+E&. [c.|
(PeLiAZZ &IJ bz|j
e N0 na saida da coluna:
dcy,| 2 3 2
! = +C.C . - +G; [Cp 22
) (PCUAZZ bi|—1 él pil, (Peu A22 &IJ bily, ( )
Para a particula:
« Primeiro ponto de colocagdo interior (r = 05385):
2 acs \
c,. ¢’
e Ty (l—g )0 _—136 ¢ +204331"l ol —6833“ A @3
Pot P7ot Py
; €, €, €,
« Segundo ponto de colocagdo interior (r = 09062):
2 act, |
Cpi C pi n,
[sp o~ +(-¢,) aﬁ} —1457—c \ —914 \ +7683 " c \J (24)
; €, €, €,

3
e Owvalorde C pi‘ _ (concentragdo na superficie da particula) ¢ obtido
J

a partir da condicao de contorno em r =1:

; 0,9483 114, 9483 2

3 Bi,
= c.|. — c . .
J 14+Bi, ) 14+ Bi, ’”"f 14+Bi "

(25)

pi

O indice subscrito apo6s as barras indica o n6 ao longo de z e o indice
sobrescrito o ponto de colocagdo ortogonal (1 e 2 sdo pontos interiores € 3 € a

superficie da particula, ou seja, » = 1). Nas Equagdes (23) a (25), j deve variar de
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1 a n. Assim, foram geradas n equagdes diferenciais ordindrias para a fase movel
e 2n equagdes para a particula, ou seja, 3n equagdes diferenciais ordindrias para

cada soluto, totalizando 3nN, equagdes diferenciais ordinarias, sendo N; o
numero de solutos. As concentragdes C); e C,; estdo relacionadas pela isoterma

de equilibrio. As 3nN, equagdes diferenciais ordinarias resultantes foram

resolvidas simultaneamente utilizando o método de Euler. Para evitar problemas
relacionados a instabilidade e convergéncia, adotou-se o critério de diminuir o
incremento no tempo (AT) e/ou aumentar o nimero de nds em z (n) sempre que

algum valor de concentracdo C,, estivesse fora do seu dominio com uma
determinada tolerdncia. Neste trabalho isso foi feito sempre que C,; estivesse

fora do intervalo [-0,001; 1,001]. Além disso, o perfil de concentragdo na fase
movel ao longo da coluna foi acompanhado visualmente de forma grafica durante
todo o tempo da simulacdo, de forma a monitorar quaisquer oscilagdes que
porventura ocorressem. Isso foi implementado em um programa desenvolvido
em Visual Basic 6.0. Todas as simulagdes foram realizadas em um AMD
Athlon® 750 MHz. O tempo gasto nessas simula¢des variou de 30 segundos a

pouco mais de 3 minutos.

Determinacio dos parametros de transferéncia de massa

Correlagdes empiricas sdo disponiveis para estimar pardmetros
desconhecidos descrevendo difusdo, dispersao axial e resisténcia a transferéncia
de massa. Essas correlagdes sdo normalmente expressas usando numeros

adimensionais.

Coeficiente de dispersao axial

Os varios efeitos complexos que levam a mistura axial sdo combinados
dentro de um unico coeficiente de dispersao axial. Esse coeficiente de dispersao
axial pode ser determinado a partir de experimentos ou ser estimado usando
correlacdes empiricas, como a apresentada por Chung ¢ Wen (1968). Essa

correlacdo tem sido amplamente utilizada e ¢ aplicdvel tanto para leito fixo

11



quanto para leito fluidizado (Spieker, 1998). Ela correlaciona o nimero de Peclet

como:

vL L

(0,2+0,011Re"*) (26)

Sendo o nimero de Reynolds, Re, definido como:

_ 2R €,vp
u

Re

(27)

Coeficiente de transferéncia de massa

A resisténcia a transferéncia de massa representada por um filme
hipotético em torno da particula necessita do coeficiente de transferéncia de
massa no filme, k;, para cada componente. Usualmente, as correlagdes ddo uma
expressao para o coeficiente k; ou o nimero de Sherwood, Sh, como na equagao

usada por Truei et al. (1992):

k.2R
Sh=—> 2 =2+1,45Re"? Sc"? (28)

pi

sendo o numero de Schmidt, Sc, definido como:

__HM
Sc = oD (29)
pi

Coeficiente de difusio

Para modelos que consideram difusdo na matriz cromatografica, como o
modelo da taxa geral, ¢ necessario um coeficiente de difusdo para cada
componente. Coeficientes de difusdo para a difusdo livre em liquidos sdo da

52 . o , :
ordem de 107cm’s”. Coeficientes de difusdo de proteinas em matrizes
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cromatograficas sdo da ordem de 107cm’s”. A predi¢io dos coeficientes de
difusdo para sistemas multicomponente ¢ dificil, especialmente para solucodes
concentradas ndo ideais. Young et al. (1980) apresentaram a seguinte correlagcdo

para proteinas:

5 T
D, =831-10" —-— (30)

uM,

2.-1 . . .
D, emcm’s”, M € a massa molar da proteina em g, T € a temperatura em

K e u ¢ a viscosidade do solvente em cP. Essa correlagdo apresenta bons
resultados para propositos de engenharia, pois 75% das 301 proteinas estudadas
tétm um coeficiente de difusdao dentro de um intervalo de 20% dos valores

preditos por ela (Young et al., 1980).

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos em uma coluna de 0,5 cm de
diametros interno por 3 c¢cm de comprimento, empacotada com a resina Accel
Plus QMA® (didmetro médio das particulas de 46 um e densidade da particula
seca de 2,32 mg/mL). As proteinas o-la e a B-lg foram utilizadas a partir de um
isolado protéico de soro (Davisco®). Os experimentos de adsorcio foram
realizados no sistema de cromatografia AKTA Purifier (Pharmacia®). Para a fase
movel foi utilizada uma solugdo tampdao com pH 7,6 e forca ionica 0,05M
elaborada a partir de uma solu¢do de Tris (Tris-hidroximetil-aminometano;
Merck® - Massa Molar = 121,14 g) e HCIL. A quantificagdo das proteinas o-la e
B-lg foi feita conforme Ferreira (2001). As porosidades do leito ¢ da particula
foram determinadas por Ferreira (2001) e seus valores sao 0,53 e 0,63,
respectivamente. Para descrever o equilibrio foi usada a isoterma de adsor¢ao do

tipo Langmuir (1916). Essa isoterma pode ser escrita na forma:

13



S qmcpi

C.=—
"k, +C, €1y

Os parametros das isotermas para as proteinas o-la e B-lg adsorvidas na
resina Accel Plus QMA® foram obtidos por Ferreira (2001) e sdo apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros da isoterma de Langmuir

Para Proteina o-lactoalbumina B-lactoglobulina
arametro
qm (Mg/g) 71,48 179,23
kq (mg/mL) 1,08 3,71

Resultados e Discussao

Efeitos dos parametros de transferéncia de massa nas curvas de ruptura
Uma andlise de sensibilidade dos pardmetros no modelo pode indicar
quais parametros sdo relativamente importantes e que devem ser estimados com

maior precisao e quais parametros ndo requerem uma estimacao tao rigida

Efeito do nimero de Peclet

O ntmero de Peclet esta relacionado com a dispersdao axial. Quando Pe;
tende a infinito, a dispersdo axial torna-se desprezivel, indicando a existéncia de
um escoamento do tipo empistonado. A influéncia do nimero de Peclet nas
curvas de ruptura da B-lg e da o-la é mostrada na Figura 1 ¢ na Figura 2,
respectivamente. Nessas simula¢des os parametros Bi e 1 foram fixos e iguais a
5. Pode-se observar que para valores pequenos de Pe;, a ruptura ocorre de forma
mais suave que para valores maiores de Pe;. Observa-se ainda que a curva de
ruptura para Pep igual a 200 ¢ muito semelhante a curva para Pe; igual a 1500,
indicando que para valores maiores que 200, uma variagao no Pe; praticamente

nao altera o resultado da simulagao.
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1,0 -
0,9
0,8 -
0,7 1

0,6
0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2
0,1 -
0,0 ‘

C/C

—— Pe =1500

20 25 30

1,0
0,9 -
0,8 - _ be =50
0.7 Pe, =200

5 061 - Pe, =500
0,5 -

S —— Pe_ = 1500
0,4 -
0,3 -
02 -
0,1 -
0,0 +—

0 5 20 25 30

Figura 2 — Efeito do niamero de Peclet sobre as curvas de ruptura da o-la.

Efeito do numero de Biot

O numero de Biot estd relacionado com a razdo entre a resisténcia a
transferéncia de massa no filme e o coeficiente de difusdo intraparticula. Valores
altos de Biot indicam que o processo de transferéncia de massa ¢ limitado pela
difusdo intraparticula. A influéncia do nimero de Biot nas curvas de ruptura da
B-lg e da o-la é mostrada nas Figuras 3 e 4, respectivamente. Nessas simulagdes
os parametros Pe; e 1 foram fixos e iguais a 250 e 5, respectivamente. Observa-
se que para valores menores de Bi, a ruptura inicia-se mais rapidamente que para
valores maiores. Nota-se ainda que a influéncia de Bi sobre a ruptura da B-lg e da

o-la torna-se praticamente insignificante quando Bi ¢ maior que 20.
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0,9
084 e - Bi=
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_ 0.6 - —— Bi=20
© 05 - Bi=100
© 04
0,3 -
0,2
0,1 - i
I ;:“A : : : ‘
0 5 10 15 20 25 30

Figura 4 — Efeito do nimero de Biot sobre as curvas de ruptura da o-la.

Efeito do parametro n

A influéncia do pardmetro M nas curvas de ruptura da B-lg e da o-la é
mostrada nas Figura 5 e 6, respectivamente. Nessas simulagdes os pardmetros
Pe. e Bi foram fixos e iguais a 500 e 5, respectivamente. Pode-se observar que
para valores pequenos de m (menores que 5), a ruptura inicia-se muito
rapidamente, situacdo essa que ¢ indesejavel do ponto de vista pratico, uma vez
que o processo seria interrompido quando a coluna ainda estivesse longe da
saturacdo. Observa-se ainda que a ruptura praticamente nao depende de | quando

este ¢ maior que 20.
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1,0 |
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0.8 -
0,7 -
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0,5 -
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0,0 s

C/C,

25 30

Figura 5 — Efeito do parametro 1 sobre as curvas de ruptura da B-1g.

1,0 - e
0,9 / .
0,8 - II =
0,7 - ;o ——mn=5
0,6 1 ! — n=20
0,5 1 =100
0,4 - g
0,3 ‘
0,2
0,1 - _
0,0+ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30
T
Figura 6 — Efeito do parametro 1 sobre as curvas de ruptura da o-la.

c/c,

Em todas as simulagdes para avaliar os efeitos de Pe;, Bi e n, os valores

de Cj para a B-1g e para a a-la foram de 6 mg/mL e 3 mg/mL, respectivamente.

Comparacio de curvas simuladas com curvas experimentais

Experimentos foram conduzidos variando a concentragdo dos solutos na
alimentacdo e a vazdo da fase movel. Os parametros de transferéncia de massa
foram estimados pelas correlacdes empiricas ja apresentadas. As Figuras 7 e 8
apresentam as curvas de ruptura experimentais e simuladas para diferentes
valores de vazdo da fase movel para a B-lg ¢ para a o-la, respectivamente.

Observa-se que o modelo conseguiu predizer de forma adequada as curvas de
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ruptura, indicando que ele ¢ adequado para a simulagdo do processo. A influéncia
da vazdo da fase modvel sobre a capacidade relativa da coluna (quantidade
adsorvida no ponto de ruptura em relagdo a capacidade de adsor¢ao) em relagao
as proteinas B-1g e a-la pode ser observada nas Figura 9 e 10, respectivamente.
As condi¢des de adsor¢cdo foram mais favoraveis para a vazao de 0,5 mL/min,
pois, no ponto de ruptura (C/Cy) = 0,1) uma maior por¢cdo da coluna estava
saturada. Os parametros utilizados para essas simulagdes sdo apresentados na
Tabela 3. Os valores de Cj para a B-lg e a o-la foram de 8,0 mg/mL e de 3,5

mg/mL, respectivamente.

Tabela 3 — Parametros estimados por correlagdes empiricas

B-lg o-la

F (mL/min) | Dy (x10°) k(x10°) D, (x10% | D, (x10°)  k(x10°) D, (x10°
0,5 0,97 cm?’/s 1,32 cm/s 0,94 cm’/s |0,97 cm®/s 142 cm/s 1,03 cm’/s
1,0 1,93 cm?/s 1,70 cm/s 0,94 cm?/s | 1,93 cm%/s 1,82 cm/s 1,03 cm?/s
1,5 2,89 cm*/s 1,99 cm/s 0,94 cm®/s |2,89 cm®/s 2,13 cm/s 1,03 cm?/s

........ F — 0’5

— - F=10

F=1,5

o F=0,5

o F=1,0

a F=1,5

20 25 30 35 40 45 50

Tempo (min)

Figura 7 — Curvas de ruptura para a -lg para diferentes valores de vazdo da fase
movel; As linhas representam os dados simulados pelo modelo e os simbolos, os
dados experimentais.
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20 25 30 35 40 45 50

Tempo (min)

Figura 8 — Curvas de ruptura para a o-la para diferentes valores de vazao da fase
movel.

1,0

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4 1
0,3
0,2

C/C,

0,0 o ‘ :
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0
Z/L
Figura 9 — Perfis de concentracdo adimensional da B-lg na fase mével ao longo
da coluna quando a concentragdao na saida da coluna corresponde a 10% da
concentragdo na alimentagao.

19



1,0

0,8 1
’ F=0,5

0,7 1 — ~ F=1,0
0,6 | —— F=15
0,5 |
04 |
03 |

c/c,

0,1 -
0,0 — : :
00 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0
Z/L
Figura 10 — Perfis de concentragdo adimensional da o-la na fase mével ao longo
da coluna quando a concentragdo na saida da coluna corresponde a 10% da
concentragdo na alimentagao.

As Figuras 11 e 12 apresentam as curvas de ruptura experimentais e
simuladas pelo modelo para diferentes valores de concentragdo do soluto na
alimentagdo das proteinas B-lg e o-la, respectivamente. O modelo proposto
conseguiu predizer adequadamente as curvas de ruptura tanto para a B-lg quanto
para a o-la. Para essas simulacdes foi utilizada uma vazao da fase movel de 1
mL/min, portanto, os parametros de transferéncia de massa sdo os mesmos
apresentados na Tabela 3 para essa vazao. Observando as Figuras 13 e 14, nota-
se que as condicdes de adsorcao ¢ mais favoravel para valores maiores de
concentragdo. Além disso, deve-se observar que para valores maiores de
concentragdo a fracdo de sitios ocupados do adsorvente ¢ maior quando se
aumenta a concentra¢ao na alimentagdo, até um certo limite, pois a concentragao
adsorvida ¢ uma funcdo crescente da concentracao na fase movel e tende a Qm

quando a concentracao na fase movel tende a infinito (isoterma de Langmuir).
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[W]=m|5}n]

......... C,=2,0
—= C,=3,7
— C, =174
o C,=2,0
o C,=3,7
a C,=174

20 25 30 35 40 45 50

Tempo (min)

Figura 11 - Curvas de ruptura para a 3-1g para diferentes valores de concentragdo
na alimentacdo. Os valores de Cj estdo em mg/mL.

B5,0
......... C,=1,0
— = Cy=20
— C,=30
o C,=1,0
o C,=2,0
a  C,=3,0

20 25 30 35 40 45 50

Tempo (min)
Figura 12 - Curvas de ruptura para a o-la para diferentes valores de concentragao
na alimentacao.
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S Cy=1,0
= =20
— C,=30

00 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Z/L

Figura 13 — Perfis de concentragdo adimensional da -1g na fase mével ao longo
da coluna quando a concentragdo na saida da coluna corresponde a 10% da
concentragdo na alimentagao.
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0,2
0,1
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00 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Z/L

Figura 14 — Perfis de concentragdo adimensional da o-la na fase mével ao longo
da coluna quando a concentracdo na saida da coluna corresponde a 10% da
concentragao na alimentagao.

As Figuras 15, 16 e 17 mostram a influéncia dos pardmetros de

transferéncia de massa D,, k e D,, respectivamente, na curva de ruptura da B-Ig

(£ =1 mL/min; Cy =2 mg/mL), quando se altera o valor desses parametros para

a metade e para o dobro do valor estimado pelas correlacdes empiricas. Observa-

se que, dentro desse intervalo, uma variagdo no D, praticamente ndo altera a

curva de ruptura. J4 uma varia¢do nos valores de D, e de k alteram a curva de

ruptura, sendo que D, ¢ 0 pardmetro mais critico.
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15 20 25
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Figura 15 — Influéncia do coeficiente de difusdo na curva de ruptura.
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0.8 -
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0,6 -
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15 20 25
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Figura 16 — Influéncia do coeficiente de transferéncia de massa na curva de
ruptura.
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Figura 17 — Influéncia do coeficiente de dispersdo axial na curva de ruptura.
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Conclusoes

O procedimento numérico para a solugdo do modelo da taxa geral que
considera equilibrio instantdneo na superficie da particula foi eficiente para a
simulacdo de um processo de adsorcdo em troca idnica sendo capaz de simular
rapidamente, a adsor¢@o simultanea das proteinas do soro a-la e B-lg pela resina
Accel Plus QMA®. A concordancia dos perfis simulados com os dados
experimentais demonstra que o modelo proposto ¢ adequado para a simulac¢ao do
sistema em estudo, mesmo utilizando apenas correlacdes empiricas para estimar
os parametros de transferéncia de massa. A andlise paramétrica mostrou que o
coeficiente de difusdo e o coeficiente de transferéncia de massa sdo os
parametros mais criticos a serem estimados, quando comparados com o
coeficiente de dispersdo axial, para que a curva de ruptura simulada seja ainda

mais acurada.
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Simbolos usados

Simbolo Descricao

Bi; numero de Biot de transferéncia de massa para o componente i

Cpi concentracdo do componente i na fase mével

Cs concentragdo do componente i na alimentagao

Coi concentragdo usada para adimensionaliza¢ao, max {cg(?)}

Cpi concentracdo do componente i na fase liquida da fase estacionaria

(o concentracdo do componente i na fase sélida da fase estacionaria

Chi concentragdo adimensional do componente i na fase movel

s concentracdo adimensional do componente i na alimentagao

Cpi concentracdo adimensional do componente i na fase liquida da fase
estacionaria

¢, concentragdo adimensional do componente i na fase sélida da fase
estacionaria

Dy, coeficiente de dispersao axial do componente i

D, coeficiente de difusdo do componente i

F vazao da fase movel

kq constante na isoterma de Langmuir

k; coeficiente de transferéncia de massa para o componente i

L comprimento do leito de particulas

n numero de nos em z

Pey; numero de Peclet para o componente i

qm constante na isoterma de Langmuir

R coordenada radial para a particula

Re numero de Reynolds

R, raio da particula

r coordenada radial adimensional para a particula

Sc nimero de Schmidt

Sh nimero de Sherwood

t Tempo

% velocidade intersticial da fase movel
VA coordenada axial

z coordenada axial adimensional

Az incremento na dire¢do axial

Letras gregas

€, fracao de volume vazio do leito
P densidade da fase movel
viscosidade da fase movel
€, porosidade da particula
n, numero adimensional para o componente i
g, numero adimensional para o componente i

25



tempo adimensional
incremento de tempo adimensional
tempo de duracdo adimensional para um pulso retangular da amostra
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Modelagem e Simulacio do Processo de Cromatografia de
Exclusao Molecular para Purificacdo das Proteinas o-
Lactoalbumina e B-Lactoglobulina

Resumo

Um procedimento numérico para a solu¢do do modelo de transferéncia de
massa para cromatografia de exclusdo molecular (CEM) que considera dispersao
axial, difusdo dentro da particula, resisténcia a transferéncia de massa no filme e
porosidade acessivel da particula foi desenvolvido. O modelo foi capaz de
simular, com um tempo de simulacdo variando de 30 segundos a 1 minuto, o
processo de CEM das fases salina e polimérica provenientes do fracionamento
das proteinas do soro por sistemas aquosos bifasicos (SAB). A comparag¢ao dos
cromatogramas obtidos experimentalmente com os simulados mostrou que o
modelo ¢ adequado para o estudo desses sistemas. Correlagdes empiricas foram
utilizadas para estimar os parametros de transferéncia de massa envolvidos no
modelo. Os efeitos de parametros fisicos no desempenho da CEM foi investigada

usando simulagdo computacional baseada no modelo proposto.

Summary

A numerical procedure for the solution of the mass transfer model to size
exclusion chromatography that considers axial dispersion, intraparticle diffusion,
mass transfer resistance in the film and accessible particle porosity was
developed. The model was capable to simulate, with a simulation time varying of
30 seconds to 1 minute, the process of size exclusion chromatography of saline
and polymeric phases proceeding from the fractionation of whey proteins by
aqueous two-phase systems. The comparison of experimental and simulated
chromatograms showed that the model is adequate for the study of these systems.
Empirical correlations were used to estimate mass transfer parameters involved
in the model. The effect of physical parameters in the performance of the size
exclusion chromatography was investigated using computational simulation with

base in the considered model.
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Introducio

O soro de queijo ¢ um subproduto da industria de laticinios e contém
aproximadamente 20 % da composi¢dao protéica original do leite. Derivados de
leite processados tais como soro de leite em p6 com diferentes graus de
concentragdo de proteinas sdo comercializados no mercado, mas sao produtos
que possuem relativamente baixo valor agregado e que nao possuem todo o
potencial em relagdo as propriedades funcionais das proteinas do soro (Mclntoshi
et al., 1998).

O soro contém uma rica e variada mistura de proteinas com vdrias
propriedades fisico-quimicas e funcionais (Smithers et al., 1996). Segundo Morr
e Ha (1993), as proteinas do soro de queijo sdo de elevado valor funcional e
podem ser empregadas como espumantes e emulsificantes e possuem capacidade
para substituir outros ingredientes mais dispendiosos nas industrias de alimentos.
Elas constituem uma fonte excepcionalmente rica e balanceada de aminoécidos
(Regester et al., 1996).

A Tabela 1 apresenta a composi¢ao protéica do soro de leite bovino. As
proteinas mais abundantes sdo a a-lactoalbumina (o-la) e a B-lactoglobulina (j3-
lg). Elas representam aproximadamente 70% da quantidade de proteinas no soro
e sdo responsaveis pelas propriedades de hidratagdo, gelatinizacdo e propriedades
relacionadas a atividades superficiais (propriedade emulsificante e espumante)
(Cayot e Lorient, 1997).

A separagdo de proteinas geralmente envolve varias etapas e existem
numerosas técnicas que muitas vezes devem ser utilizadas em combinagao
quando se quer obter um produto final com alto teor de pureza (Asenjo, 1990).

Um sistema aquoso bifasico composto por 18% de polietilenoglicol (PEG)
1500 e 18% de fosfato de potassio foi usado com sucesso na separacao das
proteinas do soro em duas fragdes, a fase polimérica, rica em o-la, e a fase salina,

rica em B-lg (Zuiiiga, 2000). E necesséaria uma etapa posterior para purificagio da

o-la e da 3-1g dessas fases.
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Tabela 1 — Composicao protéica do soro bovino

Proteina Concentracdo média no soro Massa Molecular
(g/L) (kDa)

B-Lactoglobulina 3-4 18.4
o-Lactoalbumina 1.5 14.2
Albumina do soro 0.3-0.6 69
Imunoglobulinas 0.6-0.9 150-900
Lactoperoxidase 0.06 78

Lactoferrina 0.05 78
Protease-peptona 0.5 4-20

Fonte: McKenzey (1970).

Cromatografia por exclusdo molecular (CEM) separa proteinas e
peptideos com base em seus tamanhos moleculares. Separacdes podem ser
obtidas em um intervalo de 10° Da a 10’ Da (Simpson,1994). Desde que esse
processo foi introduzido por Moore (1964), ele tem se mostrado uma ferramenta
eficiente para analise e separacdo de macromoléculas como proteinas e polimeros
(Li et al., 1998). Essa técnica tem sido muito usada para separagdo e purificagao
de macromoléculas em processos industriais (Burnouf, 1991; Yamamoto, 1991).
Muitos processos comerciais de separacdo utilizam um ou mais passos de CEM
(Wheelwright, 1991). CEM ¢ um método eficiente para a purificagdo de
proteinas do plasma humano (Kaersgaard e Barington, 1998). E um método
recomendado principalmente para a fase final de um processo de separagdo, a
chamada “etapa de polimento” (Josic et al., 1998). Uma narracdo detalhada das
técnicas laboratoriais de CEM foi publicada por Fischer (1980). Uma extensa
descrigdo do processo de CEM foi apresentada por Yau e colaboradores (1979).

No desenvolvimento de processos cromatograficos em grande escala, ¢
importante ndo somente obter um bom sistema de separacdo, mas também
reduzir os custos e aumentar a confiabilidade do processo. Estudos experimentais
em cromatografia preparativa usando solutos biologicos sao demorados e tém
custo elevado. Assim, a modelagem desses processos torna-se uma etapa

importante pois possibilita o aumento de escala, a otimizacdo e o controle do
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processo. O uso da simulagdo computacional reduz substancialmente o niumero
de experimentos, diminuindo os custos € o tempo de obteng¢do dos resultados
(Spieker, 1998).

O objetivo deste trabalho foi modelar e simular o processo de CEM para a
purificagdo das proteinas o-la e B-lg presentes, respectivamente, nas fases
polimérica e salina do sistema aquoso bifasico composto por 18% PEG 1500 e

18% de fosfato de potassio.

Modelo matematico

Kim e Johnson (1984) introduziram um modelo que considera uma fracao
de volume de poro para levar em conta o efeito da exclusao molecular das
particulas. Gu (1995) prop6s o uso de uma porosidade acessivel da particula, isto
¢, fracao do volume do poro acessivel para uma macromolécula, para descrever o
efeito da exclusao molecular em um modelo de transferéncia de massa que
considera dispersdo axial, transferéncia de massa no filme e difusdo dentro das
particulas.

As seguintes consideracdes sdo necessarias para formular o modelo:

1) A coluna ¢ isotérmica;

2) Nao hé interacdo entre os solutos;

3) Os coeficientes de difusdo e de transferéncia de massa permanecem

constantes;

4) As particulas sdo esféricas e de tamanho uniforme;

5) A densidade de empacotamento ¢ a mesma ao longo da coluna;

6) A difusdo na direcdo radial é desprezivel.

Com essas consideragdes, as seguintes equagdes podem ser formuladas a
partir do balango de massa diferencial para um soluto na fase movel e na fase

estaciondria, respectivamente.

’C, : . 3k (1-
_Dbia Czbz +vacbz +acbz + ki(1-¢,)
0Z Z ot €,R

(€~ Cprnr, )=0 (1)

P
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dC, 1 9(.,9C,
"D |——|R "l=0
ot ’"[RZ BR( OR J] @)

com as seguintes condi¢des iniciais e de contorno

t=0=C, =C,(0,7) €)

t=0=C, =C,(0,R,Z) 4)
aC,. y

Z=0=>"2=_—(C, -C,(¢t
7 Db,-( = Cr@) (5)
aC,.

Z=L=—"%=0 6
7 (6)
aC,

R=0= =0 (7)
oR

R=R, = Cn_ K (Cy =Cirr)

= = = . — o
77 OR e'D, " MR ®)

Cy, C, R Z vt
cbl = > cpl =— r=——, zZ=—, T:_a
Co Co, R, L L
Pe, . = vL 1. = k’RP N = EaPDPl'L. £ = 3Bim,(I1-¢,)
bi e,D, Rf,v ’ g,

O sistema de equagdes diferenciais parciais pode ser transformado nas

seguintes formas adimensionais:
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+&, (¢ —¢pn)=0 )

dc . n|{1 0 oc .
T M) L o) 2% |y
Jt ¢“ |:r2 or (r or ]] (10)

Com as seguintes condicdes iniciais e de contorno adimensionalizadas:

1=0=c¢, =c, (0,2) (11)

1=0=c, =c,(0,r,z) (12)
dc,. C,(1)

z=0= b =Pe |c, ——L 13
aZ Ll( bi COI» ( )

so1= % (14)
0z
ac,,

r=0= 2 =0 (15)
or
dc ,

r=1=-—~ =Bi,(¢); =€) (16)
r

A condicao de contorno na alimentacao (eq. 13) utiliza a seguinte fung¢ao:

- (17)

Cp(v) |1 seO0<st<T,,
Cy;

1

0 em caso contrario
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Estratégia de solucio numérica do modelo

A Equagdo (9) foi discretizada, em relagdo a coordenada espacial z,
utilizando a técnica de diferencas finitas centrais com n nds ao longo de z. A
equagdo (10) foi discretizada, em relacdo a coordenada espacial r, pelo método
da colocacdo ortogonal, utilizando os polindmios simétricos definidos por
Finlayson (1980), com dois pontos de colocagdo interior. Essas discretizacdes
geraram as seguintes equacdes diferenciais ordinarias:

Para a fase movel:

e NOoO na entrada da coluna:

2
Pe, Az’

1

dc,,| _ 2
It |, Pe, Az’

302 2
cbi|2+ icpi‘l+E+PeLi—( +&i+E+PeLi]cbi|1 (20)

o Nos interiores da coluna (j =2; 3; ...; n - 1):

o RS [ ——
ot |, | Pe,Az? 24z [V T e Az2 24z MR

21)
2
—| —=—+E. |c,.|
(PeLi A22 éz) bz|J
e N0 na saida da coluna:
dcy,| 2 3 2
L = . +C.c, . - +G; [Chy 22
81: |n (PeLi A22 }bl n—1 él pif, (Peu A22 &z] bily ( )
Para a particula:
« Primeiro ponto de colocagdo interior (r = 05385):
o |
; . 1 . 2 . 3
= =360 [ 4204330 6,833 0 [ (23)
ot ; g, g, e, Y
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« Segundo ponto de colocagdo interior (r = 09062):

dc
v 1457a |—9141~l

pi pi|
T
J Jj p p p

17683 [ 4)
e’

J

3 . ’ r .
e Owvalorde C pl.| ~ (concentragdo na superficie da particula) ¢ obtido
J
a partir da condi¢do de contorno em r =1:

3 By 0,9483 1 14 9483 2

=——t—c,| ————¢, .
/" 14+Bi o, 1a+8i 7l T avsi, (25)

pi

O indice subscrito apos as barras indica o né ao longo de z e o indice
sobrescrito o ponto de colocacdo ortogonal (1 e 2 sdo pontos interiores € 3 € a
superficie da particula, ou seja, » = 1). Nas Equagdes (23) a (25), j deve variar de
1 a n. Assim, foram geradas n equagdes diferenciais ordinarias para a fase movel
e 2n equagdes para a particula, ou seja, 3n equagdes diferenciais ordindrias para
cada soluto, totalizando 3nN, equagdes diferenciais ordinarias, sendo N; o

numero de solutos. As 3nN_ equagdes diferenciais ordinarias resultantes foram

resolvidas simultaneamente utilizando o método de Euler. Para evitar problemas
relacionados a estabilidade e convergéncia, adotou-se o critério de diminuir o
incremento no tempo (AT) e/ou aumentar o nimero de nds em z (n) sempre que
algum valor de concentracdo C,, estivesse fora do seu dominio com uma
determinada tolerancia. Neste trabalho isso foi feito sempre que C,, estivesse
fora do intervalo [-0,001; 1,001]. Além disso, o perfil de concentragao na fase
movel ao longo da coluna foi acompanhado visualmente de forma grafica durante
todo o tempo da simulagdo, de forma a monitorar quaisquer oscilagdes que
porventura ocorressem. Isso foi implementado em um programa desenvolvido no
Visual Basic 6.0. Todas as simulacdes foram realizadas em um AMD Athlon®
750 MHz. O tempo gasto nessas simulagdes variou de 10 segundos a pouco mais

de 1 minuto.
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Determinacio dos parametros de transferéncia de massa

Correlagdes empiricas sdo disponiveis para estimar pardmetros
desconhecidos descrevendo difusdo, dispersao axial e resisténcia a transferéncia

de massa.

Coeficiente de dispersao axial

Os vérios efeitos complexos que levam a mistura axial sdo combinados
dentro de um unico coeficiente de dispersao axial. Esse coeficiente de dispersao
axial tem que ser determinado a partir de experimentos ou pode ser estimado
usando correlagdes empiricas, como a apresentada por Chung ¢ Wen (1968).
Essa correlagdo tem sido amplamente utilizada para leito fixo (Spieker, 1998).

Ela correlaciona o numero de Peclet como:

vL L 0,48
Pe, =— 0,2+0,011Re™
L D, IR £, ( ) (26)

p

Sendo o nimero de Reynolds, Re, definido como:

_ 2R €,vp
u

Re

(27)

Coeficiente de transferéncia de massa

A resisténcia a transferéncia de massa representada por um filme
hipotético em torno da particula necessita do coeficiente de transferéncia de
massa no filme, k;, para cada componente. Usualmente, as correlagdes ddo uma
expressao para o coeficiente k; ou o nimero de Sherwood, Sh, como na equagao

usada por Truei et al. (1992):

k2R
Sh=—""2=2+145Re"*Sc"? (28)

pi
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sendo o numero de Schmidt, Sc, definido como:

Sc=—"— (29)

Coeficiente de difusao
A predigdo dos coeficientes de difusdo para sistemas multicomponente €
dificil, especialmente para solugdes concentradas nao ideais. Young et al. (1980)

apresentaram a seguinte correlacdo para proteinas:

D, =831-10"" 30
» uM (30)

D, em cmzs'l, M ¢ a massa molar da proteina em g, T ¢ a temperatura em

K e u ¢ a viscosidade do solvente em cP. Essa correlagdo apresenta bons

resultados para propositos de engenharia, pois 75% das 301 proteinas estudadas
tétm um coeficiente de difusdo dentro de um intervalo de 20% dos valores

preditos por ela (Young et al., 1980).

Material e Métodos

O fracionamento das proteinas do soro por SAB foi realizado por Rojas
(2002). Os experimentos de CEM foram conduzidos em uma coluna de 1 cm x
10 cm, empacotada com o gel Sephadex® G-25 médio (didmetro médio de
particula de 100 pum; limite de exclusdo molecular de 5000 Da), acoplada ao
sistema cromatografico AKTA Purifier (Pharmacia®™). As proteinas o-la e a B-Ig
foram utilizadas a partir de um isolado protéico de soro (Davisco®). A
quantificagdo das proteinas o-la e B-lg foi feita conforme Rojas (2002). As
porosidades do leito e da particula e os valores de porosidade acessivel da
particula para os diferentes solutos foram determinados por Rojas (2002). Os

valores das porosidades do leito e da particula sdo de 0,40234 e de 0,80,
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respectivamente. Os valores de porosidade acessivel da particula para os solutos

sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Porosidade acessivel da particula para os diferentes solutos

Soluto €

o-la 0,08
B-lg 0,04
PEG 1500 0,70
Fosfato de potassio 0,80

Resultados e discussao

Efeitos dos parametros de transferéncia de massa na formacao dos picos

Por meio do modelo matematico desenvolvido, estudou-se o efeito dos
parametros adimensionais, Pe, Bi e 1, sobre a transferéncia de massa dos
sistemas em estudo. Essa andlise de sensibilidade ¢ importante pois permite
estabelecer quais dos parametros devem ser estimados com maior acuracia.

Todas as simulagdes foram realizadas considerando T, =0,013.

Efeito do nimero de Peclet

A influéncia do numero de Peclet sobre a resolucao da o-la, do PEG, da
B-lg e do sal ¢ mostrada nas Figuras 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Nessas
simulagdes os parametros Bi e n foram fixos e iguais a 5. Pode-se observar que
quando o valor de Pe; é pequeno, o pico fica muito largo e assimétrico, situagdo
indesejavel do ponto de vista pratico, uma vez que isso dificultaria o processo de
separacao. Quando os valores de Pe; sdo maiores que 250, os picos formados
apresentam boa resolucao e, além disso, eles sdo muito semelhantes para Pep
igual a 250 e Pe; igual a 1000, indicando que para valores maiores que 250,

variagdes no numero de Pe; pouco alteram a forma dos picos.
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Figura 3 — Efeito do numero de Peclet sobre a resolugao da B-1g.
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Figura 4 — Efeito do niamero de Peclet sobre a resolugdo do sal.

Efeito do numero de Biot

O numero de Biot estd relacionado com a razdo entre a resisténcia a
transferéncia de massa no filme e o coeficiente de difusdo. Valores altos de Biot
indicam que o processo de transferéncia de massa ¢ limitado pela difusdo
intraparticula. A influéncia do nimero de Biot na resolucao da o-la, do PEG, da
B-lg e do sal é mostrada nas Figuras 5, 6, 7 e 8, respectivamente. Nessas
simulagdes os parametros Pe; e mn foram fixos e iguais a 250 e 5,
respectivamente. Observa-se que o nimero de Biot praticamente nao influencia
na formagdo dos picos das proteinas o-la ¢ B-1g. Isso provavelmente aconteceu
porque, como essas proteinas possuem um baixo valor de porosidade acessivel da
particula, a maior parte delas passa pela coluna sem penetrar na particula, e
portanto, a influéncia de um parametro que depende do transporte de massa
dentro da particula ¢ muito pequena. Isso ndo acontece com o PEG e com o sal,
que possuem altos valores de porosidade acessivel da particula. Nesses casos,
observa-se que quando o valor de Bi é pequeno, o pico torna-se muito largo e
assimétrico, situagdo essa, indesejavel do ponto de vista pratico. Observa-se
ainda que quando os valores de Bi sdo maiores que 5 os picos formados
apresentam boa resolu¢do, e que o pico para Bi igual a 5 ¢ muito semelhante para
o pico formado quando Bi ¢ igual a 100, indicando que para valores maiores que

5, variagdes no Bi pouco alteram a forma dos picos.
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Figura 8 — Efeito do nimero de Biot sobre a resolugao do sal.

Efeito do parametro n

A influéncia do parametro m na resolugdo da o-la, do PEG, da B-Ig e do
sal ¢ mostrada nas Figuras 9, 10, 11 e 12, respectivamente. Nessas simulagdes os
parametros Pe; e Bi foram fixos e iguais a 250 e 5, respectivamente. Observa-se
que o parametro 1M praticamente nao influencia na formagao dos picos da B-1g e
que influencia muito pouco na formacdo dos picos da a-la. Isso provavelmente
aconteceu porque o parametro 1 depende da difusdo intraparticula e essas
proteinas penetram muito pouco nas particulas devido aos baixos valores de
porosidade acessivel delas, sendo o da B-lg ainda menor que o da o-la. Ja nos
casos do PEG e do sal, observa-se que, quando o valor de n ¢ muito pequeno, o
pico formado ¢ muito largo e assimétrico, caracteristica indesejavel, como ja
mencionado anteriormente. Observa-se ainda que, quando os valores de 1 sdo
maiores que 5, os picos formados apresentam boa resolugdo, e que o pico para 1
igual a 50 ¢ muito semelhante para o pico formado quando n ¢ igual a 100,
indicando que para valores maiores que 50, variacdes no T pouco alteram a

forma dos picos.
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Figura 11 — Efeito do parametro 1 sobre a resolucdo da -1g.
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Figura 12 - Efeito do parametro 1 sobre a resolugdo do sal.

A partir da analise desses trés parametros de transferéncia de massa, pode-
se concluir que se os processos de cromatografia de exclusdo molecular para
purificagdo da o-la presente na fase polimérica e da B-lg presente na fase salina
do SAB forem realizados em condigdes tais que os valores de Pe sejam maiores
que 250 para todos solutos, e os valores de Bi e | forem maiores que 5 para o
PEG e o sal, os cromatogramas obtidos apresentariam boa resolucdo, sendo
possivel a purificagdo dessas proteinas. Sendo assim, foram feitas simulagdes dos
processos de separacdo considerando Pep igual a 250 e Bi e m iguais a 5 para
todos os solutos. Na Figura 13 pode-se visualizar o cromatograma referente ao
processo de purificagdo da o-la e na Figura 14 o cromatograma referente ao

processo de purifica¢ao da B-lg.

Comparaciao com dados experimentais

Para avaliar a adequagdo do modelo proposto, comparou-se
cromatogramas obtidos experimentalmente com cromatogramas simulados pelo
modelo. Foi injetado na coluna cromatografica 0,5 mL da fase salina a uma
vazdo de 2,0 mL/min. O resultado experimental e simulado pelo modelo ¢
apresentado na Figura 13. Ja no caso da fase polimérica, injetou-se 0,5 mL a uma
vazdo de 4 mL/min e o resultado experimental e simulado pode ser visto na
Figura 14. Todo o procedimento experimental foi realizado segundo Rojas
(2002). Nas simulacdes, os parametros de transferéncia de massa foram obtidos
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pelas correlagdes empiricas ja apresentadas e seus valores sio mostrados na

Tabela 3. A Tabela 4 apresenta os valores correspondentes para os parametros de

transferéncia de massa adimensionais. Observando as Figuras 13 e 14, pode-se

concluir que o modelo conseguiu predizer os picos com boa acurécia, indicando

que ele ¢é adequado para a simulagdo do processo.

Tabela 3 — Parametros de transferéncia de massa estimados pelas correlagdes

~ Soluto o-la B-lg PEG 1500 | Fosfato de potassio
Parametro
D, (10 cm®/s) | 4,1760 2,0978 4,1760 2,0978
D, (10°cm’s)|  1,0344 0,9443 2,1778 5,3710
K (107 cm?/s) 1,1380 0,8085 1,9651 3,0485

Tabela 4 — Parametros de transferéncia de massa adimensionais

A Soluto o-la p-lg PEG 1500 | Fosfato de potassio
Parametro
Per. 508,41 506,04 508,41 506,04
Bi 42,31 107,02 6,42 3,55
n 0,25 0,14 2,88 16,19
0,8 -
0.7 - Model.o
o Experimental
0,6 -
0,5 A
< 04
@)
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0 © T T T T T T T T )
00 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 40 45 5,0

Figura 13 — Cromatograma para a fase salina.
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Figura 14 — Cromatograma para a fase polimérica.

Avaliacdo de desvios na estimativa dos parimetros de transferéncia de
massa

Uma vez que nas simulacdes realizadas foram utilizados valores de
parametros de transferéncia de massa estimados por correlacdes empiricas, foi
feita uma andlise de qual seria o impacto de um erro envolvido na estimativa
desses parametros nos cromatogramas simulados pelo modelo. As Figuras 15, 16
e 17 mostram a influéncia dos pardmetros de transferéncia de massa D,, D, ¢ k,
respectivamente, no cromatograma da fase salina (F = 2 mL/min; volume
injetado = 0,5 mL), quando se altera o valor desses parametros para a metade e
para o dobro do valor estimado pelas correlagdes empiricas. Observa-se que,
dentro desse intervalo, somente o parametro D, exerce uma certa influéncia na
formagdo dos picos da B-lg, enquanto que os picos do sal sdo influenciados pelos
trés parametros. Entretanto, mesmo essas alteragdes ndo iriam comprometer os
resultados das simula¢des, uma vez que as resolucdes dos cromatogramas sao

bastante semelhantes.
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0,6

0,5 1
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0,3 1
0,2 1
0,1

0,0

Figura 15 — Influéncia do coeficiente de dispersao axial no cromatograma da fase
salina.

0,8 1
B-lge | 0,5D
0,7 1

0,6

0,5 1

C/C,

0,4 -
0,3 1
0,2 1
0,1

0,0
0 1 2 3 4

Figura 16 — Influéncia do coeficiente de difusdo no cromatograma da fase salina.
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Figura 17 — Influéncia do coeficiente de transferéncia de massa no cromatograma
da fase salina.

As Figuras 18, 19 e 20 mostram a influéncia dos parametros de
transferéncia de massa D,, D, e k, respectivamente, nos cromatogramas da fase
polimérica (£ = 4 mL/min; volume injetado = 0,5 mL), quando se altera o valor
desses pardmetros para a metade e para o dobro do valor estimado pelas
correlacdes empiricas. Observa-se que, dentro desse intervalo, o parametro k
praticamente nao exerce influéncia na formag¢do dos picos da a-la que ¢
influenciada apenas pelos parametros Dy, € D,,, enquanto que os picos do PEG sdo
influenciados pelos trés parametros. No entanto, nota-se que apenas as alteragdes
devido aos desvios nos valores do coeficiente de dispersdo axial
comprometeriam de forma significativa os resultados das simulagdes, pois nesse

caso, as resolucdes dos cromatogramas sao bastante distintas.
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Figura 18 — Influéncia do coeficiente de dispersao axial no cromatograma da fase
polimérica.

0,6 1

0,5

0,4 -

0,3 1

C/C,

0,2 1

0,1

0,0
0 1 2 3 4

Figura 19 — Influéncia do coeficiente de difusdo no cromatograma da fase
polimérica.
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Figura 20 — Influéncia do coeficiente de transferéncia de massa no cromatograma
da fase polimérica.

Conclusoes

O procedimento numérico para a solu¢do do modelo de transferéncia de
massa da CEM que considera dispersao axial, difusdo dentro da particula,
resisténcia a transferéncia de massa na superficie da particula e porosidade
acessivel da particula foi eficiente para a simulacdo do processo de purificagdao
das proteinas do soro, o-la e B-lg, presentes nas fases polimérica e salina,
respectivamente, provenientes do processo de fracionamento dessas proteinas
pelo SAB composto por 18% de PEG 1500 e 18% de fosfato de potassio. A
concordancia dos picos simulados com os picos obtidos experimentalmente
demonstra que o modelo proposto ¢ adequado para a simulagdo dos sistemas em
estudo. A analise nos desvios dos parametros de transferéncia de massa em
relagdo aos valores estimados por correlagdes empiricas mostrou que um erro
grande na estimacdo do coeficiente de dispersdo axial poderia comprometer o
resultado da simulagdo do cromatograma para a fase polimérica € que um erro na
estimacao dos outros pardmetros de transferéncia de massa ndo comprometeriam
de forma significativa o resultado da simula¢do. No caso do cromatograma da
fase salina, erros na estimacao dos trés parametros de transferéncia de massa nao

comprometeriam o resultado da simulacao.
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Simbolos usados

Simbolo Descricao

Bi; numero de Biot de transferéncia de massa para o componente i

Cpi concentragdo do componente i na fase movel

Cs concentragdo do componente i na alimentagao

Coi concentragdo usada para adimensionalizacao, max {cg(¢)}

Cpi concentracdo do componente i na fase liquida da fase estacionaria

Chi concentragdo adimensional do componente i na fase movel

s concentracdo adimensional do componente i na alimentagao

Cpi concentracdo adimensional do componente i na fase liquida da fase
estacionaria

Dy, coeficiente de dispersao axial do componente i

D, coeficiente de difusdo do componente i

k; coeficiente de transferéncia de massa para o componente i

L altura do leito de particulas

n numero de nos em z

Pey; numero de Peclet para o componente i

R coordenada radial para a particula

Re numero de Reynolds

R, raio da particula

r coordenada radial adimensional para a particula

Sc nimero de Schmidt

Sh numero de Sherwood

t tempo

v velocidade intersticial da fase mével

Z coordenada axial

z coordenada axial adimensional

Az incremento na direcao axial

Letras gregas

€, fracdo de volume vazio do leito

€, porosidade da particula

o porosidade da particula acessivel ao componente i

n, numero adimensional para o componente i

g, numero adimensional para o componente i

T tempo adimensional

At incremento de tempo adimensional

Timp tempo de duragdo adimensional de inje¢cdo de um pulso retangular de
amostra
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Modelagem e Simulacao do Processo de Adsorcao das
Proteinas do Soro, o-Lactoalbumina e B-Lactoglobulina, em
Tanques Agitados

Resumo

Foi desenvolvido um procedimento numérico para a solu¢ao do modelo de
transferéncia de massa para adsor¢cdo em tanques agitados que considera difusdo
dentro da particula, resisténcia a transferéncia de massa no filme liquido na
superficie da particula e equilibrio local. O modelo foi capaz de simular
rapidamente, com um tempo de simulacdo variando de 10 segundos a 47
segundos, a adsor¢do simultdnea das proteinas do soro, o-lactoalbumina (oi-la) e
B-lactoglobulina (B-lg), por uma resina de troca idnica. A partir do modelo
desenvolvido varias simulagdes foram feitas para estudar o efeito dos parametros
de transferéncia de massa, coeficiente de difusdo e coeficiente de transferéncia de

massa, nas cinéticas de adsor¢do das proteinas o-la e B-1g.

Summary

A numerical procedure for the solution of the mass transfer model to
adsorption in stirred tanks was developed that considers intraparticle diffusion,
mass transfer resistance in the liquid film of the particle surface and local
equilibrium. The model was capable to simulate quickly, with a simulation time
varying of 10 seconds to 47 seconds, the simultaneous adsorption of whey
proteins, o-lactalbumin (o-la) and B-lactoglobulin (B-lg), by an ionic exchange
resin. From the developed model some simulations had been made to study the
effect of the mass transfer parameters, diffusion coefficient and mass transfer

coefficient, in the adsorption kinetic of proteins o-la and -1g.
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Soro de queijo

O soro de queijo ¢ um produto biologico proveniente das industrias de
laticinios e possui em sua composi¢cdo substancias como peptideos, aminodacidos,
lactose, acido lactico, proteinas, residuos de caseinas e de gordura do leite e
minerais. A principal aplicagdo para o soro de queijo tem sido na alimentagao
animal, no entanto, alguns trabalhos tém sido dedicados na recuperagdo de
importantes componentes do soro, como as proteinas, que uma vez separados e
purificados adequadamente, podem ser utilizados nas industrias de alimentos e
farmacéutica (Carrere, 1993).

O soro contém uma rica e variada mistura de proteinas com varias
propriedades fisico-quimicas e funcionais (Smithers et al., 1996). Segundo Morr
e Ha (1993), as proteinas do soro de queijo sdo de elevado valor funcional e
podem ser empregadas como espumantes e emulsificantes e possuem capacidade
para substituir outros ingredientes mais dispendiosos nas industrias de alimentos.
Elas constituem uma fonte excepcionalmente rica e balanceada de aminodcidos
(Regester et al., 1996). As industrias de alimentos exploram as propriedades
funcionais das proteinas tais como absorcdo e ligacdo de agua, capacidade de
formacdo de gel, elasticidade, emulsificacdo entre outras, na produgdo de
alimentos processados como carnes, paes, biscoitos, cereais matinais, massas,

produtos de confeitaria, queijos, iogurtes e sorvetes (Cayot e Lorient, 1997).

A Tabela 1 apresenta a composi¢ao protéica do soro bovino. As proteinas
que ocorrem em maior quantidade s3o a o-la e a [B-lg. Elas representam
aproximadamente 70% da quantidade de proteinas no soro e sdo responsaveis
pelas propriedades de hidratacao, capacidade de formacao de géis e propriedades
relacionadas a atividades superficiais (propriedade emulsificante e espumante)

(Cayot e Lorient, 1997).

Nas ultimas décadas, tem havido crescente interesse pela utilizagdo das
proteinas do soro em formulagdes de produtos da industria de alimentos
destinados a criangas, diabéticos e consumidores de produtos enriquecidos (Wit,

1998).
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Tabela 1 — Composicao protéica do soro bovino

, Concentra¢ao média no soro  Massa Molecular
Proteina

(/L) (kDa)
B-Lactoglobulina 3-4 18.4
o-Lactoalbumina 1.5 14.2
Albumina do soro 0.3-0.6 69
Imunoglobulinas 0.6-0.9 150-900
Lactoperoxidase 0.06 78
Lactoferrina 0.05 78
Protease-peptona 0.5 4-20

Fonte: McKenzey (1970).

Segundo a avaliacdo da ‘“Protein Digestibility-Corrected Amino Acid
Scoring”, as proteinas do soro alcancam o valor biologico de 1,0 (em uma escala
de 0 a 1), dada sua excelente digestibilidade e pelo fato de fornecer ou superar a

quantidade recomendada de cada aminoacido essencial (USDEC News, 1999).

Alfa-lactoalbumina

A o-la ¢ uma proteina globular que contém 123 residuos de aminoacidos e
possui uma massa molar de 14200 Da. O aminoacido triptofano ¢ o mais
abundante nessa proteina, representando, aproximadamente, 6%. E apropriada
para a preparacao de alimentos infantis e possui um custo relativamente baixo
(Bramaud et al., 1997). O ponto isoelétrico ¢ de 5,1, sendo facilmente
desnaturada em pH 6,7, a temperatura de 65,2 °C (Morr ¢ H4, 1993). A partir da
o-la s3o obtidos peptideos que contém triptofano, precursor da serotonina

(Grasselli et al., 1997).

Beta-lactoglobulina

A B-lg representa cerca do 50% do total das proteinas do soro, é
constituida de 162 residuos de aminoacidos e possui uma massa molar de,
aproximadamente, 18400 Da. Tem ponto isoelétrico 5,3, ¢ termoldbil e apresenta
mudancas conformacionais reversiveis a temperaturas inferiores a 70 °C.

Temperaturas elevadas podem provocar a desnaturacdo e a polimerizagdo
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irreversivel desta proteina, que ¢ considerada um 6timo agente formador de géis
(Morr e Ha, 1993).

A B-lg pode ser usada para fortificagdo de bebidas e sucos de frutas, em
razdo de sua grande solubilidade, de sua estabilidade e de seu valor nutritivo.
Preparados enzimaticos hidrolisados sdo empregados como suplemento na
alimentacdo de convalescentes, ja que muitos peptideos da B-lg podem ser
absorvidos diretamente pelo intestino. A partir de hidrolisados de [-lg sdo
também preparados leites com baixo conteido de fenilalanina, usados na
alimentacdo de lactantes com fenilcetonuria (Grasselli et al., 1997).

A aplicagdo direta do soro em leites infantis ndo deve ser feita, pois eleva
o contetdo de B-lg, quando comparado com o leite materno, que apresenta
apenas residuos desta proteina. A B-Ig ¢ conhecida como o principal componente
alergénico do leite bovino, razao por que um dos objetivos do processamento das
proteinas do soro ¢ a reducdo do seu contetido, a0 mesmo tempo em que sao

retidas as outras proteinas (Mékinen-Kiljunen e Sorva, 1993).

Cromatografia preparativa

Processos cromatograficos sao freqiientemente utilizados para purificagdo
de moléculas, principalmente de origem biologica. O grande sucesso das
separagdes cromatograficas de proteinas ¢ a sua habilidade de atingir elevado
grau de pureza a partir de misturas com reduzidas concentragdes dos compostos

de interesse (Boschetti e Coffman, 1994).

O termo cromatografia refere-se a um grupo de técnicas de separacao que
sdo caracterizadas por uma distribuicdo das moléculas a serem separadas entre
duas fases, uma estacionaria e a outra movel. Moléculas com uma alta tendéncia
a permanecerem na fase estaciondria moverdo ao longo do sistema com uma
velocidade menor que aquelas que t€ém mais afinidade pela fase movel (Janson e

Rydén, 1998).

Virias versdes de cromatografia liquida sdo utilizadas, diferindo

principalmente nos tipos de fases estaciondrias. Uma destas, cromatografia por
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exclusdo molecular, ¢ baseada em principios muito diferentes que os das outras
versoes de cromatografia liquida (Janson e Rydén, 1998).

A cromatografia ¢ um poderoso método de separacao, pois pode separar
varios componentes facilmente, sob condi¢cdes experimentais onde as duas fases
de um sistema estdo sempre proximas do equilibrio. Isto ocorre devido a rapida
transferéncia de massa entre as duas fases. O poder de separacdo de uma coluna,
sob um dado conjunto de condi¢des experimentais, ¢ uma funcao da cinética de
transferéncia de massa e do coeficiente de dispersdao axial. O fendmeno de
transferéncia de massa em uma coluna cromatografica engloba os efeitos da
difusdo, da resisténcia a transferéncia de massa, das cinéticas de adsorcdo e
dessorcao e da viscosidade (Guiochon et al., 1994).

O processo de cromatografia em coluna provou ser uma técnica
extremamente eficiente para a separagdo de moléculas em extratos biologicos.
Desde o desenvolvimento dos primeiros trocadores i0nicos a base de celulose por
Peterson e Sober (1956) e do primeiro meio pratico de exclusdo molecular por
Porath e Flodin (1959), tem sido introduzido uma ampla variedade de
adsorventes que exploram as vdarias propriedades da proteina para o seu
fracionamento. Abaixo sdo listados as mais importantes dessas técnicas e os
métodos que dominam a separacao (Janson e Rydén, 1998):

1. Exclusdao molecular: tamanho e forma;

2. Cromatografia de troca idnica: carga liquida e distribuicdo dos grupos
carregados;

“Cromatofocusing”: ponto isoelétrico;
Cromatografia de interacdo hidrofdbica: hidrofobicidade;

Cromatografia de fase reversa: hidrofobicidade;

AN

Cromatografia de afinidade com ion metdlico imobilizado:

complexac¢do por metais;

7. Cromatografia covalente: Contetido de grupos tiois expostos;

8. Cromatografia de afinidade: afinidades bioespecificas por ligantes,
inibidores, receptores, anticorpos, etc.

Normalmente esses métodos t€ém requerimentos muito diferentes com

relagdo as condigdes cromatograficas. Isto se aplica a forga idnica, pH e varios
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aditivos como detergentes, agentes redutores e metais. Por meio de ajustes
apropriados da composicdo da fase moével, as condi¢cdes para adsorcao e
dessor¢ao da proteina desejada podem ser otimizadas. Deve-se ressaltar que o
resultado de uma separacao cromatografica particular normalmente depende de
mais de um parametro. Em cromatografia de troca idnica, por exemplo, a
interacao dos grupos carregados € o pardmetro dominante, mas, a massa molar e
os efeitos hidrofobicos podem também contribuir em algum grau, dependendo
das condi¢des experimentais. Métodos altamente especificos, como aqueles
baseados em bioafinidade, pode, em alguns casos, obter um soluto com elevada
pureza em um Unico passo. Contudo, normalmente tem-se que combinar varios
métodos cromatograficos para alcangar a purificagdo completa de um soluto a
partir de um extrato bioldgico. Com a ampla variedade de meios cromatograficos
disponiveis hoje, isso pode ser feito normalmente em um curto periodo de tempo
(Janson e Rydén, 1998).

O desenvolvimento de técnicas e métodos para a separagao e purificacao
de moléculas bioldgicas, tais como proteinas, tem sido um pré-requisito
importante para muitos dos avangos feitos em biotecnologia nas Ultimas trés
décadas. O desenvolvimento de novos materiais ¢ a utilizacdo de instrumentos
baseados em microprocessadores fez com que as separagdes de moléculas se
tornassem mais faceis de serem preditas e controladas, embora muito ainda tenha
que ser desenvolvido nessa area. Na drea de cromatografia, o desenvolvimento de
novos materiais de empacotamento tem possibilitado um grande crescimento das
técnicas de alta resolugdo desde escala analitica até escala industrial, em colunas

com volumes de leito da ordem de centenas de litros (Janson e Rydén, 1998).

Adsor¢ao

A maioria dos tipos de cromatografia usados para separacao de proteinas
pode ser adequadamente tratada em conjunto sob o termo cromatografia de
adsor¢do. Isso implica que as moléculas da amostra sdo adsorvidas na superficie

da fase estacionaria.
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Modelo de transferéncia de massa para adsorc¢ao em tanques agitados
Arves e Liapis (1987) apresentaram um modelo geral para predizer o
comportamento dindmico da adsor¢do em tanques agitados. Este modelo leva em
consideracdo a difusdo dentro dos poros da particula e a resisténcia a
transferéncia de massa no filme de liquido na superficie da particula. Horstmann
e Chase (1989) e Carrere (1993) utilizaram um modelo similar para a adsorcao de
proteinas em resinas trocadoras de ions. As equag¢des do modelo englobam um
balanco de massa sobre a particula e um balango de massa na fase liquida externa
a particula. As seguintes consideracdes basicas foram utilizadas para a
formulacao do modelo:
1. O processo de adsorcao ¢ isotérmico.
2. Os adsorventes porosos sdo esféricos e uniformes com relagdo ao
tamanho.
3. Existe equilibrio local para cada componente entre a superficie do poro
e o liquido estagnado dentro dos poros.
4. Os coeficientes de difusao e de transferéncia de massa sdo constantes e
independentes de efeitos de misturas dos componentes.
Com essas consideracoes, as seguintes equagdes podem ser formuladas a
partir do balanco de massa para cada componente nas fases extraparticula e

intraparticula, respectivamente:

oc,. 3V k,
p
aC’, aoC 1 9o aC

(l_gp) atp +8p atp —Epri[Fa—R(Rz a]g J}:O (2)

Com as seguintes condi¢des iniciais e de contorno

t=0=C, =C,, 3)

1
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t=0=C, =0 4)

oC
R=0=—-—"=0 (5)
OR
acpi ki
R=R,= IR :8 D (Cbi_cpi,R=RP) (6)

Cb' . Cpi . R . _ tDPf . Bi= kiRp
'C, g, R R’ e D,

p o pi

O sistema de equagdes diferenciais parciais pode ser transformado nas

seguintes formas adimensionais:

de,, 3V, .

7::_7:B1(Cbi _cpi,rzl) (7)
0 S 1 9 dc ,;

g[(l—ep)cpi+8pCpi]—8p|:r—zg(r2 a: J:|:O (8)

Com as seguintes condigdes iniciais e de contorno adimensionalizadas:

T=0=¢, =1 )

1=0=c¢, =0 (10)
dc

r=0=—"=0 (11)
or
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r=l=—-= :Bi(cbl.—cpl.’rzl) (12)

As Equagtes (1) e (2) sdo acopladas via C, ,_p que ¢ a concentragdo do

componente i na superficie da particula. Na Equagdo (2), C,; € a concentragdo

do componente i na fase solida do adsorvente com base na unidade de volume do
solido, excluindo os poros. Ela estd diretamente associada com as isotermas de
adsor¢do que estdo acopladas ao sistema de equacgdes diferenciais parciais com

base na consideragdo 3. As concentragdes C,; e C,; sdo baseadas na unidade de

volume da fase extraparticula.

Isoterma de adsorc¢ao

No estudo de equilibrio, podemos definir isoterma de equilibrio como
sendo uma relagdo que representa a quantidade (concentracdo) de um
determinado componente em um certo volume ou massa de fase estacionaria em
funcdo da concentracdo desse mesmo componente na fase liquida, no estado de

equilibrio. Logo, a isoterma ¢ uma equagdo que representa a relacdo funcional de

C, com C, . Assim, para se resolver o sistema de equagdes algébricas

representado pelas equagdes 7 e 8, € necessario o conhecimento da isoterma de
equilibrio. As isotermas mais utilizadas atualmente no equilibrio sélido-liquido
sdo a de Langmuir e a de Freundlich. Essas isotermas tém permitido uma correta
descricdo dos dados experimentais em varios estudos envolvendo solucdes
diluidas de um componente fortemente adsorvido em um solvente puro
(Guiochon et al., 1994; Spieker et al., 1998).

A isoterma de Langmuir (1916) consegue explicar de forma adequada os
dados de adsor¢ao adquiridos em baixas ou moderadas concentragdes. Em altas
concentragdes, por outro lado, os coeficientes de atividade das espécies em
solucao sao dependentes da concentracao, e, dessa forma, desvios do modelo de

Langmuir sdo observados. Essa isoterma pode ser escrita na forma:
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S _ qmcpi

;= 13
ok, +C (13)

pi

Estratégia de solu¢io numérica do modelo

A Equagdo (8) foi discretizada, em relagdo a coordenada espacial 7,
utilizando a técnica de diferencas finitas centrais com n nos ao longo de r,
gerando as seguintes equagoes diferenciais ordindrias:

e Centro da particula:

{8 dc,, +(1—8 \aC;i _ 6¢, (Cpi 2 _Cpi|1) (14)

e Lo e, | B ) 2
i 81: ot Ar* rAr [P AP P

’ (15)
€ €
ST P

+(Ar2 ’ rAr | Pl
o Superficie da particula
ac . ac’. 2¢ 2e, B1
pi e e | _%p
(sp - +(-¢,) - AFZCW+F1 (28 Bi+—— }:|
/ (16)

O indice subscrito apods as barras indica o n6 ao longo de . Na Equacao
(15), j deve variar de 1 a n. Assim, foram geradas n equagdes diferenciais
ordindrias para a particula e 1 equacao para o liquido fora da particula, ou seja, n
+ 1 equagdes diferenciais ordindrias para cada soluto, totalizando (n + 1)N,

equagOes diferenciais ordinarias, sendo N, o numero de componentes. As
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equacdes diferenciais ordindrias resultantes foram resolvidas utilizando o método
implicito de diferencas finitas, ou seja diferencgas finitas com o passo a frente.
Isso resultou em um sistema de equagdes algébricas, ndo linear, com (n + 1)N,
equagdes em cada incremento de tempo, que ¢ resolvido utilizando o método de
Gauss-Seidl. Nesse trabalho foi utilizada uma tolerdncia de 10™® como critério de
convergéncia do método Gauss-Seidl. O perfil de concentracio na fase
extraparticula e intraparticula foi acompanhado visualmente de forma grafica
durante todo o tempo da simulagdo. Essas caracteristicas foram implementadas
em um programa desenvolvido no Visual Basic 6.0. Todas as simulagdes foram
realizadas em um AMD Athlon® 750 MHz. O tempo gasto nessas simulacdes

variou de 10 segundos a 47 segundos.

Simulac¢oes

Nas simulac¢des da adsorc¢ao das proteinas do soro em tanques agitados foi
utilizado o modelo de isoterma de Langmuir. A adsorcdao foi feita na resina de
troca idnica Accel Plus QMA®, cuja densidade da particula é 2,32 g/mL, com
porosidade e diametro da particula de 0,63 e 0,0046 cm, respectivamente. Os
pardmetros da isoterma de adsor¢do para a o-la e para a B-1g nessa resina foram
obtidos por Ferreira (2001), e sdo apresentados na Tabela 2. Em todas as
simulagdes foram considerados valores de concentracao inicial para a o-la e para
a B-lg de 1,5 mg/mL e 4 mg/mL, respectivamente. O volume liquido no tanque é

100 mL e a massa de resina ¢ de 5 g.

Tabela 2 - Parametros da isoterma de Langmuir

Proteina ol B |
Parametro -la -1g
qm (Mg/g) 71,48 179,23
K4 (mg/mL) 1,08 3,71

Influéncia do coeficiente de difusao
Para avaliar a influéncia do coeficiente de difusdo na cinética de

transferéncia de massa das proteinas o-la e B-lg fixou-se o valor do coeficiente
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de transferéncia de massa em 2 x 10~ cm/s, valor esse que representa uma baixa
resisténcia a transferéncia de massa no filme. As Figuras 1 e 2 mostram as
cinéticas de adsor¢do das proteinas a-la e B-lg, respectivamente, para diferentes
valores de coeficiente de difusdo. Observa-se que para valores de coeficiente de
difusdao acima de 1,0 x 10° ¢cm?/s a transferéncia de massa é extremamente
rapida, ou seja, a resisténcia a transferéncia de massa por difusdo ¢ baixa. No
entanto, para valores abaixo de 5,0 x 107 cm?/s a cinética j4 ndo € tdo rapida, e a
difusdo torna-se um fator limitante a transferéncia de massa. Coeficientes de
difusdo de proteinas em matrizes cromatograficas sio da ordem de 107 cm?/s
(Spieker et al., 1998). Dessa forma, modelos para adsor¢ao de proteinas nado
devem desprezar a resisténcia a transferéncia de massa por difusdo, a menos que
a resisténcia a transferéncia de massa no filme seja muito maior que a resisténcia
devido a difusdo, o que normalmente ndo ocorre em processos de cromatografia

preparativa.

0,2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (min)
Figura 1 — Cinética de transferéncia de massa da proteina o-la para diferentes
valores de D,,. Os valores de D, estdo em cm’/s.
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Figura 2 — Cinética de transferéncia de massa da proteina B-lg para diferentes
valores de D,,. Os valores de D, estdo em cm’/s

Influéncia do coeficiente de transferéncia de massa

Para avaliar a influéncia do coeficiente de transferéncia de massa na
cinética de transferéncia de massa das proteinas o-la ¢ B-lg fixou-se o valor do
coeficiente de difusdo em 5 x 10 cm?/s, valor esse que representa uma baixa
resisténcia a transferéncia de massa por difusdo. As Figuras 3 e 4 mostram as
cinéticas de transferéncia de massa das proteinas o-la e B-lg, respectivamente,
para diferentes valores de coeficiente de transferéncia de massa. Observa-se que
para valores de coeficiente de transferéncia de massa acima de 5,0 x 10™ cm/s a
cinética ¢ extremamente rapida, ou seja, a resisténcia a transferéncia de massa
por difusio ¢ baixa. No entanto para valores acima de 5,0 x 10™* cm/s a cinética ja
ndo ¢ tao rapida, e a transferéncia de massa no filme torna-se um fator limitante.
A espessura do filme e, portanto, o coeficiente de transferéncia de massa, ¢
determinado pelas condi¢des hidrodinamicas e depende da velocidade do liquido

em torno da particula (Guiochon et al., 1994).
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Figura 3 — Cinética de transferéncia de massa da proteina o-la para diferentes
valores de k. Os valores de k estdo em cm/s.
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Figura 4 — Cinética de transferéncia de massa da proteina B-lg para diferentes
valores de k. Os valores de k estdo em cm/s

Conclusoes

O procedimento numérico para a solu¢do do modelo de transferéncia de

massa em tanques agitados que considera difusdo dentro da particula, resisténcia

a transferéncia de massa no filme liquido na superficie da particula e equilibrio

instantdneo na superficie da particula foi eficiente para a simulagdo de um

processo de adsor¢do em troca iOnica sendo capaz de simular a adsorgdo

simultanea das proteinas do soro o-la e B-1g por uma resina de troca idonica com

um tempo de simulacdo inferior a 1 minuto em um PC de 750 MHz. O modelo
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proposto pode ser util na analise da cinética de transferéncia de massa em

sistemas cromatograficos.
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Simbolos usados

Simbolo Descricao

numero de Biot de transferéncia de massa para o componente i
concentragdo do componente i na fase liquida extraparticula
concentracgdo inicial na fase liquida

concentracdo do componente i na fase liquida intraparticula
concentragdo do componente i na fase solida da particula

concentragdo adimensional do componente i na fase liquida
extraparticula

concentragdo adimensional do componente i na fase liquida intraparticula
concentragdo adimensional do componente i na fase sélida da particula

coeficiente de difusdo do componente i
constante na isoterma de Langmuir

coeficiente de transferéncia de massa para o componente i
numero de nés em r

constante na isoterma de Langmuir

coordenada radial para a particula

raio da particula

coordenada radial adimensional para a particula
Tempo

Volume de liquido no tanque

Volume de adsorvente no tanque

incremento na direcao radial

Letras gregas

€,

T
AT

porosidade da particula

tempo adimensional
incremento de tempo adimensional
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SimuCromWin: Um programa computacional para a
simulacio de processos cromatograficos

Resumo

O software SimuCromWin simula processos cromatograficos em
computadores pessoais em um ambiente amigavel ao usuario. Ele ¢ capaz de
simular os seguintes processos: (1) adsor¢dao em tanques agitados, (2) adsor¢ao
em coluna de leito fixo, e (3) exclusdo molecular em coluna leito fixo.
SimuCromWin utiliza modelos de transferéncia de massa que consideram
resisténcia a transferéncia de massa no filme, difusdo dentro da particula e, no
caso de processos em coluna, dispersdo axial. Nos processos de adsor¢do, o
modelo utilizado pelo programa considera equilibrio instantdneo entre a particula
e o liquido dentro da particula. O modelo de equilibrio utilizado ¢ o modelo de
Langmuir. Os valores dos parametros de transferéncia de massa podem ser
inseridos pelo usudrio, na forma adimensional ou ndo, ou podem ser estimados
pelo programa por meio de correlagdes empiricas. SimuCromWin ajuda a

otimizar parametros de separa¢ao ou de adsorcao pela visualizagao do processo.

Summary

The software SimuCromWin simulates chromatographic processes on a
personal computer in a friendly user interface. It is capable to simulate the
following processes: (1) adsorption in stirred tanks, (2) adsorption in fixed bed
column, and (3) size exclusion in fixed bed column. SimuCromWin uses mass
transfer models that consider mass transfer resistance in the film, intraparticle
diffusion and, in the case of processes in column, axial dispersion. In the
adsorption processes, the model used by the program considers instantaneous
equilibrium between the particle and the liquid into the particle. The model
equilibrium used was the Langmuir model. The values of the mass transfer
parameters can be inserted for the user, in the dimensionless form or not, or it can
be estimate by empirical correlations. SimuCromWin helps to optimize

separation or adsorption parameters by visualization of the process.
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Introducio

O termo cromatografia refere-se a um grupo de técnicas de separagdo que
sdo caracterizadas por uma distribuicdo das moléculas a serem separadas entre
duas fases, uma estacionaria ¢ a outra movel. Moléculas com uma alta tendéncia
a permanecerem na fase estaciondria moverdo ao longo do sistema com uma
velocidade menor que aquelas que t€ém mais afinidade pela fase movel (Janson e

Rydén, 1998).

Vérias versdes de cromatografia liquida s3o utilizadas, diferindo
principalmente nos tipos de fases estaciondrias. Uma destas, cromatografia por
exclusdao molecular, ¢ baseada em principios muito diferentes que os das outras
versoes de cromatografia liquida (Janson e Rydén, 1998).

O desenvolvimento de técnicas e métodos para a separagao e purificagao
de moléculas bioldgicas tem sido um pré-requisito importante para muitos dos
avangos feitos em biotecnologia nas ultimas trés décadas. O desenvolvimento de
novos materiais e a utilizacdo de instrumentos baseados em microprocessadores
fez com que as separacdes de moléculas se tornassem mais faceis de serem
preditas e controladas, embora muito ainda tenha que ser desenvolvido nessa
area. Na area de cromatografia, o desenvolvimento de novos materiais de
empacotamento tem possibilitado um grande crescimento das técnicas de alta
resolucdo desde escala analitica até escala industrial, em colunas com volumes de
leito da ordem de centenas de litros (Janson e Rydén, 1998).

Quando se aplica uma operagdo cromatografica para um novo sistema ou
quando se deseja aumentar a escala do processo, ¢ comum a realizacdo de
numerosos experimentos. Como geralmente os produtos sdo valiosos e
disponiveis somente em pequenas quantidades, os experimentos sdo caros para
serem conduzidos. Isto ¢ especialmente verdadeiro para a separagdo de proteinas.
Dessa forma, torna-se necessario predizer o desempenho do processo por meio da
modelagem matematica e da simulagdo computacional para minimizar o nimero
de experimentos requeridos (Kempe et al., 1999). Estudos experimentais usando
solutos biologicos sdo caros e complexos. A simulacdo desses sistemas usando
modelos computacionais pode ser uma alternativa eficiente e econdmica para
propostas de otimiza¢gdo e de aumento de escala. Embora alguns experimentos
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ainda sejam necessarios, a modelagem computacional e a simulagdo numérica
podem reduzir amplamente o nimero de experimentos (Spieker et al., 1998).
Foi desenvolvido um programa computacional em Visual Basic 6.0 que

simula processos cromatograficos em um ambiente amigéavel ao usuario.

Modelos

Adsor¢ao

A maioria dos tipos de cromatografia usados para separagdo de
biomoléculas pode ser adequadamente tratada em conjunto sob o termo
cromatografia de adsor¢do. Isso implica que as moléculas da amostra sdo

adsorvidas na superficie da fase estacionaria.

Isotermas de equilibrio

No estudo de equilibrio, podemos definir isoterma de equilibrio como
sendo uma relagdo que representa a quantidade (concentracdo) de um
determinado componente em um determinado volume ou massa de fase
estaciondria em funcdo da concentragdo desse mesmo componente na fase

liquida, no estado de equilibrio. Logo, a isoterma ¢ uma equagdo que representa a
relagdo funcional de C,, com C, . As isotermas mais utilizadas atualmente no

equilibrio so6lido-liquido sd@o a de Langmuir e a de Freundlich. Essas isotermas
tém permitido uma correta descrigdo dos dados experimentais em varios estudos
envolvendo solucdes diluidas de um componente fortemente adsorvido em um
solvente puro (Guiochon et al., 1994; Spieker et al., 1998).

A isoterma de Langmuir (1916) consegue explicar de forma adequada os
dados de adsor¢do adquiridos em baixas ou moderadas concentragdes. Em altas
concentragdes, por outro lado, os coeficientes de atividade das espécies em
solucdo sdo dependentes da concentracao, e, dessa forma, desvios do modelo de

Langmuir sdo observados. Essa isoterma pode ser escrita na forma:

S CImC j

cs = dnTni (1)
P k,+C,
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A derivagdo da isoterma de Langmuir pode ser considerada como a base
da maioria dos tratamentos teoricos do fendmeno de adsor¢ao. Essa isoterma
corresponde a um modelo de adsorcdo altamente idealizado, ¢ considera as
seguintes hipdteses:

- As moléculas s3o adsorvidas em sitios discretos da superficie,
denominados sitios de adsor¢do. Cada sitio pode acomodar apenas uma
unica espécie.

- A energia de cada sitio de adsorcdo da superficie ¢ igual e
independente da populagdo de espécies adsorvidas, portanto, todos os
sitios tém a mesma entalpia de adsor¢do e independem do grau de
cobertura da superficie.

- A quantidade méxima da espécie adsorvida corresponde a formagao da
monocamada.

- A adsorcado ¢ localizada e ocorre pela colisdo das moléculas com sitios
vagos da superficie.

- A velocidade de dessorcao depende apenas da quantidade de material
adsorvido na superficie.

Essas condigdes podem ndo ser validas na adsorcao liquido-solido,
especialmente em altas concentragdes. Na pratica, os dados experimentais de
adsorcao sdo bastante concordantes com a isoterma de Langmuir em uma area
relativamente extensa de concentragdes. Assim, o modelo de Langmuir aparece
como a primeira escolha de equacdo empirica para ajuste de resultados
experimentais, considerando a adsor¢do de um Unico componente (Guiochon et

al., 1994).

Modelo de transferéncia de massa para adsorc¢ao em tanques agitados

Arves e Liapis (1987) apresentaram um modelo geral para predizer o
comportamento dindmico da adsor¢do em tanques agitados. Este modelo leva em
consideracdo a difusdo dentro dos poros da particula e a resisténcia a
transferéncia de massa no filme de liquido na superficie da particula. Horstmann
e Chase (1989) e Carrere (1993) utilizaram um modelo similar para a adsor¢do de

proteinas em resinas trocadoras de ions. As equag¢des do modelo englobam um
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balanco de massa sobre a particula ¢ um balango de massa na fase liquida externa
a particula. As seguintes consideracdes basicas foram utilizadas para a
formulacao do modelo:
1. processo de adsor¢ao ¢ isotérmico.
2. Os adsorventes porosos sdo esféricos e uniformes com relagdo ao
tamanho.
3. Existe equilibrio local para cada componente entre a superficie do poro
e o liquido estagnado dentro dos poros.
4. Os coeficientes de difusao e de transferéncia de massa sdo constantes e
independentes de efeitos de misturas dos componentes.
Com essas consideracoes, as seguintes equagdes podem ser formuladas a
partir do balanco de massa para cada componente nas fases extraparticula e

intraparticula, respectivamente:

oC,. 3V k,

7]”"' Rl;/b (Cbi_cpi,Rsz):O (2)
aC’, aC , 1 0 aC

(l_gp) al‘p TE, al‘p _eprilipa_R(Rza—};ﬂ:O (3)

Com as seguintes condigdes iniciais e de contorno

t=0=C, =C, (4)
t=0=C, =0 (5)
aC
R=0=—>=0 (6)
oR
R=R, =2 __k (Cy =Ciper )
= = = . —_ P
»77 9R e,p, " PR ()
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Utilizando os termos adimensionais:

C C, R D, k.R
Cp =—2; Cp = P p=— 1= f, Bi= d
C,, C, R, R e,D,

O sistema de equacgdes diferenciais parciais pode ser transformado nas

seguintes formas adimensionais:

dc,, v, .
—==—-—-Bi(c,, —¢c,, ,_ 8
d’t Vb ( bi pl,r—l) ( )
0 1 o ,0c,
—|1-¢e ) +e ¢, |- | =—|r" == ||=0 9
Com as seguintes condigdes iniciais € de contorno adimensionalizadas:
T=0=¢, =1 (10)
T=0=c¢, =0 (11)
dac,,;
r=0= =0 (12)
or
dc,, .
rel=—r= Bile, —¢,pm) (13)

As Equagdes (2) e (3) séo acopladas via C, ,_p que ¢ a concentra¢do do

componente i na superficie da particula. Na Equagdo (2), C,, € a concentragdo

do componente i na fase solida do adsorvente com base na unidade de volume do

solido, excluindo os poros. Ela estd diretamente associada com as isotermas de
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adsor¢ao que estdo acopladas ao sistema de equagdes diferenciais parciais com

base na consideragéo 3. As concentragdes C,, e C,, sdo baseadas na unidade de

volume da fase movel.

Estratégia de solu¢io numérica do modelo para tanque agitado

A Equagdo (9) foi discretizada, em relagdo a coordenada espacial r,
utilizando a técnica de diferencas finitas centrais com m nos ao longo de r,
gerando as seguintes equagdes diferenciais ordinarias:

o Centro da particula:

oc . oc’. 6¢
pi e \O5ei | T _
€p ot +(1 €p) ot A2 (Cpi|2 Cpi|1) (14)
1
« Interior da particula:
oc . ac’ € € 2¢
€ ’"+(1—8 ) = =S5 -——k,  ——5c |
"ot "ot Ar? o rAr PR AR
j (15)
€ €
4| S B
(Ar2 rAr | Pl
o Superficie da particula:
d oc’ 2e 2e Bi 2¢
i i V4 : P P
[Ep ; +(1—€p) a; ] =z C i m_l—[2£pB1+ A +F}pi|m
! (16)

2e Bi 2e Bi
+| 2€ b1+ .
P Al" bi

O indice subscrito apods as barras indica o n6 ao longo de . Na Equacao
(15), j deve variar de 2 a m - 1. Assim, foram geradas m equagdes diferenciais
ordindrias para a particula e 1 equagdo para o liquido fora da particula, ou seja, m

+ 1 equagdes diferenciais ordinarias para cada componente, totalizando (n + 1)V,
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equagOes diferenciais ordinarias, sendo N, o numero de componentes. As
equagoes diferenciais ordindrias resultantes foram resolvidas utilizando o método
implicito de diferencas finitas, ou seja diferengas finitas com o passo a frente.
Isso resulta em um sistema de equacdes algébricas, ndo linear, com (m + 1)N,
equagdes em cada incremento de tempo, que ¢ resolvido utilizando o método de

Gauss-Seidl.

Modelo de transferéncia de massa para adsorcio em leito fixo
Para o processo de adsor¢do em leito fixo, o modelo de transferéncia de
massa mais complexo normalmente usado considera uma fase liquida movel,
uma fase liquida estagnada dentro dos poros, € uma fase adsorvida. Transferéncia
de massa no filme entre a fase movel e a superficie da particula, e difusdo dentro
das particulas sdo consideradas nesse modelo. Considera-se uma distribuicdo
unidimensional de concentracdo na dire¢dao axial da coluna e uma distribui¢ao
unidimensional de concentragdo na dire¢do radial da particula. Nesse modelo, a
transferéncia de massa por difusdo dentro da particula ¢ considerada como um
possivel fator limitante. Isso € especialmente verdade para moléculas grandes
como proteinas e para particulas adsorventes maiores (Spieker et al., 1998).
As seguintes consideracdes bésicas sdo necessarias para a formulagdo do
modelo (Gu et al., 1993):
1. O processo de adsor¢ao multicomponente em leito fixo € isotérmico.
2. O leito ¢ empacotado com adsorventes porosos que sdo esféricos e
uniformes com relagdo ao tamanho.
3. Os gradientes de concentracdo na dire¢do radial do leito sdo
desprezados.
4. Existe equilibrio local para cada componente entre a superficie do poro
e o liquido estagnado dentro dos poros.
5. Os coeficientes de difusdo e de transferéncia de massa sdao constantes e
independentes de efeitos de misturas dos componentes.
Com essas consideragdes basicas, as seguintes equagdes podem ser
formuladas a partir do balanco de massa para cada componente nas fases movel e

estaciondria, respectivamente.
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azcbi +vacbi +acbi +3ki(1_8b)

-D,; C,—C . »r)=0
bi aZz aZ at EbR ( bi pz,R—Rp)

P

oC’. oC . 1 9 oC .
1- 2oy ”_eD | ——|R*—2||=0
e T ”’{RZ aR( OR H

Com as seguintes condigdes iniciais e de contorno

t=0=C,, =C,(0,2)

t=0=C,, =C,,(0,R,Z)

aC,, v
z=0=20 -V (¢, —C,.(

=5 (Cu=Ca0)
Z:L:%:O

/

oc,,

OR

aCPi i
R:Rp:> R :8 D (Cbi_Cpi,R:RP)

c _Cbi c _sz'. c* C[Syz - R Z_g
i Co; ’ " COi ’ " COi ’ Rp ’ L
pe, = L. g o AR _&Puk o 3Bim(-g)
Li s i = s i ) i
Dbi 8pl)pi R;V Sb

(17)

(18)

(19)

(20)

21

(22)

(23)

(24)



O sistema de equagdes diferenciais parciais pode ser transformado nas

seguintes formas adimensionais:

1 d%c, dc, Oc,
—~ + =
Pe,, 9z> dz Ot

+&, (Cbi ~ Cpir=l ): 0

dc .
i[(l_ep)cjn‘—i'gpcpi]_rli[1 i(’”z i J:|:0

ot 2ol or

Com as seguintes condi¢des iniciais e de contorno adimensionalizadas:

1=0=c¢, =¢,(0,2)

1=0=c¢, =c,(0,r,2)

pi
r

r=1= = Bi, (¢, _cpi,rzl)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

€2))

(32)

A condicao de contorno na alimentacao (equacao 29) depende do modo de

operagao da coluna:

Para adsorcao frontal:
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=1 (33)

Para eluigao:

(34)

C,(7) _ I, se 0<t<7,,
Cy;

1

0 em caso contrario

Para deslocamento, apds a introdu¢do da amostra (na forma de adsorcao

frontal):

(35)

C,; (1) {O, se i é um componente da amostra

1, se i ¢ um deslocador

Estratégia de solucio numérica do modelo de adsor¢ao em leito fixo

A Equacao (25) foi discretizada, em relacdo a coordenada espacial z,
utilizando a técnica de diferencas finitas centrais com n nds ao longo de z. A
equagdo (26) foi discretizada, em relacdo a coordenada espacial r, pelo método
da colocacdo ortogonal, utilizando os polindmios simétricos definidos por
Finlayson (1980), com dois pontos de colocagdo interior. Essas discretizagoes
geraram as seguintes equacdes diferenciais ordinarias:

Para a fase movel:

o NO na entrada da coluna:

3 2 2
Cbi|2+§icpi|l+E+PeLi_( +§i+E+PcLiJCbi|1 (36)

Pe, Az

o Nos interiores da coluna (j =2; 3; ...; n - 1):
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dey| (1 Y I U T
ot ‘j PeLiA22 Az bilj1 PeLiAzz Az bilj i €pil

(37)
2
| ————+E. .|
(Peu 2 &IJ bz|j
e NO na saida da coluna:
dcy,| 2 3 2

L = +C.c, . - +G; [Cpi 38
) (PeLiAZZ bi|—1 él pil, (Peu A22 &IJ bily, ( )

Para a particula:
« Primeiro ponto de colocacio interior (r =0,5385):

1

ac,, ac’, n. n. n 3

€ 2 ill-e J 2| =-13,6—Lc .| +20,433—Lc | —6,833— ¢ . 39

{” ot ( p>ar ] €, ’”‘f £, ’”‘f €, p"f (39)
J

« Segundo ponto de colocagdo interior (r = 09062):

2

)4
0T JT €, €, €,

3 . ; 7 .
e Owvalorde C pl.‘ ~ (concentragdo na superficie da particula) ¢ obtido
J
a partir da condicao de contorno em r =1:

3 By 0,9483 1 14 9483 2

C,| =—t—c,| - c, .
Pli 14+ Bi, ul, 14+ Bi, il 14+Bi, "

(41)

O indice subscrito apos as barras indica o n6 ao longo de z e o indice
sobrescrito o ponto de colocagdo ortogonal (1 e 2 sdo pontos interiores € 3 € a
superficie da particula, ou seja, » = 1). Nas Equagdes (39) a (41), j deve variar de

1 a n. Assim, foram geradas n equagdes diferenciais ordindrias para a fase movel
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e 2n equagdes para a particula, ou seja, 3n equagdes diferenciais ordinarias para

cada soluto, totalizando 3nN_, equagdes diferenciais ordinarias, sendo N; o
numero de solutos. As concentragdes C,, e C,, estdo relacionadas pela isoterma

de equilibrio. As 3nN, equagdes diferenciais ordinarias resultantes foram

resolvidas simultaneamente utilizando o método de Euler. Para evitar problemas
relacionados a instabilidade e convergéncia, o programa SimuCromWin diminui
o incremento no tempo (AT) e/ou aumenta o numero de nds em z (n) sempre que

algum valor de concentragdo C, estiver fora do seu dominio com uma
determinada tolerancia. Isso ¢ feito sempre que C,, estiver fora do intervalo

[-0,001; 1,001].

Cromatografia de exclusdo molecular
Kim e Johnson (1984) introduziram um modelo que considera uma fragao
de volume de poro para levar em conta o efeito da exclusdo molecular das
particulas. Gu (1995) prop6s o uso de uma porosidade acessivel da particula, isto
¢, fracdo do volume do poro acessivel para uma macromolécula, para descrever o
efeito da exclusdo molecular em um modelo de transferéncia de massa que
considera dispersdo axial, transferéncia de massa no filme e difusdo dentro das
particulas.
As seguintes consideracdes sdo necessarias para formular o modelo:
1. A coluna ¢ isotérmica;
2. Nao ha interagao entre os diferentes solutos;
3. Os coeficientes de difusdo e de transferéncia de massa permanecem
constantes;
4. As particulas sdo esféricas e de tamanho uniforme;
5. A densidade de empacotamento ¢ a mesma ao longo da coluna;
6. Os gradientes de concentragdo na direcdo radial do leito sao
desprezados.
Com essas consideracoes, as seguintes equagdes podem ser formuladas a
partir do balango de massa diferencial para um soluto na fase movel e na fase

estaciondria, respectivamente.
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2 J—
D, 9°Cy +vacbi + dC,; + 3k;(1-¢,)
BV 0Z ot g,R

aCP"_D.Li Rzanl. o
ot Pl R? OR OR

com as seguintes condi¢des iniciais e de contorno

(Cbz' - Cpi,Rsz ): 0

P

t=0=C,, =C,(0,2)

t=0=C,, =C,,(0,R,Z)

aC,. y
Z=0=> "t =—(C,.-C.(t

57 Dbi(bz #(®)
z=1=%n_g

Y4

aC .,
R=0=—%=0

oR

aC . k,
R:Rp:> a; :8” (Cbi_Cpi,R:Rp)

pi~~ pi

Utilizando os termos adimensionais:

C,, C, R Z vt
cbl:_’ cpl:_; ]/':—’ Z:—’ "C:—,
C,; C,; R, L L
k.R e’ D L Bimn. (1—
Pe,, = oL ; B = a . n; = - 2p ; &= Bim,(1-2,)
b epiDpl. va €,

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)



O sistema de equagdes diferenciais parciais pode ser transformado nas

seguintes formas adimensionais:

1 d%¢, dc,  dcy
_ Czbl + Chi + Chi +
Pe,, oz Jdz o1

Com as seguintes condi¢des iniciais e de contorno adimensionalizadas:

1=0=c¢, =¢,(0,z2)

1=0=c¢, =c,(0,r,2)

pi
r

r=l= =Bi, (¢ =Cpp )

(50)

D

(52)

(33)

(54)

(55)

(56)

(57)

A condi¢do de contorno na alimentacdo (Equagdo 54) utiliza a seguinte

fungao:
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(58)

Cp(v) |1 se0<st<T,,
Co

1

0 em caso contrario

Estratégia de solucio numérica do modelo de CEM

A Equacdo (50) foi discretizada, em relagdo a coordenada espacial z,
utilizando a técnica de diferencas finitas centrais com n nds ao longo de z. A
equagao (51) foi discretizada, em relacdo a coordenada espacial r, pelo método
da colocacdo ortogonal, utilizando os polindmios simétricos definidos por
Finlayson (1980), com dois pontos de colocagdo interior. Essas discretizagoes
geraram as seguintes equacdes diferenciais ordinarias:

Para a fase movel:

e NOoO na entrada da coluna:

302 2
¢y, +E; cpi|1 +E+PGLI-—(W+@+E+P% )be|1 (59)
Li

e Nos interiores da coluna (j =2; 3; ...; n - 1):

D O P e S J
Jt |j_ PeLiA22 20z | PeLiA22 Az | P icpij

(60)
2
— —+E&. |c,.|.
(Peu Az? &”) bl|’
e NO na saida da coluna:
dc,,| 2 3 2
L = . +C.c, . - +G; [Cy 61
81: ) (PeLi A22 }bl n—1 él pil, (Peu A22 &z] bil, ( )

Para a particula:
« Primeiro ponto de colocagdo interior (r = 05385):
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1

dc

Tl — 1360 | +20,433 ¢ [P 6,833 N |3 (62)
ot | g Py gt Pl gs M

J pi pi pt

« Segundo ponto de colocagdo interior (r = 09062):

acpl- ? up 1 n; 2 n; 3
P =1457—L¢ .|_—91,4—’c .|‘+76,83—’c | (63)
aT ' Sap. pi j 8;- pi j 8; pt j

J i ! '

3 . ’ r .
e Owvalorde C pl.| _ (concentragdo na superficie da particula) ¢ obtido
J

a partir da condi¢do de contorno em r =1:

P Bi, . | 10,9483 ol +14’9483c 12 64)
Pl 14+Bi, "V 14+Bi, "/ 14+Bi, "l

Foram geradas n equacdes diferenciais ordinarias para a fase movel e 2n
equagdes para a particula, ou seja, 3n equagdes diferenciais ordinarias para cada
soluto, totalizando 3nN, equagdes diferenciais ordinarias, sendo N, o nimero de
solutos. As 3nN, equagdes diferenciais ordindrias resultantes foram resolvidas

utilizando o mesmo procedimento descrito no item anterior.

Parametros de transferéncia de massa

O programa SimuCromWin permite ao usudrio escolher a forma de
entrada dos pardmetros de transferéncia de massa, se na forma adimensional ou
ndo. Além disso, caso o usuario ndo conhega os valores dos parametros de
transferéncia de massa ele tem a op¢ao de escolher que o programa estime tais
parametros por meio de correlagdes empiricas. Assim, foram incorporadas ao
programa as seguintes correlacdes empiricas:

o Coeficiente de dispersao axial: Correlagdo de Chung e Wen (1968):
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Pe, _vb L (0,2+O,011Re°’48) (65)
D, 2R &,
2R g,V
Re =t (66)
u

e Coeficiente de transferéncia de massa: Correlagdo de Truei et al.

(1992):
k,2R
Sh=—"—L=2+145Re"*Sc"’ (67)
D,
pi
_ .k
Sc = oD (68)
pi

o Para o coeficiente de difusdo: Correlagdo de Young et al. (1980):

D, =831-107" d — (69)
uM

i

A interface do usuario

No projeto da interface do usuario procurou-se atender as seguintes regras:

1. Consisténcia: A interface do usuario deve ser consistente em relagdo a
sintaxe, terminologia, acdes e layout. A¢des requeridas em uma situacdo devem
ser semelhantes aquelas requeridas em situagdes similares. Terminologia
consistente deve ser utilizada em toda estrutura — em menus, avisos, sistema de
mensagens € manuais. O layout mostrado deve ser consistente, por exemplo,
todos os menus devem seguir o mesmo formato e todas as mensagens de erro
devem aparecer no mesmo local.

2. Permitir uso de atalhos: Usuarios experientes de um sistema sdo mais

bem servidos se houver atalhos disponiveis para eles. Tais atalhos permitem
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reduzir o numero de passos necessarios para executar uma acdao, aumenta a
velocidade da interacdo e aumenta sua produtividade.

3. Oferecer feedback informativo: Cada agdo conduzida pelo usuario deve
resultar em algum feedback do sistema. A idéia de feedback para agdes
fracassadas (mensagens de erro) ¢ bastante familiar. Contudo, feedback para
acoes bem sucedidas ¢ também importante. A¢des freqiientes e secundarias
podem produzir realimentacdo modesta, enquanto agdes pouco freqilientes e
principais devem produzir resposta mais significativa. O feedback pode ser um
simples som, uma frase ou uma sentenca.

4. Projetar didlogos para indicar conclusdo: Cada seqiiéncia de a¢des deve
ter um inicio, um meio ¢ um fim. O feedback no término da seqiiéncia da ao
usuario uma sensa¢ao de conclusdo e alivio, sinaliza ao usudrio que aquela
seqliéncia pode ser abandonada, e indica que o usuario pode comecar a trabalhar
na proxima seqiiéncia de acdes.

5. Oferecer uma manipulacao de erro simples: Sempre que possivel, deve-
se fazer um sistema de tal forma que o usuario ndo cometa erros graves. Forneca
recursos que permitam que o usudrio desfaca operagdes prontamente. Nos casos
onde a mensagem de erro € necessaria, ela deve ser simples, apontar a fonte exata
do erro e oferecer informagao de como corrigir o erro. O usudrio deve ser capaz
de corrigir o erro sem ter que recomecar toda a seqliéncia de passos.

6. Permitir reverter agcdes com facilidade: Sempre que possivel, as agoes
devem ser reversiveis. Isto aumenta a produtividade, uma vez que o usuario nao
terd que voltar para o inicio e refazer todas as agdes anteriores. Isto também
encoraja o usudrio a explorar o sistema e se tornar um usudrio mais eficiente.

7. Manter uma interacao centrada no usudrio: Usuarios devem se sentir
como os iniciadores da acdo em uma interagdo homem-computador, ndo como o0s
executores da acdo. O computador ¢ a ferramenta, € 0 homem ¢ o usudrio dessa
ferramenta; a interface deve refletir essa relagdo. O usuario deve focalizar sua
atencdo nas tarefas que ele quer conduzir ¢ ndo tratando com a interface do
computador.

8. Reduzir a carga de memoria de curto prazo: Os humanos sdo capazes de

manter somente uma quantidade limitada de informag¢do em sua memoria de
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curto prazo. Idealmente, a informacao ativa na memoria de curto prazo deve ser
aquela relacionada a tarefa a ser executada e ndo ao computador. Telas devem ser
projetadas para reduzir a demanda da memoria de curto prazo. Por exemplo, telas
com varias paginas que requer que o usuario se lembre de informagao de paginas
anteriores devem ser evitadas. Menus devem ser usados ao invés de linguagens
de comando. Deve-se fornecer ajuda para refrescar rapidamente a memoria do
usuario.

Seguindo estes preceitos, foi projetada uma interface grafica de
manipulagdo direta em um ambiente amigavel ao usuario. No processo de
adsorcdo em tanques agitados o usudrio pode visualizar a concentragdo no
liquido fora da particula em funcdo do tempo e o perfil radial da concentracao
dentro da particula. Nos processos em coluna (adsor¢do e exclusdo molecular) o
usudrio pode visualizar a concentracdo na saida da coluna em fung¢do do tempo e
o perfil axial de concentragdo no liquido fora da particula Os graficos podem ser
salvos nos formatos *.bmp, *.jpg, *.wmf, *.gif, *.emf, *.png, e *.pcx e os seus
valores podem ser salvos nos formatos *.xls e ASCII. A Figura 1 mostra a
interface grafica do programa SimuCromWin durante a simulagdo de um

processo de cromatografia de exclusao molecular.
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. SimuCromin: Cromatografia de exclusdo molecular

Arquiva  Processo  Simulacio | Grafico  Ajuda

= Perfil termporal  » Salvar gréfica FB
ID IE |§ IT Pefil azial > Salvardados  F7

Mudar escala  FB

Imprimir gréfico Ctrl+T Perfil temporal
T -l
o101 4
I 0.7 Ep
0,076
[001 ¢ 3
N “o051
[05 = 0,025
il 0.03 0 . . . . : . . : . .
I I 1] 0245 0491 0737 08982 1228 1473 1,719 189684 221 2455
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Jul |
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0.5 & I Perfil axial

o1 A -l
— Componente: -c2
cl I | 008 4

— Pardmetros de transferéncia de massa—
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Pe[z0 | Bi5 n[s &
004
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a
£p | 01 IVMM | 0,02 4
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Ca I 2 1] 01 0z 03 04 0s oG o7 03 o4 1

ZiL

Figura 1 — Interface Grafica do SimuCromWin.

Exemplos

Trés exemplos ficticios foram escolhidos para demonstrar as
caracteristicas do programa. O primeiro consiste na adsor¢do de uma proteina
(MM = 12000 Da) por uma resina de troca idnica em um experimento em tanque
agitado; o segundo trata da adsorcdo dessa proteina pela mesma resina, dessa vez
empacotada em uma coluna de leito fixo; e o terceiro consiste da dessalinizacao
(retirada do NaCl) dessa proteina em uma coluna de cromatografia de exclusao
molecular.

No exemplo para o tanque agitado considerou-se um tanque de 20 cm de
altura por 15 cm de diametro dotado de um sistema de agitacdo contendo quatro
pas do tipo turbina, com didmetro de 5 cm, que trabalha a uma velocidade de 200
revolugdes por minuto. Dentro do tanque sdo adicionados 2,5 L de solucao cuja
concentragdo inicial da proteina ¢ de 1 mg/mL, e 100 g da resina de troca i0nica,
cuja densidade da particula ¢ 2,3 g/mL, com porosidade e diametro da particula

de 0,6 e 0,01 cm, respectivamente. A densidade e a viscosidade da fase liquida
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sdo 1 g/mL e 1 cP, respectivamente. Os parametros da isoterma de Langmuir sao:
q» =100 mg/g e k; = 0,5 mg/mL. O processo ¢ realizado a temperatura de 25 °C.
A Figura 2 mostra a variagdo da concentracdo da solu¢do com o tempo, curva
esta gerada pelo programa SimuCromWin. O equilibrio foi atingido apds 29,6
minutos, sendo o valor da concentragdo da proteina na solucdo neste estagio de
0,137, ou seja, 86,3% da proteina original foi adsorvida. O programa
SimuCromWin simulou todo o processo de adsor¢cao em 195 segundos, ou seja,

pouco mais de 3 minutos em um AMD Athlon® 750 MHz.

1,0 -
0,9 -
0,8 -
0,7
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0 R —

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tempo (min)

Figura 2 — Variag¢do da concentragdo na fase liquida com o tempo para o primeiro
exemplo.

c/C,

No segundo exemplo, a adsor¢do ¢ feita em uma coluna de 6 cm de altura
por 3 cm de didmetro empacotada com uma resina de troca ionica cuja densidade
da particula ¢ 2,3 g/mL, com porosidade e didametro da particula de 0,6 e 0,0046
cm, respectivamente. A porosidade do leito € de 0,5 e a vazao da fase movel ¢ 30
mL/min. A concentracdo da proteina na solugdo original ¢ de 1 mg/mL. O
processo ¢ realizado a temperatura de 25 °C. A densidade e a viscosidade da fase
movel sdao 1 g/mL e 1 cP, respectivamente. Os parametros da isoterma de
Langmuir sdo: ¢,, = 100 mg/g e k; = 0,5 mg/mL. O processo de adsor¢do ¢
interrompido quando a concentracdo da proteina na saida da coluna ¢ 10% do
valor na entrada da coluna. A Figura 3 mostra a curva de ruptura gerada pelo

programa SimuCromWin para esse exemplo. A concentragdo adimensional da
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proteina na saida da coluna atingiu o valor de 0,1 apds 42 minutos de inje¢do da
amostra (ou 1,26 L de solu¢do injetada) e, nesse ponto, a coluna j& havia
adsorvido 1,22 g (sendo sua capacidade de 1,25 g) da proteina. O programa
SimuCromWin simulou todo o processo de adsor¢ao em 195 segundos, ou seja,

pouco mais de 3 minutos em um AMD Athlon® 750 MHz.

0,12 -
0,10 -
0,08 -

< 0,06 |
0,04 -

0,02

0,00 —_—
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (min)

Figura 3 — Curva de ruptura para o exemplo 2.

No exemplo 3, a dessalinizacdo da proteina ¢ feita em uma coluna de 5 cm
de altura por 2 cm de didmetro empacotada com com um gel com porosidade e
diametro da particula de 0,65 ¢ 0,01cm, respectivamente. A porosidade do leito ¢
de 0,3 e a vazdo da fase movel ¢ 10 mL/min. O processo ¢ realizado a
temperatura de 25 °C. A densidade e a viscosidade da fase movel sdo de 1 g/mL e
1 cP, respectivamente. Os valores de porosidade acessivel da proteina e do NaCl
sdao 0,05 e 0,65, respectivamente. O volume de amostra injetado ¢ 0,5 mL. A
Figura 4 mostra o cromatograma gerado pelo programa SimuCromWin para esse
exemplo. O primeiro pico corresponde a proteina e o segundo ao sal. O tempo de
separagdo foi de pouco mais de 2 minutos, conforme pode ser observado na
Figura 4. O programa SimuCromWin simulou todo o processo em 97 segundos,

ou seja, menos de 2 minutos em um AMD Athlon® 750 MHz.
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Figura 4 — Cromatograma do exemplo 2.

Conclusoes

SimuCromWin ¢ uma ferramenta rapida e eficiente para a simulaciao de
processos cromatograficos em tanques ou em colunas de leito fixo. Sua interface
grafica e a visualizagdo dos processos de separagdo ou de adsor¢ao sao
caracteristicas que o tornam especialmente atrativo para profissionais que
trabalham com cromatografia. Além disso, o programa também permite salvar
graficos em diversos formatos de arquivo, bem como exportar os dados dos

graficos para planilhas eletronicas ou para arquivos no formato ASCII.
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Simbolos usados

Simbolo Descricao

Bi; numero de Biot de transferéncia de massa para o componente i

Coi concentragdo usada para adimensionaliza¢ao, max {cg(?)}

Cpi concentragdo do componente i na fase movel

Chi concentragcdo adimensional do componente i na fase movel

Cs concentracdo do componente i na alimentacao

Chi concentragdo adimensional do componente i na alimentacao

Cpi concentracdo do componente i na fase liquida da fase estacionaria

Cpi concentracdo adimensional do componente i na fase liquida da fase
estacionaria

Cs, concentragdo do componente i na fase solida da fase estacionaria

¢, concentracdo adimensional do componente i na fase sélida da fase
estacionaria

Dy, coeficiente de dispersao axial do componente i

D,, coeficiente de difusdo do componente i

kq constante na isoterma de Langmuir

k; coeficiente de transferéncia de massa para o componente i

L altura do leito de particulas

m numero de ndés em r

n numero de nos em z

Pey; numero de Peclet para o componente i

qm constante na isoterma de Langmuir

R coordenada radial para a particula

r coordenada radial adimensional para a particula

Re numero de Reynolds

R, raio da particula

Sc nimero de Schmidt

Sh nimero de Sherwood

t tempo

v velocidade intersticial da fase mével

Vi volume de liquido no tanque

V, volume de adsorvente no tanque

Z coordenada axial

z coordenada axial adimensional

Az incremento na dire¢ao axial

Letras gregas

€, fragdo de volume vazio do leito

€, porosidade da particula

e porosidade acessivel da particula para o componente i
n, constante adimensional para o componente i

g, constante adimensional para o componente i
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tempo adimensional
incremento de tempo adimensional
tempo de duracdo adimensional para um pulso retangular da amostra
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CONCLUSOES GERAIS

O procedimento numérico para a solu¢do do modelo de transferéncia de
massa para adsor¢do em coluna de leito fixo que considera equilibrio instantaneo
na superficie da particula foi eficiente para a simulacdo de um processo de
adsor¢do em troca i0nica sendo capaz de simular rapidamente a adsor¢do
simultinea das proteinas do soro o-lactoalbumina e B-lactoglobulina pela resina
Accel Plus QMA®. A concordancia dos perfis simulados com os dados
experimentais demonstra que o modelo proposto ¢ adequado para a simulac¢ao do
sistema em estudo.

O esquema proposto para a solugdo do modelo de transferéncia de massa
para a cromatografia de exclusdo molecular que considera dispersdo axial,
difusdo dentro da particula, resisténcia a transferéncia de massa na superficie da
particula e porosidade acessivel da particula foi eficiente para a simulacdo do
processo de purificagdo das proteinas do soro, o-lactoalbumina ¢ [-
lactoglobulina, presentes nas fases polimérica e salina, respectivamente,
provenientes do processo de fracionamento dessas proteinas pelo SAB composto
por 18% de PEG 1500 ¢ 18% de fosfato de potassio. A concordancia dos picos
simulados com os picos obtidos experimentalmente demonstra que o modelo
proposto ¢ adequado para a simulagdo dos sistemas em estudo. A andlise
paramétrica mostrou que uma estima¢do acurada do coeficiente de dispersao
axial € o ponto chave para a simulagdo dos picos das proteinas o-lactoalbumina e
B-lactoglobulina, uma vez que, dentro do intervalo estudado, o coeficiente de
difusdo e o coeficiente de transferéncia de massa pouco influenciaram na
formacgdo desses picos. Ja para a simulagdo dos picos do PEG 1500 e do fosfato
de potassio, todos os parametros de transferéncia de massa devem ser estimados
com boa precisdo, uma vez que todos eles influenciam fortemente na formagao
desses picos.

A metodologia proposta para a solu¢do do modelo de transferéncia de
massa em tanques agitados que considera difusdo dentro da particula, resisténcia
a transferéncia de massa no filme liquido na superficie da particula e equilibrio
instantaneo na superficie da particula foi eficiente para a simulagdo de um
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processo de adsor¢do em troca iOnica sendo capaz de simular a adsorcdo
simultdnea das proteinas do soro o-lactoalbumina e [-lactoglobulina por uma
resina de troca ionica em menos de 1 minuto. O modelo proposto pode ser util na
analise da cinética de adsor¢do em sistemas cromatograficos.

O programa computacional desenvolvido mostrou ser uma poderosa
ferramenta para a simulagdo de processos cromatograficos em tanques ou em
colunas de leito fixo. Sua interface grafica e a visualizagdo dos processos de
separacao ou de adsor¢do sdo caracteristicas que o tornam especialmente atrativo
para profissionais que trabalham com cromatografia. Além disso, o programa
também permite salvar graficos em diversos formatos de arquivo, bem como
exportar os dados dos graficos para planilhas eletronicas ou para arquivos no
formato ASCII. O programa desenvolvido pode ser bastante util para propositos

de otimizagao e de aumento de escala de processos cromatograficos.
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